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RESUMO 

A Sβ-talassemia (Sβ-tal) é uma hemoglobinopatia heterozigótica , caracterizada pela presença 

de um alelo βS  associado com alelo beta-talassêmico. O nível residual de produção da HbA é 

o principal fator preditivo. Moduladores genéticos podem influenciar na heterogeneidade, 

como os haplótipos e a co-herança da talassemia  alfa. O objetivo do estudo foi estimar a 

incidência e descrever características moleculares,  hematológicas e clínicas em coorte de 

recém-nascidos (RN) com Sβ-tal e triadas pelo Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais 

e acompanhadas na Fundação Hemominas. As mutações foram identificadas por 

sequenciamento. A genotipagem dos haplótipos βS e β-tal foi realizada por reação em cadeia 

da polimerase (PCR), Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restrição (RFLP) ou 

sequenciamento. A identificação das deleções e da triplicação de genes da globina alfa foi 

realizada por gap-PCR multiplex. A identificação da deleção de Corfu em  pacientes com IVS-

I-5 G>A foi realizada por meio de Amplificação Multiplex de Sondas   Dependente de Ligação 

(MLPA). A concentração relativa das frações de hemoglobina foi       f eita na grande maioria 

dos casos, por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). A incidência de Sβ-tal em 5 

anos (2011-2015) foi de 1:22.250 (53 casos em 1.179.389 RN; IC 95% 1:17.530-1:30.450); 29 

RN com Sβ 0 -tal (54,7%) e 24 com Sβ +-tal (45,3%). Para descrição das características da Sβ-

tal foram analisadas 89 crianças (83 famílias) com média de idade de 10,9 anos. Foram 

identificados 14 mutações: 22 (24,7%) com CD39 C>T; 16 (18,0%) com IVS-I-1 G>A; 10 

(11,2%) com IVS-I-6 T>C; 9 (10,1%) com -29 A>G; 8 (9,0%) com IVS-I-110 G>A; 6 (6,7%) 

com IVS-I-5 G>A; 4 (4,5%) com IVS-II-1 G>A; 3 (3,4%) com IVS-II-839 T>C e IVS-II-844 

C>A, em cis ; 2 (2,2%) com -88 C>T; 2 (2,2%) com -92 C>T; 2 com (2, 2%) IVS-II-849 A>G; 

e um (1,2%), cada, com -101 C>T, IVS-I-2 T>C e poliadelinação AATAAA>AACAAA. Em 

duas crianças, a mutação β-tal não foi identificada. Nas crianças com a mutação IVS-I-5 G>A, 

não se detectou a deleção Corfu. Os haplótipos  βS mais frequentes foram CAR e Benin. Em 

relação aos haplótipos β-talassêmicos, os mais frequentes foram I, II e IV. Quanto à co- herança 

de alfa talassemia, 68 (79%) tinham genótipo selvagem (αα/αα), 16 (18,6 %) eram α/-α 3.7; 

uma era -α 3.7 /-α 3.7 e uma tinha triplicação do gene alfa (αα/ααα3.7). A incidência de eventos 

clínicos por 100 pacientes-ano foi semelhante  nos genótipos Sβ0-tal e nas mutações IVS-I-110 

G>A e IVS-I-5 G>A. Nesta última, a concentração de HbA por HPLC foi nula em todas as seis 

crianças e grave o quadro clínico. Notou-se, ainda, que o quadro clínico e laboratorial dos 

outros genótipos Sβ +-tal (Hb A acima de 10%) são distintos entre si e que é falacioso agregar, 

como em alguns relatos na literatura, todas essas mutações num único grupo. Concluímos que 



  

 

a incidência relativa da Sβ-tal em Minas Gerais  representa cerca de 6% do total de casos com 

doença falciforme. A identificação correta da da mutação auxilia no prognóstico da doença e 

na adoção de medidas preventivas, visando à sobrevida com mais qualidade desse grupo de 

pacientes. 

 

 Palavras-chave: Hemoglobinopatia. Sβ-talassemia. Haplótipos. Triagem 

Neonatal. 

 



  

 

 

ABSTRACT 

The Sβ-thalassemia (Sβ-tal) is a hemoglobinopathy heterozygous, characterized by the 

presence of a βS allele associated with the beta-thalassemia allele.The residual HbA 

production level is the main predictor. Genetic modulators may influence na 

heterogeneity, such as haplotypes and co-inheritance of alpha thalassemia. The aim of the 

study was to estimate the incidence and describe molecular, hematological and clinical 

characteristics in a cohort of newborns with Sβ-tal in Minas Gerais and screened as part 

of the Neonatal Screening Program in the Brazilian state of Minas Gerais and treated at 

Hemominas Foundation. Mutations were identified by sequencing. Genotyping of βS and 

β-thal haplotype polymorphisms were performed by polymerase chain reaction (PCR) , 

and restriction fragment length polymorphism (RFLP) or sequencing. The identification 

of deletions and triplication of alpha globin genes were performed by multiplex gap-PCR.  

Identification of the Corfu deletion in patients with IVS-I-5 G>A was performed using 

multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA). The relative concentration of 

hemoglobin fractions   was   determined   by   high-performance liquid chromatography  

(HPLC) in the vast majority of cases. The incidence of 5-year Sβ-tal (2011-2015) was 1: 

22.250 (53 cases in 1,179,389 NB; 95% CI 1: 17,530-1: 30,450); 29 newborns with Sβ 0 

-tal (54.7%) and 24 with Sβ + -tal (45.3%). To describe the characteristics of Sβ-tal 89 

children (83 families) with a mean age of 10.9 years. Were 14 mutations were identified. 

89 children were included in the study with a mean age of 10,9 years and 14 mutations 

were identified; 22 (24,7%) with CD39 C> T; 16 (18,0%) IVS-I-1 G> A; 10 (11, 2%) 

IVS-I-6 T> C; 9 (10, 1%) -29 A> G; 8 (9,0%) IVS-I-110 G> A; 6 (6, 7%) IVS-I-5 G> A; 

4 (4,5%) IVS-II-1 G> A; 3 (3,4%) IVS-II-844 C> A e IVS-II-839 T> C; 2 (2,2%) -88 C> 

T ; 2 (2,2%) -92 C> T; 2 (2,2%) IVS-II-849 A> G; and one (1,2%) each for -101 C> T; 

IVS-I-2 T> C, and poly A signal (AATAAA> AACAAA). In two cases of Sβ+ -Thal, no 

mutation was found. In the children with the mutation IVS-I- 5 G> A, the Corfu deletion 

was not detected. The incidence of Sβ-Thal in the state of Minas Gerais was 1:22,250 (53 

cases in 1,179,389 newborns for 5 years, 2011-2015). The incidence for the Sβ0-Thal 

subtype was 1:40,670 and that for Sβ+Thal, 1:49,140. The  most commos βS haplotypes 

were CAR and Benin, in this order. In relation to β- thalassemic haplotypes, the most 

prevalent were I, II and IV. As far as the co- inheritance of alpha thalassemia, 68 (79%) 

had wild genotype (αα/αα), 16 (18.6%) were α/-α3.7; one was -α3.7/-α3.7, and one had 

triplication of the alpha gene (αα/ααα-3.7). In general, the incidence of clinical events per  



  

 

 

 

100 patient-years was similar for the Sβ0- Thal genotypes and for the IVS-I-110 G> A 

and IVS-I-5 G> A mutations. In the latter, the concentration of HbA by HPLC was null 

in all six children, being clinically severe. Clinical and laboratory status of the other Sβ+- 

Thal genotypes (Hb A above 10%) is so different that it is misleading to aggregate, as in 

some reports in the literature, all these mutations in a single group. We conclude that  the 

relative incidence of Sβ-Thal in Minas Gerais represents approximately 6% of the total 

cases with sickle cell disease. The correct identification of the mutation helps in the 

prognosis of the disease and in the adoption of preventive measures, aiming at a better 

quality of survival for this group of patients. 

 

 

                      Key words: Hemoglobinopathy. Sβ-thalassemia. Haplotypes. Neonatal Screenining. 
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

As hemoglobinopatias são um grupo heterogêneo de doenças que afetam os genes da 

hemoglobina e apresentam morbidade e mortalidade relevante em todo o mundo (1,2). 

Consideradas como doenças multissistêmicas, afetam vários órgãos e tem grande variação nas 

manifestações clínicas (3,4). São doenças autossômicas e são subdivididas em dois grupos, as 

hemoglobinopatias estruturais, por troca de aminoácidos, e as talassemias, por deficiência da 

síntese de cadeias que compõem a hemoglobina (4). 

 

As doenças falciformes são caracterizadas pela presença do alelo βS em homozigose (anemia 

falciforme) ou do alelo βS em heterozigose composta com outra mutação do gene HBB que resulte 

em subtipo clínico no qual a HbS tenha concentração superior a 50%. Essa maior concentração 

de HbS propicia a falcização das hemácias (1,5,6). Embora determinada primariamente por uma 

única mutação, as doenças falciformes apresentam ampla variação fenotípica, atribuída a 

moduladores genéticos e fatores ambientais que influenciam na diversidade clínica (7,8). 

A doença falciforme no Brasil é considerada problema de saúde pública. Nesse contexto, em 

2001, por meio da portaria nº 822/01, a detecção das hemoglobinopatias foi incluída no 

Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) (9). No estado de Minas Gerais, a taxa de 

incidência da doença falciforme é estimada em 1:1.400 nascidos vivos, segundo dados do 

Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais (PTN-MG). O PTN-MG abrange todos os 

munícipios mineiros com estimativa de cobertura de 94% dos recém nascidos (10). Os demais 

são testados em laboratórios privados. 

 

O alelo HbS foi introduzido no Brasil pelo comércio de escravos no período colonial. Ao longo 

de 300 anos, escravos de diferentes regiões da África foram trazidos para o Brasil. Além disso, 

movimentos imigratórios de algumas regiões da Europa e da Ásia, em proporção muito inferior, 

introduziram mutações de beta talassemia no país (11–13). Configura-se, portanto, uma 

heterogeneidade de genótipos de doença falciforme encontrados no Brasil. O genótipo mais 

prevalente em nosso meio é o da anemia falciforme (Hb SS), seguida de outras variantes em 

estado de heterozigose composta, tais como Hb SC, Hb Sβ- talassemia (Hb Sβ-tal) e 

HbSDPunjab(14,15). 
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Estudos anteriores demonstraram que cada região geográfica do país apresenta características 

próprias quanto à frequência das diferentes mutações para os alelos β- talassêmicos no locus da 

β-globina (16–20). Essa variação reflete a composição das populações ancestrais e a 

intensidade de miscigenação (16,17,21,22). A frequência e a distribuição das mutações 

causadoras de β-Tal em Minas Gerais são desconhecidas. 

A interação do alelo βs com as mutações β-Tal e a importância destes distúrbios é pouco 

compreendida e existem poucos dados clínicos sobre a Sβ-Tal a nível nacional e internacional. 

Da mesma forma, não existem dados sobre as consequências clínicas e laboratoriais da 

associação dos diversos genótipos da Sβ-Tal com a co-herança de alfa talassemia e com os 

haplótipos da beta globina em indivíduos com Hb Sβ-tal em Minas Gerais e no Brasil, e há 

poucos estudos realizados no mundo. Além disso, não há determinações precisas da incidência 

da Sβ-Tal no Brasil (12).
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Estrutura e função da hemoglobina 

A molécula da hemoglobina é a principal proteína intracelular dos eritrócitos e 

apresenta estrutura quaternária constituída por quatro subunidades. As subunidades são 

cadeias polipeptídicas compostas, no caso da Hb A, por duas cadeias alfas (α) e duas cadeias 

betas (β), com 141 e 146 aminoácidos respectivamente (α2β2). Cada uma das quatro cadeias 

se liga a um grupo heme que é responsável pelo transporte de oxigênio para os tecidos 

(15,23,24). 

A síntese das cadeias da hemoglobina humana é regulada por um padrão de genes 

que estão localizados em cromossomos diferentes (25,26). O cluster do gene da globina alfa 

encontra-se no braço curto do cromossomo 16 (16p13.3) e localizam-se nessa região os genes 

ou pseudogenes ζ, µα, α1 e α2. O cluster do gene da globina beta situa-se no braço curto do 

cromossomo 11 (11p15.5) onde estão localizados os genes ou seus pseudogenes ε, Gγ, Aγ, 

ψβ, δ e β (24,27,28). 

 

 

 

Figura 1- Representação esquemática da mudança no padrão de expressão dos genes do agrupamento da β– 
globina no cromossomo 11 e α-globina no cromossomo 16. Os genes são arranjados em ordem linear e a 
sequência de ativação é a mesma ordem de arranjo nos cromossomos. Modificado de SCHECHTER, 2008 
(24). 
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O padrão de transcrição dos genes da hemoglobina é alterado nos eritrócitos 

durante o desenvolvimento embrionário, fetal, neonatal e adulto (24). Na fase embrionária, 

predominam as hemoglobinas Gower1 (ζ2ε2), Gower 2 (α2ε2) e Portland (1 e 2) (ζ2γ2). Nos 

últimos dois trimestres de gestação, predomina a Hb fetal HbF(α2γ2 )(24,27,29). Após o sexto 

mês de nascimento, os níveis de HbA (α2β2) atingem níveis relativamente estáveis em 

indivíduos saudáveis (Figura 2). 

 

Nos indivíduos saudáveis , a HbA (α2β2) representa aproximadamente 97%, a 

Hb A2 (α2δ2 ), 2-3% e a Hb fetal (α2γ2), 0-2% (24,30)(Figura 2). O equilíbrio entre as sínteses 

de globinas alfa com as globinas beta proporciona a estabilidade da hemoglobina sendo 

primordial para o funcionamento de processos fisiológicos e metabólicos que ocorrem no 

interior das hemácias. Quaisquer disfunções nos mecanismos genéticos da molécula da Hb 

que resultem em diminuição ou ausência da síntese e na estrutura da hemácia ocasionam 

espectros fenotípicos de talassemias ou de doenças falciforme. 

 

 

Figura 2- Representação esquemática do padrão de síntese e expressão de cada gene da globina durante o  

                    desenvolvimento humano; modificado de SANKARAN, 2013 (2). 

 

 

 

 

 

 

Períodos desenvolvimento humano 
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Hemoglobinopatias 

 As hemoglobinopatias são um grupo heterogêneo de doenças caracterizadas por 

mutações dos genes da globina. Esses distúrbios afetam o ritmo de síntese da taxa de 

expressão gênica ou a estrutura dos polipeptídios responsáveis pela composição das 

cadeias globínicas (31). Com elevada prevalência, estima-se que 7% da população 

mundial seja acometida por hemoglobinopatias; dessas, 40% são portadoras do alelo da 

HbS (5,31). 

As hemoglobinopatias podem ser classificadas em dois grandes grupos. As 

hemoglobinopatias que alteram a estrutura da hemoglobina resultam da troca 

aminoácidos e são conhecidas como variantes estruturais da Hb. O outro grupo é 

caracterizado pela diminuição ou ausência da síntese de uma ou mais cadeias de globina 

e são denominadas talassemias(4,32–34). 

Como já referido anteriormente, a doença falciforme é causada pela variante βS em 

estado homozigoótico (anemia falciforme) ou em dupla heterozigose com outras 

mutações, como as de β-tal. . 

As mutações que podem acometer o alelo talassêmico, resultam o desequilíbrio na 

produção das cadeias da hemoglobina. As talassemias são classificadas conforme o tipo 

de cadeia, cuja a síntese foi prejudicada por mutações. Essas mutações podem ser de base 

única, deleções ou inserções, e são distribuídas ao longo dos clusters alfa ou beta. Assim 

como a doença falciforme, apresenta ampla variedade de manifestações clínicas (31,36). 

 

2.2 Doença Falciforme 

A doença falciforme é considerada o transtorno hereditário mais comum em 

todo mundo. A variante do alelo da HbS é caracterizado como autossômico recessivo e a 

doença é causada, primariamente, pela substituição de único nucleotídeo no gene da globina 

beta. (35,37,38). 

 

A mutação missense no sexto códon do gene da globina beta (HBB) leva à troca do sexto 

aminoácido da cadeia polipeptídica, ácido glutâmico por valina (beta 6 (A3) Glu>Val) 

(globin.bx.psu.edu). Assim, em vez de uma Hb normal (Hb A), é transcrita a Hb S (39,40). 
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A substituição do ácido glutâmico (hidrofílico) pela valina (hidrofóbica) faz com que a HbS 

estabeleça interações hidrofóbicas com outras deoxi-HbS na cadeia β-globina (41). A HbS 

desoxigenada polimeriza e formam longos filamentos, que alteram a morfologia das 

hemácias. (26,42,43). Com o acúmulo de Ca + , perda de H2O e perda de K+ , a hemácia 

desidrata, sofre oxidação e lesões na membrana que desencadeiam processos de hemólise 

ou de vaso oclusão (6, 30,44) (Figura 3). 

Os indivíduos podem ser acometidos por apenas uma ou mais variantes e o quadro clínico 

depende tanto da interação entre elas , quanto de moduladores genéticos ( haplótipos da βS, 

concentração de HbF e a co-herança de α-tal) e fatores ambientais. Os fatores ambientais 

também exercem importante papel na gravidade clínica. Entre eles, estão a condição 

socioeconômica , acesso à assistência médica dos portadores da doença como, por exemplo, 

triagem neonatal, imunizações, profilaxia antibiótica, hidratação, terapias de intensificação 

(hidroxiureia, regime de transfusões crônicas e transplante de medula óssea) (30,47). 

Segundo dados do Nupad, a incidência de doença falciforme em Minas Gerais é de 1:1.400 

recém-nascidos. Os genótipos da doença falciforme mais comuns em nosso meio são: Hb 

SS, Hb SC, Hb Sβ-talassemia (Hb Sβ-tal) e HbSDPunjab(14,48,49). A detecção das diversas 

formas da doença falciforme requer diagnóstico laboratorial preciso. 

 

 

Figura 3 - Representação esquemática do processo de polimerização da HbS em baixa concentração de oxigênio; 

modificado de KATO, 2018 (35). 
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2.3 Fisiopatologia e manifestações clínicas da doença falciforme 

A doença falciforme tem características multisistêmicas que comprometem a 

qualidade e a expectativa de vida dos pacientes acometidos. O espectro clínico da doença é 

muito variável, podendo ir de manifestações leves a formas graves, muitas vezes letais. 

 

O evento primário da doença é a polimerização da hemoglobina S em estado de hipóxia. 

Esse processo desencadeia a formação de longos polímeros insolúveis no interior da 

hemácia, aumentando a viscosidade do sangue pela deformabilidade diminuída dos 

eritócitos e enrijecimento da membrana celular (15,47). 

A polimerização da HbS depende de muitos fatores, incluindo a concentração de HbS, 

pressão parcial de oxigênio, pH, desitratação celular, aumento da concentração de 

hemoglobina corpusclar média (CHCM) (35-47). A gravidade das manifestações clínicas é 

proporcional às concentrações de HbS intracelular e inversamente proporcional a 

concentração de HbF (50). 

Outro fator importante é a desregulação da homeostase de alguns cátions, ocasionando 

desidratação celular (41,47). Quanto maior a perda de água intracelular, maiores serão os 

valores da concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM) (47). 

A formação do polímero de HbS diminui a vida útil dos eritrócitos, degradação oxidativa e 

geração de radicais livres. Uma das consequências das alterações intracelulares é a 

diminuição da sobrevida das hemácias, ou seja, anemia hemolitíca (47,51). 

Outro evento característico da doença é o aumento da adesão das hemácias ao endotélio 

vascular (52,53). O endotélio está envolvido com processos de hemeostasia. Quando as 

hemácias aderem ao endotélio, a exposição ao fator tecidual promove a ativação de cascata 

de processos inflamatórios (53). Como consequência desses fenômenos, há vacoconstrição, 

hipercoagulabilidade e diminuição do fluxo sanguíneo (35,47,51). 

Tanto a vaso-oclusão como a hemólise têm papel fundamental na gênese das manifestações 

clínicas da doença falciforme (54). A figura 4 ilustra esquematicamente as relações entre a 

fisiopatologia da doença falciforme e diversas manifestações clínicas. 
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  Septicemia  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Representação esquemática entre fenômenos fisiopatológicos e manifestações clínicas nas doenças 

falciformes; adaptada de KATO, 2018 (35). 

 

Os primeiros sintomas clínicos surgem entre seis e oito meses de vida quando as cadeias γ, 

constituinte não-alfa da HbF, é quase completamente substituída pela cadeia β contendo a HbS 

(45). As primeiras manifestações no lactente são a síndrome mão-pé (dor e edema por necrose 

dos pequenos ossos das mãos e pés), o sequestro esplênico agudo e as infecções (35,55). 

 

A evolução da doença pode comprometer ou provocar falência de múltiplos órgãos. A 

insuficiência renal, síndrome torácica aguda, insuficiência cardíaca, esplenomegalia, acidente 

vascular cerebral (AVC), crise de dor e úlcera de perna são algumas das manifestações clínicas 

observads na doença, decorrentes da hemólise crônica e da vasocolusão.(45,47,56). 

A crise de vaso-oclusão (CVO) é o sintoma mais comum na doença falciforme e é causada 

principalmente pelo dano tissular isquêmico em resposta à obstrução do fluxo sanguíneo pelos 

eritrócitos falcizados, acompanhada de inflamação local (6,37,45). As crises álgicas podem ser 

agravadas por eventos relacionados a febre, desidratação, infecções e hipóxia. Embora, a 

primeira manifestação de dor entre as crianças seja a dactilite, outras regiões do corpo podem 

ser afetadas, como os ossos longos e o abdômen (6,47). 
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A síndrome torácica aguda (STA) é uma das principais causas de hospitalização e óbito entre 

crianças e adultos (35). Ela é consequente à lesão multifatorial pulmonar e envolve processos 

de vaso-oclusão, embolia de medula óssea e infecções (35,47). Em decorrência desses 

processos, o portador da doença falciforme pode apresentar manifestações clínicas como 

cianose, dor torácica, hipoxemia e dispneia (47). 

O AVC é uma das complicações mais graves da doença falciforme e é causa comum de 

morbidade e mortalidade. Ele ocorre por meio do estreitamento e redução do lúmen da artéria e 

pela agregação dos eritrócitos falciformes (57,58). O risco de AVC tem prevalência diversa 

entre os genótipos da doença falciforme, com menor incidência em Sβ- Tal (58,59). A maior 

incidência de AVC nos indivíduos com Sβ-Tal ocorre nos pacientes com Sβ0-Tal. A indicação 

do exame de Doppler transcraniano (DTC) para esse subtipo de doença falciforme contribui 

para o diagnóstico precoce do risco de AVC. Segundo dados do Ministério da Saúde, a triagem 

precoce do risco de AVC em crianças com doença falciforme, juntamente com o tratamento de 

transfusão, consegue modificar o prognóstico e qualidade de vidas desses pacientes (60). 

 

A crise de sequestro esplênico agudo (SEA) tem como componentes anemia grave, pelo 

aprisionamento de sangue no baço, e o redução da contagem de reticulócitos (47,61,62). É 

mais frequente em crianças entre 6 meses e 5 anos de idade, sendo a segunda causa de óbito 

entre elas, principalmente pelo risco de choque hipovolêmico (10,62). A esplenomegalia em 

crianças com HbSS tende a regredir após os seis primeiros meses de vida, mas em pacientes 

portadores de Sβ-tal pode ser persistente após esse período, levando a quadro de 

hiperesplenismo crônico (63,64). 

 

2.4 S/beta-talassemia 

 

Conforme já assinalado, o gene βS teve origem nos continentes africano e asiático. No Brasil, o 

principal canal de introdução do gene da HbS foi o comércio de escravos durante o período 

colonial (6). Já os alelos da β-Tal foram introduzidos no Brasil por meio das imigrações 

europeias e asiáticas, bem como pelos escravos africanos. 

A Sβ-Tal é caracterizada pela coexistência de um alelo βS e um alelo β-talassêmico (49,65). A 

coexistência dos dois alelos leva a uma variedade de fenótipos clínicos e hematológicos (49). 

O fenótipo clínico depende principalmente do tipo de alelo beta talassêmico herdado (66–68). 

Quando a mutação existente no alelo β-talassêmico determina a completa inativação do HBB, 
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a doença falciforme resultante é conhecida como Sβ0- Talassemia (Sβ0-Tal) e a gravidade 

clínica tende a ser semelhante à da anemia falciforme (67,69). Por outro lado, quando a 

mutação do alelo β-talassêmico leva à diminuição da transcrição do HBB, a doença falciforme 

resultante é conhecida como Sβ+-Talassemia (Sβ+- Tal), caracterizada por amplo espectro de 

gravidade clínica, dependente do nível de produção da HbA (66,67,70–72). Semelhante ao que 

ocorre na anemia falciforme, a fisiopatologia de HbS-βtal está ligada também a polimerização 

da HbS e a outros fatores moduladores como a concentração de Hb S e os níveis de HbF (73). 

Na Sβ+-Tal, a concentração de HbA interfere na concentração de HbS, no processo de 

polimerização da HbS e, como consequência, pode reduzir o dano celular e a ocorrência de 

manifestações clínicas (73). 

Geralmente, pacientes com Sβ-Tal apresentam níveis mais baixos de VCM, HCM , CHCM e 

a contagem de células falciformes irreversíveis inferior à da anemia falciforme (72–74). Em 

estudo realizado na população grega, foi observado que os indivíduos com Sβ-Tal apresentaram 

maior contagem de glóbulos vermelhos em comparação aos portadores de anemia falciforme. 

O grupo com Sβ0-Tal apresentou contagem de reticulócitos mais elevada e níveis superiores de 

HbF (72). Em razão disso, crianças portadoras de Sβ-Tal possuem quadros clínicos que variam 

de fenótipos assintomáticos a quadros mais grave, necessitando, inclusive, de 

hemotransfusões frequentes (75). Em pacientes com Sβ-Tal, os níveis de HbF podem ser mais 

elevados em relação aos de pacientes com HbSS (70). A HbF estaria associada aos aspectos 

clínicos mais brandos; quanto maior o nível de HbF, menores seriam os sintomas, em 

concordância com outros genótipos da doença falciforme (64,70). 

Todos esses estudos, entretanto, pecam por não conterem de forma parcial, os diversos 

genótipos da talassemia beta envolvidos. 

Na triagem neonatal, o perfil das HbS de recém-nascidos com Sβ-Tal pode ser de dois tipos: 

FS ou FSA. O primeiro perfil, associado ao genótipo Sβ0-Tal e a forma mais graves de Sβ+-Tal 

com baixa produção de HbA, é idêntico ao dos recém-nascidos com anemia falciforme. A 

distinção entre HbSS e Hb Sβ0-Tal no período neonatal requer a utilização de testes 

moleculares (76). 

A observação de níveis elevados de HbA2, microcitose e hipocromia podem também contribuir 

para o diagnóstico diferencial entre os genótipos HbSS e Sβ-Tal (73,77). A co-herança de 

talassemia alfa torna essa distinção mais difícil. Além dos testes laboratoriais, estudo familiar 
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pode ajudar no diagnóstico diferencial entre Hb SS e Sβ-Tal (45,78,79). A tabela 1, adaptada 

de (59) mostra as principais características laboratoriais da Sβ-Tal. 

 

Tabela 1 – Características laboratoriais da Sβ-Tal 

 

 HbSβ0-Tal HbSβ+-Tal 

HbA ausente 1,0 - 45,0% 

HbS (%) 50-85 55-75 

Hb Total (g/dL) 8,0 (7,0-10,0) 11,0(8,0-13,0) 

HbA2 (%) 4,0-6,0 3,0-8,0 

HbF (%) 2.0-30.0 1.0-20-0 

Reticulócitos (%) 8 (3-18) 3(1.5-6) 

VCM (fL) 69 76 

Hemólise presente presente 

Crise vaso oclusiva presente presente 

Morfologia Acentuada hipocromia, 

microcitose 

e hemácias falcizadas 

Discreta hipocromia, 

microcitose 

e hemácias falcizadas 
 

Adaptada de BRASIL, 2012 (59) 

 

A HbSβ+-Tal associada a baixos níveis de HbA parece comportar-se clinicamente como 

HbSβ0-Tal e HbSS (73), embora existam poucos estudos comparativos. Algumas 

mutações descritas na posição IVS-1-5 também produzem um fenótipo grave de HbSβ+-Tal 

(71). Essa região faz parte da sequência de consenso doadora do éxon 1 e, quando mutada, 

diminui a eficiência de processamento do mRNA (71,73). Já a mutação IVS-I-110 G>A ativa 

um sítio aceptor alternativo de 19 pares de base, antes do aceptor normal AG do IVS-I, criando 

splicing alternativo. Nessa mutação, cerca de 10 % do mRNA permanece funcional (71,80). 

O portador de Sβ-Tal pode ser mais propenso a alguns tipos de manifestações clínicas em 

relação as outras formas de doença falciforme. Os efeitos da talassemia nos eritrócitos 
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falciformes, como a microcitose e a hipocromia, reduzem os efeitos da hemólise em 

comparação com a Hb SS, com taxas de morbidade e mortalidade mais reduzidas (10,54). 

Entretanto, as complicações associadas à viscosidade do sangue podem ser mais prevalentes e 

predispor a eventos de vaso oclusão (73,81). 

A crise do sequestro esplênico agudo é uma das principais causas da morbidade e mortalidade 

em crianças com Sβ-Tal (82).O grau de comprometimento da função esplênica parece ser mais 

proeminente em pacientes com Sβ+-Tal quando comparados com os Sβ0-Tal (82,83), mas, 

novamente, os genótipos envolvidos não estão claramente explicitados nessas publicações. 

A esplenomegalia pode ser mais comum em indivíduos com Hb Sβ0-Tal do que nos HbSS, e 

pode persistir até a idade adulta (70,73). A síndrome torácica aguda acomete mais individuos 

com o genótipo Sβ0-Tal (73,83). 

Alguns autores, calssificam a Sβ+-Tal de acordo com a quantidade de HbA produzida: tipo I 

entre 1 e 7% de HbA; tipo II entre 7 e 14%; e tipo III entre 14 a 25% (67). Recentemente foi 

observado um novo tipo Sβ+-Tal caracterizado pelo nível de HbA de 25 a 45% e um fenótipo 

mais leve (tipo IV) (84). Conforme já assinalado, os níveis de produção de Hb A estão 

associados com o tipo e a localização das mutações do alelo da beta talassemia. Genótipos como 

o IVS-I-110 e IVS-I-6 produzem concentrações de HbA entre 8,0 a 15% e 20 a 25%, 

respectivamente (71,72). 

A tabela 2 resume os principais estudos disponíveis na literatura atual sobre a Sβ- Tal. A 

maioria dos estudos não avaliou todos os parâmetros que caracterizam a doença em conjunto, 

tais como fatores genéticos, hematológicos e clínicos, como o presente estudo.
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    Tabela 2- Síntese dos principais estudos sobre Sβ-Tal. 

Referência Local da 
casuística 

Número amostral Alfa talassemia Haplótipos 
β/S / β/tal 

Mutações 
β/tal 

Síntese dos principais achados clínicos e 
hematológicos do estudo 

Serjeant 

(1973) (70) 

Jamaica 56 Sβ-tal          
Os eventos clínicos mais graves como cardiomegalia, 
hepatomegalia, úlceras de perna e crises de dor em Sβ°-Tal. Os 
portadores Sβ+-Tal apresentaram maior frequência de 
esplenomegalia do que os 
Sβ°-Tal. 

Steinberg 

(1976) (85) 

Estados 
Unidos 

13 Sβ-tal 

5 HbSS 

       
Os dois genótipos apresentaram frequência de 
esplenomegalia e contagem de reticulócitos semelhantes. Os 
níveis de HbA foram, em média, de 20-30% 

Serjeant 

(1979) (69) 

Jamaica 41 Sβ°-Tal 

123 HbSS 

         
Níveis similares de HbS em ambos os 
genótipos avaliados. Indivíduos Sβ°-Tal 
apresentaram aumento dos valores da 
HbA2 e valores menores de VCM, HCM. Maior persistência de 
esplenomegalia 
foi observada em pacientes Sβ°-Tal.      

Zago 

(1980) (12) 

Brasil 14 Sβ-tal 

26 HbSS 

         Comparação dos dois grupos revelou a maior ocorrência de 
esplenomegalia nos indivíduos Sβ°-Tal. 

Bienzle 

(1983) (74) 

Libéria 20 Sβ-tal          Curso clínico mais brando, com baixa frequência de 
esplenomegalia e hepatomegalia. Contagens de reticulócitos 
foram apenas ligeiramente aumentadas. Média de HbA de 25% 

Atweh e Estados 1 (relato de caso) -α/αα    -29 (A>G) 
Embora a mutação -29 (A>G) TATA box 
seja descrita com aspectos clínicos leves, no estudo foi observado 
que o paciente 
tinha manifestações   clínicas   graves, 
possivelmente devido ao aumento de viscosidade pela co-herança 
de alfa 
talassemia. 

Forget 
(1987) 
(81) 

Unidos     

Kulozik 

(1991) 

Índia 17 Sβ-tal (14 
famílias) 

131 HbSS 

-α4.2/-α4.2 n=2 

-α3.7/-α3.7, n=2 

βS Asiático 

β/Tal I (15 

IVS1-5 
G>C 
(todos) 

O genótipo Sβ+-Tal foi caracterizado por maiores níveis de HbA2, 
menor VCM e HCM em comparação a HbSS. A expressão clínica 
foi semelhante à   Hb SS. Frequência de alfa talassemia: 47% em 
Sbeta tal e 32 % em HbSS. 

(64)   -α3.7/-α4.2, n=2 

-α3.7/αα, n=3 
-α4.2/αα, n=1 

casos)  

   αα/αα, n=7   

Christaki 
(1991) 

Grécia 49 Sβ-Tal (28 Sβ0-
Tal 
e 21 Sβ+-Tal); 

      CD39 
(n=15) 
IVS-I-1 
(n=4) 

Níveis mais baixos de VCM e HCM nos pacientes com Sbetathal 
em relação a SS. Prevalência de variáveis clínicas muito 
semelhantes entre SS, Sβ0 e Sβ+-Tal. Número de Sβ+-Tal leve 
(IVS-I-6) muito pequeno para cálculos estatísticos. 

(72)  30 HbSS.   Frameshift 

códon 
(n=4) 

IVS-II-
745 (n=4) 

     IVS-1-
110 
(n=13) 
IVS-1-
6 (n=3) 

Barrios 

(1991) (86) 

 12 Sβ+-Tal          Observado baixa incidência de episódios vaso-oclusivos e não 
houve perda da função esplênica. 

Bashir 

(1992) (87) 

Jordânia 20 Sβ0-Tal e 30 
Sβ+- 

         Pacientes com HbA maior que 30% apresentaram um curso 
clínico mais brando, menos   episódios   de   dor   e necessidade 
de transfusão diminuída 



                                                                                                                      

                                                                                                                                                           36 

 

Tal 

Divoky Sicilia Um paciente   -92 C>T Quadro clínico leve 

(1993) (88)       

Boletini 

(1994) (89) 

Albânia 8 Sβ-tal, 

15 HbSS e 29 
talassemia 

   Benin IVS-1-110 
G>A n=7 

1 não 
determina
do 

Caracterizadas as principais mutações que causam beta 
talassemia na região estudada. Média de HbA nos casos Sbeta foi 
8.7%. Não há descrição clínica. 

 

Altay 
(1997) 

(90) 

Turquia 19 Sβ+-Tal 

12 Sβ0-Tal 

      IVS1-110 (?) n=14 
IVS-I-1 (?) n=6 

IVS-II-1 (?) n=3 

IVS-II-745 n=5 

CD8/9 fs (?) n=1 
CD39 (?) n=1 
CD 44 (?) n=1 

Embora os valores de HbF fossem 

maiores na Sβ0-Tal, de modo geral não 

foram observadas diferenças 

estatisticamente significante nos valores 

hematológicos entre Sβ+-Tal e Sβ0-Tal. 

Não havia Sβ+ leve 

Donaldson 

(2000) 

(91) 

Jamaica 132 Sβ+-tal       −29 (A>G) n=51 
−88 (C> T) n=19 PolyA 

(T>C) n=15 

IVS1-5 (G>C) n=9 

Mais 6 mutações com 

apenas um paciente, 

cada 

A mutação IVS-I‐5 (G>C) teve um 

fenótipo hematológico mais grave e 

baixos níveis de HbA (5-7%) do que as 

outras três mais comuns. Maiores níveis 

de HbF foram observados em pacientes 

com mutações na região promotora de 

HBB. 

Loukopoulos 

(2000) 

(92) 

Grécia 55 Sβ-tal 
14 HbSS 

      CD 39 C>T, n=25 

IVSI-1, n=5 

IVS II-1, n=3 

IVS1-110 G>A, n=18 

IVS-II-745, n=2 

Frameshift éxon 2, n=2 

Houve redução muito significativa da 

incidência de manifestações clínicas 

(escore de gravidade). Relato de 3 

pacientes que desenvolveram úlceras de 

pernas. 

Schmugge 

(2008) 

(93) 

Congo 2 irmãos Sβ-tal -α3.7/αα; -α3.7/- 

α3.7 

Benin CD30 AGG>CGG 
(Arg>Arg). Mutação na 

região de splicing 

IVS-I (-2) A>C 

O probando com a interação de alfa 

talassemia –α3.7 /–α3.7 apresentou Hb A 

mais elevada e menos eventos de crise 

vaso-oclusiva. 

Mukherjee 
(2010) 

(65) 

Índia 21 Sβ-tal 47,4% αα/ αα 

31,6% -α/αα 
21,0% -α/- α 

Árabe- 
indiano 

IVS-1-5 (G>C), n=10 
CD 15 (G>A), n=6 

Nos casos graves, as apresentações 

clínicas foram caracterizadas por crises 

vaso oclusivas no abdômen, ossos e 

tórax, com regulares transfusões. A 

hepatoesplenomegalia foi observada em 

ambos os fenótipos, com 87,5 % nos 

casos mais graves e 53,8% nos casos 

mais leves . 
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Serjeant 
(2011) 

(67) 

Jamaica 261 Sβ-tal       IVS-II-849 A>G, n=31 
Frameshit CD6, n=10 

IVS-II-1 G>A, n=7 

CD 30 G>C, n=10 CD 

39 C>T, n=4 

Outros frameshift, n=8 

IVS-I-5 G>C, n=26 

–29 (A>G), n=99 

–88 (C>T); n=36 

PolyA (T>C), n=23 

IVS-II-654 C>T, n=2 

IVS-I-6 T>C, n=2 

CD 24 T>A, n=2 

Os níveis de Hb A2 foram menores em 
pacientes com a mutação IVS-II-1 (G> 
A). O aumento dos níveis de Hb A em 
indivíduos Hb Sβ+-tal foi associado à 
menores níveis de Hb A2 e Hb total. Os 
níveis de Hb F, VCM e HCM foram mais 
altos em indivíduos com a mutação -88 
C> T e menores na mutação PolyA (T> 
C). A IVS-I-5 causadora de Sβ+-Tal tipo 
I comportou-se como uma síndrome 
grave semelhante à Sβ°-Tal. A 
esplenomegalia <5 anos foi mais 
frequente na mutação -29 (A>G). 

Rigano 

(2013) 

(57) 

Itália 34 Sβ°Tal 
67 Sβ+Tal 

         O AVC ocorreu durante o tratamento de 

HU em 37,5% dos pacientes (39/104); 

46,1% destes ocorreram em pacientes 

com Sβ°-Tal e 53,9% em Sβ+-Tal. A 

incidência de acidente vascular cerebral 

foi de 0,6 eventos por 100 pacientes ano. 

O infarto cerebral silencioso ocorreu em 

14,4% Sβ°-Tal e 16,3% em Sβ+-Tal. O 

uso da HU foi efetivo para redução de 

crises de dor (6 vezes menos) e 

hospitalizações (8 vezes menos) 

Amid 
(2015) 

(94) 

Canadá 1 (relato de caso) Sβ-tal -α3.7/αα    Deleção na região 
βLCR (4860 pb) 

Relato de caso de um probando que na 

triagem neonatal apresentou perfil de 

traço falciforme. Aos cinco anos de idade 

apresentou sequestro esplênico. 

Posteriormente com resultado de HPLC 

Hb A 19,4%, Hb S 72,7% e Hb A2 2,6%) 

e   através   de   testes   moleculares   foi 

confirmado como Sβ+-Tal. 

Belisário 
(2015) 

(79) 

Brasil 4 Sβ+-tal       −92 (C>T), n=2 
IVS-II-844/ 

IVS-II-839(T>C), n=2 

Fenótipos clínicos leves e assintomáticos. 

Proposta de nova classificação de acordo 

com o nível de 

HbA observada (25 a 45%). 

Yadav 

(2016) 

(95) 

 92 Sβ-tal e 
404 HbSS 

     Prevalência de esplenomegalia 82,6 % 

para Sβ-Tal e 68,8% em HbSS. A 

distinção entre os dois grupos feita 

apenas com estudo familiar 

Índia        
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Gasparini 
(2016) 

(96) 

Argentina 1 (relato de caso) 
 

 

 

 

 IVS-I-110 (G > A) Observou-se anemia moderada, 
hipocromia, micrositose, crise de dor 

lombar e torácica. 
   

 

 

Vincent 
(2016) 

(66) 

Nigéria 100 Sβ-tal    
 

 

 

 

Prevalência da Sβ-tal na Nigéria foi de 
0,6%. Dos 100 participantes do estudo, 

6 identificados anteriormente como 
HbSS, foram reavaliados como Sβ-Tal. 

Benites 

(2016) 

(97) 

Brasil 31 Sβ-tal0 e 15 Sβ-tal+       IVSI-110 G>A, n=4 

CD39 C>T, n=10 

IVS-I-6 T>C, n=2 

(apenas 16/46 foram 

determinados) 

Pacientes Sβ°-Tal apresentaram maior 

grau de comprometimento hematológico 

quando comparados com os pacientes 

com Sβ+-Tal. Os pacientes com Sβ+-Tal 

nesta coorte foram 4,9 vezes mais 

propensos à ocorrência de síndrome 

torácica aguda do que os pacientes com 

Sβ°-Tal. O principal problema do estudo 

é o número muito baixo de genotipagem 
das mutações de Beta talassemia. 

Adekile 

(2017) 

(68) 

Kuwaiti 25 Sβ0-tal 

7 Sβ-tal+. 

70 HbSS 

-α/- α ou 
-α/αα 

52,3% em Sβ-tal e 

25,8% em  HbSS 

   CD 39 C>T, n=8 

IVS-I-1 G>A, n=6 

IVS-II-1 G>A, n=3 

IVS-I-5 G>C, n=2 

CD 8/9 ins G, n=2 

Outros Sβ0, n=4 (4x1) 

IVS-I-110 G>A, n=5 

-28 (A>C), n=1 

IVS-I-6 T>C, n=1 

Episódios mais intensos de dor foram 

mais frequente em pacientes Sβ-tal em 

comparação com os HbSS. Não houve 

diferenças nas frequências de síndrome 

torácica aguda, cálculos biliares e 

transfusão de sangue entre HbSS e Sβ- 

tal, mas os pacientes com genótipo de 

Sβ+-Tal não receberam transfusão. Não 

houve diferença na ocorrência de dor ou 

uso de HU entre os pacientes Sβ°-Tal e 

Sβ+-Tal . Não foi observado associação 

significativa de alfa talassemia na 

gravidade de dor. Notar “n” pequeno de 

Sβ+-tal, a maioria IVS-1-110. 

Di Maggio 
(2018) 

(98) 

Itália 54 Sβ°-Tal, 
56 Sβ+-Tal 

25 HbSS 

         Resposta similar ao uso de HU em 

pacientes com genótipos de HbSS, Sβ+- 

Tal e Sβ°-Tal 

Dash 
(2018) 

(99) 

Índia 60 Sβ-Tal 75% αα/αα 

21,6 % αα/-α3.7 
1,6% -α3.7/-α3.7 

1,6% αα/-α4.2 

βS-Árabe 
indiano 

 

β-Tal 42% 

tipo I 

36% tipo II 

8% tipo III 

IVS-I-5 G>C, n=60 Os indivíduos com αα/-α3.7 tiveram 
aumento significativo de HbA2, HbF e 
baixos níveis de HbS. A associação entre 
a mutação IVS-I-5 (G>C) e o haplótipo 
árabe indiano também demostrou 
aumento significativo de HbF. As 
manifestações clínicas mais graves foram 
observadas no haplótipo β-Tal tipo 

III, como esplenomegalia e anemia 
dependente de transfusão. 
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Assim como em outros subtipos de doença falciforme, o tratamento com a hidroxiureia 

também é utilizado em pacientes Sβ-Tal que possuam os critérios de indicação para seu uso. 

O mecanismo de ação da hidroxiureia consiste no aumento seletivo na produção da HbF e 

redução concomitante da HbS intracelular e sua polimerização (92,98,100). Essas mudanças 

celulares facilitam a microcirculação, diminuem a hemólise e aumentam a concentração de 

Hb total (92). Além disso, observa-se redução dos níveis de leucócitos, plaquetas, 

reticulócitos e moléculas de adesão do endotélio, bem como aumento na produção de óxido 

nítrico (60,92). O tratamento com a hidroxiureia também modula as manifestações clínicas, 

reduzindo as crises de vaso-oclusão e de síndrome torácica aguda, contribuindo para 

sobrevida mais prolongada dos pacientes (98,101). A hidroxiureia pode, também, prevenir 

manifestações neurológicas, crises de sequestro esplênico e reduzir a necessidade de 

hemotransfusão (60). 

Em alguns casos, recomenda-se o uso de transfusão sanguínea. Para sua prescrição, é 

necessário seguir algumas diretrizes de indicação e de contra-indicação. Essa intervenção é 

indicada, principalmente, para os pacientes que apresentam crise aplástica, crise hiper-

hemolítica, complicações anêmicas graves, nas crises de sequestro esplênico, priapismo, AVC, 

síndrome torácica aguda e em procedimentos pré-operatórios (60,102). 

 

2.5 Mutações do alelo β-Talassêmico 

Mais de 300 diferentes tipos de mutações de β-Tal já foram descritas em todo o mundo 

(71,103). Essas mutações estão distribuídas ao longo do cluster do gene da beta globina, 

compreendendo a região promotora, TATA Box, três éxons, dois íntros e a região de 

sinalização de poliadelinação, como esquematizado na figura 5. O fenótipo associado depende 

da localização e da natureza da mutação genética (71). 
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Figura 5 - Ilustração das regiões 5’UTR e 3’UTR gene da beta globina, mostrando as regiões sequenciadas para 

identificação das mutações da talassemia beta heterozigótica associada à Hb S. A linha horizontal representa as 

categorias das mutações e as linhas verticais representam os locais das mutações. Adaptado de THEIN, 2013 (71) 

 

Genericamente, as mutações de β-Tal podem afetar a transcrição da cadeia beta, o 

processamento do RNA mensageiro (mRNA) ou a tradução do RNA. A maioria das 

mutações são de apenas um nucleotídeo no gene HBB ou próximas a regiões flanqueadoras 

do gene. Mais raramente, estão presentes pequenas deleções ou inserções (71). A tabela 3 

resume as principais categorias das mutações descritas para β-Tal. 

As mutações que afetam a transcrição estão na região promotora e geralmente causam pequena 

deficiência na síntese da globina beta e, portanto, um fenótipo mais leve (71,104). A maioria 

dessas mutações está localizada na região de TATA box ou nas posições -90 a -105 das 

sequências CACACCC (73,77). 

As mutações que afetam o processamento do RNA estão relacionadas com a substituição de 

bases nas regiões intrônicas, exônicas ou de poliadenilação e interferem no processamento do 

RNA (splicing e poliadenilação), ocasionando fenótipos variáveis de β0- Tal ou β+-Tal (71,80). 

As mutações nas sequências de consenso e de junção de splicing podem produzir fenótipos leves 

ou graves, em decorrência da redução da eficiência do splicing (71,105,106). As mutações que 

afetam os dinucleotídeos GT ou AG na região exón-íntron alteram a junção de “emendas” 
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normais e abolem o splicing, de forma que o mRNA é degradado e o fenótipo resultante é β0-

Tal (71,107). 

Tabela 3 - Tipos de mutações e mecanismos que influenciam a produção da hemoglobina 

 

I. Mutações transcricionais 

II. Mutações processamento de 

RNA 

 

III. Mutações de tradução RNA 

Elementos reguladores da região promotora Junções de splicing Códon de iniciação 
5'UTR Sequência consenso Códon de terminação 

 

Sítios críticos de splicing nos éxons 

Sítios críticos de splicing nos 
éxons 

 

Frameshift 

 Sítios críticos de splicing nos 

íntrons 

Mutações missense, resultando 

em hemoglobinas instáveis 

 
3'UTR 

 

 Clivagem de RNA - Sinal de 

                  poliadelinação 

 

Adaptado de THEIN, 2017 (80) 

 

A β0-Tal também pode ser causada por mutações que afetam de forma significativa o processo 

de tradução do códon de iniciação (ATG), ou por mutações nonsenseque geram stop códon 

prematuro, encurtando a molécula da beta globina, tornando-a não funcional (71). Exemplo 

típico dessa última situação é a mutação do códon 39, a mais frequente nas regiões sul e 

sudeste do Brasil (15,51–53). 

As mutações com mudança de leitura ou frameshift produzem sequências diferentes da 

codificação normal da proteína. Elas promovem a mudança de leitura para o mRNA e 

modificam o tamanho da cadeia da proteína traduzida, pois acabam resultando num código de 

parada (stop codon) a 3’ do(s) nucleotídeo(s) deletados/inseridos (71,80). 

 

A frequência mais elevada de Sβ-Tal nas regiões do Mediterrâneo e do Oriente Médio está de 

acordo com as regiões de maior prevalência dos alelos β-Tal (68). A distribuição e a 

frequência dos alelos Sβ-Tal variam de acordo o grupo étnico. Esses alelos foram levados para 

outras populações pelo fluxo gênico (67,68,80). 

 



                                                                                                                      

                                                                                                                                                           42 

 

Os alelos β-talassêmicos em cada região brasileira anteriormente estudada, apresentou 

características próprias quanto à frequência relativa, refletindo a composição das populações 

parentais e a intensidade de miscigenação (9,16,17,19–21,111). A tabela 4 resume as principais 

mutações de β-talassemia distribuídas por regiões do Brasil. Alguns desses estudos não 

realizaram o sequenciamento, utilizaram técnicas como hibridização, PCR-AE (PCR-alelo 

específica), PCR-ARMS (PCR- sistema de amplificação refratário à mutação) e PCR-RFLP. 

Além disso, alguns desses estudos apresentam número reduzido de pacientes avaliados. 
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Tabela 4 - Distribuição de mutações dos alelos beta talassêmicos em algumas regiões do Brasil 

 

Nordeste Norte 
 Sudeste 
 

Sul 
 

 

 

 

 

Genótipo 

 
 

Fortaleza 

15 alelos 

(112) 

 

Recife 

86 alelos 

(110) 

 

Bahia 

1 alelo 

(18) 

Rio 

Grande 

do Norte 

39 alelos 

(19) 

 

Amazonas 

35 alelos 

(113) 

 

São Paulo 

70 alelos 

(114) 

 

Franca 

25 alelos 

(106) 

 

Campinas 

40 alelos 

(115) 

Ribeirão 

Preto 

57 alelos 
(107) 

Rio de 

Janeiro 

38 alelos 
(111) 

Porto 

Alegre 

116 alelos 

(108) 

Mutação            

IVSI-(-1) G>C – – – – – – – 5,7% – – 0,86% 

 IVS-I-1(G>A) 14,3% 15,1% – 53,8% 10,8% 4,3% – – – 11,1% 12,9% 

 IVS-II-1 (G>A) – – – – 2,7% – – – – – – 

 IVS-I-5 (G>C) – 9,3% – – 2,7% – – – – – – 

β° Códon 15 – – – – – – – – – 2,8% 2,58% 

 Códon 30 – 1,1% – – – – – – – – – 

 Códon 39 21,4% 3,5%  2,6% 21,6% 54,3% 44,0% 64,3% 47,0% 13,9% 50,86% 
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 Códon 44 (-C ) – – 1,0% – – – – – – – – 

 IVS-I-5 (G>A) 27,0% 5,5% 1,72% 

 IVS-I-6 (T>C) 35,7% 62,8% – 53,8% 10,8% 18,6% 36,0% 7,1% 27,0% 33,3% 9,5% 

 IVS-I-110 (G>A) – 8,2% – 5,1% 2,7% 18,6% 16,0% 20,0% 15,0% 16,7% 18,1% 

 IVS-II-745 
(C>G) 

– – – – – – – – – 5,5% – 

β+ 
Códon 24 – – – – – – – – – 2,8% – 

 –88 C>T – – – – 16,8% – – – – 2,8% – 

 −29 A>G – – – – – – – – – 5,5% 0,86% 

 +20 C>T – – – – – – – – – 5,5% 1,72% 

 

 

β°/β+ 

    

IVS-II-2 (T>A). – – – – 2,7% – – – –  – 

Códons 77/78 (- 

C) 

– – – – 2,7% – – – –  – 
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2.6 Origem e distribuição geográfica dos haplótipos βS e β-Tal 

 

2.7.1  Haplótipos βS 

De acordo com a principal hipótese vigente, o alelo βS teria surgido 

independentemente em cinco momentos diferentes na história, com origem multicêntrica 

(115). Sua expansão e prevalência atual associam-se a maior ou menor prevalência da 

malária há cerca de 10 mil anos. Essa doença parasitária, por sua letalidade, causou pressão 

seletiva positiva entre os indivíduos com traço falciforme no continente africano e asiático, 

uma vez que as hemácias com Hb S parecem ser, realmente, mais resistentes ao parasitismo 

pelo Plasmodium.sp (39,116–118). 

 

Variações polimórficas de nucleotídeo único (SNP), não-randômicas, chamadas de 

haplótipos, associam-se à mutação do alelo βS. Elas encontram-se em desequilíbrio de 

ligação com a mutação βS no cluster do HBB e estão presente em um trecho de 63 kb de 

DNA (73,119). 

A determinação dos cincos padrões de haplótipos baseia-se, na origem do conhecimento 

sobre os mesmos, na identificação da presença (+) ou ausência (-) de sítios polimórficos 

sobre os quais agem enzimas de restrição. Essas enzimas fragmentam o DNA e são mais 

comumente detectadas por reações de PCR-RFLP (115,116,120). A figura 6 mostra a 

localização dos SNPs no agrupamento da beta globina e as regiões de reconhecimento das 

endonucleases por meio de clivagem do DNA, para a determinação dos haplótipos. Padrões 

divergentes dos cinco haplótipos clássicos são classificados como “atípicos”. 

Os haplótipos βS são nomeados de acordo com a região geográfica onde predominam: 

quatro têm origem africana (Senegal, Benin, CAR ou Bantu, e Camarões) e um, origem 

asiática (Árabe-indiano) (39,121,122), como demonstrado na figura 7. 
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Figura 6 -Representação dos cincos principais padrões de haplótipos βS com polimorfismos e fragmento de 
restrição; com modificações de SUTTON, 1989 (119) . O sítio XmnI está em forte desequilíbrio de ligação 
com o sítio HincII em ψβ e não necessita genotipagem distinta. O sítio Hinc II está localizado a 5’ do gene 
HBE. 

 

A dispersão desses haplótipos por outras populações foi ocasionada pelo fluxo gênico das 

migrações e tráfico de escravos. O estudo dos haplótipos fornece uma melhor compreensão 

clínica e de ancestralidade nos portadores da doença falciforme (123–125). 

Os haplótipos são considerados moduladores da gravidade da doença falciforme, pois 

alguns dos sítios polimórficos (por exemplo, XmnI na região promotora de HBG2, e HincII 

no gene pseudobeta, ψβ) parecem ser fatores reguladores da síntese de HbF (124,125). 

Geralmente, o haplótipo Asiático (positivo nas duas regiões mencionadas) é associado com 

taxas mais elevadas de HbF e um curso clínico benigno. Em contraste, o haplótipo Central 

African Republic (CAR) ou Bantu cursa com formas mais graves da doença (125,126). 
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Figura 7- Representação das regiões geográficas de acordo com a predominância dos haplótipos βS. Adaptado 

de SUART, 2004 (6). 

A distribuição dos haplótipos no Brasil varia em cada região, sendo os mais frequentes 

CAR e Benin. O haplótipo CAR é mais prevalente nas regiões africanas que hoje 

correspondem a Angola e Congo, de onde provieram, no período colonial, os escravos para 

o Rio de Janeiro e região central de Minas Gerais, principalmente nas cercanias de Ouro 

Preto, então Vila Rica (115,127,128). Já para a Bahia e norte de Minas Gerais, onde 

predomina o haplótipo Benin, a origem dos escravos situa-se na região da África Ocidental, 

hoje Gana, Benin, Togo e países adjacentes (129,130).
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2.7.2 Haplótipos β-Tal 

Assim como os haplótipos de βS, os haplótipos de β-Tal também estão em desequilíbrio de 

ligação com as respectivas mutações β-Tal, estão associados com a origem da mutação e são 

importantes para estudos antropológicos (120,131). A distribuição desses haplótipos pode 

variar para cada grupo populacional. O estudo dos haplótipos da beta talassemia é 

importante para caracterizar a origem e disseminação do alelo beta talassêmico 

(120,132,133). 

Os haplótipos da beta talassemia são comumente determinados por nove padrões de 

clivagens diferentes ao longo do agrupamento da beta globina, identificados como 

algarismos romanos, de I a IX (Figura 8)(120,134). Cada sítio polimórfico é caracterizado 

pela presença (+) ou ausência (-) de clivagem por enzimas de restrição. Os haplótipos β- 

Tal mais frequentes são o I, II e V (120). Uma única mutação pode estar associada com 

mais de um tipo de haplótipo, como na mutação IVS-110(G>A), ligada aos haplótipos I, 

II, IV e V(120,133). Um único haplótipo pode está associado com mais de um tipo de 

mutação(120). A heterogeinidade da distribuição dos alelos beta talassêmicos seria 

explicada pelo processo de recombinação meiótica e de associação aleatória entre eles 

(120,135). 

Estudos anteriores demonstraram que, como esperado, existe associação entre os diversos 

haplótipos característicos de diversas populações com as mutações da beta talassemia que 

lá tiveram sua origem e se expandiram pela pressão seletiva da malária, semelhantemente 

ao que ocorreu com a expansão do alelo βS (120,131,132,134,136). No caso da beta 

talassemia, a diminuição da concentração da hemoglobina A nas hemácias de indivíduos 

com talassemia menor (forma hegerozigótica da talassemia) não é favorável aos parasitas 

da malária e esses indivíduos, no passado da humanidade, foram positivamente 

selecionados, conforme a lei de Darwin (137). 
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Figura 8-Representação dos haplótipos β-Tal com os diversos sítios polimórficos detectados por enzimas de 

restrição, bem como sua frequência relativa. Modificado de ORKIN, 1982(120).  

 

 

2.7 Interação com Alfa Talassemia 

A alfa talassemia é uma hemoglobinopatia caracterizada pela redução ou ausência da 

síntese da cadeia α, em decorrência de deleção, ou de outros processos menos comuns, de 

um ou mais genes HBA, no processo de crossing-over desigual na meiose (23,138,139). 

Na espécie humana, existem quatro genes alfa (dois HBA1 e dois HBA2). A gravidade do 

fenótipo na alfa talassemia reflete o número de genes da α globina afetados (138,140). 

 

Os genótipos são classificados de acordo com o número de genes funcionais HBA. Os 

genótipos podem apresentar as seguintes composições; αα/αα (normal), -α/αα (portador 

silencioso), -α/-α ou --/αα (traço alfa-talassêmico), -α/-- (doença da hemoglobina H), e --/-

- (hidropsia fetal) (141,142). A interação com a alfa talassemia pode modular o quadro 

clínico na doença falciforme e resultar em variedades do espectro clínico na doença. 

 

Os principais parâmetros hematológicos que podem ser afetados com as deleções de gene 

HBA são os valores de HCM, CHCM, VCM, reticulócitos e redução da HbA2 (143–145). 
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A alfa talassemia tem prevalência mais elevada no continente asiático e africano. De todas 

as desordens globinícas, é a que mais sofreu expansão geográfica e apresenta maior 

interação com outras variantes das hemoglobinopatias (1,145). 

 

Para indivíduos heterozigotos, a deleção da cadeia α globina produz excesso relativo de 

cadeia γ ou β. As cadeias β-globina em excesso formam tetrâmeros instáveis que se 

precipitam dentro da célula (146). A interação entre os alelos da alfa talassemia e da beta 

talassemia diminui o grau de desequilíbrio entre as cadeias (81,143). Com a redução da 

disponibilidade de cadeias de α-globina para incorporação nas moléculas, há uma 

propensão em diminuir a polimerização intra-eritrocitária da HbS, o que leva à redução da 

rigidez das hemácias e maior tempo de vida dessas células. (147–149). Os parâmetros 

clínicos e hematológicos são modificados. Contribui na redução do risco de complicações 

em decorrência da taxa hemolítica e os pacientes tendem a apresentar um fenótipo clínico 

mais brando (3,65,150). Entretanto pode aumentar a o risco de complicações associadas ao 

aumento da viscosidade (151).  

 

Alguns estudos que mensuraram a interação entre a Sβ-Tal e a alfa talassemia observaram 

a redução das células densas e falcêmicas, agindo como efeito protetor em algumas 

manifestações clínicas, como na crise torácica aguda e na redução do risco de acidente 

vascular cerebral (152–154). Entretanto, tem havido alguns resultados conflitantes na 

literatura. Outros estudos não demonstrarem associação significativa da coexistência da 

alfa talassemia com eventos fisiopatológicos e variáveis hematológicas, embora alguns 

deles tenham um número limitado de pacientes com Sβ-Tal (65,68,155). 

 

Ao contrário dos efeitos das deleções, a triplicação da α globina pode exacerbar o 

desequilíbrio entre as cadeias e desempenhar um papel importante na fisiopatologia da 

doença (139,156,157). A triplicação resulta em cadeias livres de globinas α que precipitam, 

formam corpos de inclusão e levam à destruição da membrana celular (139,158). O sistema 

retículo endotelial é responsável pela retirada dos corpos de inclusão pelos macrófagos, 

consequentemente a formação de micrócitos devido a lesões nos eritrócitos (158). Em um 

estudo na Índia, os pacientes com triplicação apresentaram fenótipo clínico mais grave, 

bem como menores níveis de Hb e persistência de esplenomegalia (159). 
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3 OBJETIVOS 

Estimar a incidência e descrever a história natural de crianças com Sβ-tal 

triadas pelo Núcleo de Ações e Pesquisa em Apoio Diagnóstico (NUPAD) da Faculdade 

de Medicina da UFMG, por meio do Programa de Triagem Neonatal de MG (PTN-MG) e 

acompanhadas no Hemocentro de Belo Horizonte (HBH) da Fundação Hemominas. 

 

3.1 Objetivos específicos 

• Identificar e determinar a frequência genotípica das alterações moleculares 

causadoras de β-Tal na casuística estudada (crianças Sβ+-Tal e Sβ0-Tal). 

• Identificar e determinar a frequência delecional de Alfa Talassemia e triplicação de 

genes HBA na casuística estudada. 

• Verificar se há associação da co-herança da alfa-talassemia com parâmetros 

hematológicos e clínicos. 

• Estimar a incidência dos fenótipos Sβ+-Tal e Sβ0-Tal no estado de Minas Gerais. 

• Determinar os haplótipos do agrupamento de genes da beta globina na casuística 

estudada. 

• Determinar o nível basal de parâmetros hematológicos (HbA, HbS, Hb total, HbF, 

HbA 2, reticulócitos, leucócitos, plaquetas, VCM e HC) na casuística estudada. 

• Determinar a frequência de manifestações clínicas (AVC, CVO, infecção, SEA, 

STA e transfusão) associadas à doença falciforme na casuística estudada. 

• Identificar o risco de acidente vascular cerebral pelo Doppler transcraniano. 

• Verificar se há associação de características genéticas (mutações causadoras de β- 

Tal e haplótipos do agrupamento de genes da beta globina) com parâmetros clínicos 

e hematológicos. 
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4 MÉTODOS 

4.1 Delineamento e local de estudo 

Tratou-se de um estudo do tipo coorte retrospectiva realizado com crianças com doença 

falciforme, subtipo Sβ-talassemia, triadas pelo PTN-MG e acompanhadas na Fundação 

Hemominas. 

 

4.1.1 Casuística 

Para o estudo de História Natural, a casuística constou de crianças nascidas entre janeiro 

de 1999 a dezembro de 2015, triadas pelo PTN-MG e acompanhadas no ambulatório do 

Hemocentro de Belo Horizonte (HBH) da Fundação Hemominas. Para estudo da incidência 

de Sβ0-Tal e Sβ+-Tal no estado de Minas Gerias, foram incluídas todas as crianças triadas 

pelo NUPAD no Estado entre janeiro de 2011 e dezembro de 2015 (5 anos) com perfil 

proteico sugestivo de Sβ-Tal [Isoelectricfocusing (IEF) e/ou HPLC, e PCR alelo-específica 

para o códon 7 de HBB, disponível para todas as crianças a partir de fevereiro/março de 

2010]. Parte da identificação das mutações do alelo beta talassêmico em crianças Sβ0-Tal 

e Sβ+-Tal foi realizada previamente em outro estudo (160). 

Todas as informações clínicas utilizadas foram retiradas dos prontuários médicos dos 

pacientes atendidos no ambulatório da Fundação Hemominas e os dados foram 

armazenados em um banco de dados no programa Access (Microsoft). O período do 

acompanhamento clínico da população de estudo situou-se entre 01/01/1999 (início do 

acompanhamento da coorte) e 01/01/2019 (término do acompanhamento da coorte), de 

modo que todas as crianças foram acompanhadas por, no mínimo, três anos. 
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4.1.2 Critérios de Inclusão 

• Crianças nascidas entre janeiro de 1999 e dezembro de 2015 triadas pelo PTN-MG com 

doença falciforme subtipo Sβ-Tal e acompanhadas no Hemocentro de Belo Horizonte 

da Fundação Hemominas. 

 

• Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelos responsáveis e o 

Termo de Assentimento quando necessário. 

 

• Para cálculo da incidência de Sβ0-Tal e Sβ+-Tal no estado de Minas Gerais, foram 

incluídas todas as crianças nascidas entre janeiro de 2011 e dezembro de 2015 triadas 

pelo NUPAD com doença falciforme subtipo Sβ-Tal, conforme definição anterior. 

 

4.1.3 Critérios de Exclusão 

 

• Crianças com perfil hemoglobínico compatível com outros subtipos de doença 

falciforme (SS, SC, SD e outros); 

 

• Crianças nas quais o resultado do sequenciamento foi compatível com outras 

hemoglobinas variantes, cuja mobilidade proteica assemelhava-se à da Hb A e cuja 

PCR alelo-específica também mostrava GAG e GTG no códon 7 de HBB. 

 

• Crianças que evoluíram para o óbito antes do início do estudo; 

 

• Crianças encaminhadas ao HBH que compareceram à primeira consulta e não deram 

seguimento ao acompanhamento clínico por qualquer razão; 

 

• Crianças que obtiveram alta do programa de acompanhamento clínico por qualquer 

razão; 

 

• Crianças transferidas para acompanhamento em outro hemocentro. 

 



 

                                                                                                                      

                                                                                                                                                           55 

 

• Crianças que não puderam ser encontradas durante a realização do estudo para serem 

esclarecidas e convidadas a participar. 

• Crianças e/ou responsáveis que não aceitaram participar do estudo. 

A figura 10 ilustra o fluxograma de pacientes, conforme os critérios de inclusão e 

exclusão abaixo explicitados. 

 

 

Figura 9 - Fluxograma de seleção amostral com base nos critérios de inclusão e exclusão 
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4.2 Aspectos éticos 

A execução do estudo foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação 

Hemominas (CEP Hemominas) (CAAE: 56282216.0.0000.5118) (anexo 1) e pelo Comitê 

de Ética da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP) (CAAE: 

56282216.0.3001.5149). 

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (anexo 2) e o Termo de 

Assentimento (TA) (anexo 3) foram apresentados aos responsáveis e aos participantes do 

estudo, quando aplicável. Para conceder a autorização para participação, o responsável legal 

e, quando necessário, as próprias crianças assinaram o termo, ficando sob sua guarda uma 

cópia e outra cópia sob a guarda dos pesquisadores. Para garantir o sigilo das informações, 

os dados dos prontuários foram acessados exclusivamente pelos pesquisadores com 

autorização prévia do CEP da Fundação Hemominas. 

 

4.3 Variáveis hematológicas 

As variáveis hematológicas analisadas foram: 

• Concentração total de hemoglobina (Hb, g/dL), 

• Volume corpuscular médio (VCM, fL), 

• Hemoglobina corpuscular média (HCM, pg), 

• Leucometria total (LEU, 109/L), 

• Plaquetometria (PLAQ, 109/L), 

• Concentração relativa de hemoglobina fetal (Hb F, %), 

• Contagem de reticulócitos (Retic, %). 

Os valores de Hb total, VCM, HCM, LEU e PLAQ foram obtidos utilizando-se o contador 

eletrônico de células (Coulter T890, Coulter, Hialeah, FL, EUA ou CELL-DYN Ruby, Abbott 

Laboratories, Santa Clara, CA, USA). A quantificação das frações de hemoglobinas foi feita 

por eletroforese de Hb em pH alcalino, em pequena proporção nos casos mais antigos ou, 

mais frequentemente, por cromatografia líquida de alta eficiência  (high performance liquid 

chromatography - HPLC), usando o kit Beta-thalassaemia Short Program no analisador Variant 

II (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Para a contagem de reticulócitos, usou-se o método de azul 
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de cresil brilhante na microscopia óptica ou os resultados proporcionados pelo contador 

eletrônico de células. Todas as informações contidas nos prontuários foram armazenadas no 

programa Microsoft Access®. 

Para determinação do nível basal de cada paciente, foi considerada a média de todos os valores 

de exames após os dois anos de idade, desprezando-se os valores após transfusões sanguíneas 

(90 dias). Os valores foram considerados até a data anterior do início do regime de transfusão 

crônica ou o início do tratamento com a HU. 

Os níveis basais de LEU, VCM, HCM, HbF, Retic e contagem de plaquetas, foram 

determinadas pelas médias dos valores de todos os exames válidos. 

 

4.4 Variáveis genéticas 

 

4.4.1 Extração e quantificação do DNA genômico 

As amostras foram colhidas e centrifugadas a 2.000 x g em centrífuga (Z323K, Hermle, 

Wehingen, Germany) durante 10 minutos para a separação do sangue total e obtenção do 

buffy-coat para a extração de DNA. A extração do DNA genômico foi realizada com o uso 

do kit comercial (QIAamp® DNA Blood Mini Kit, QIAGEN) de acordo com instruções 

do fabricante. Para leitura da concentração e do grau de pureza do DNA, a amostra foi 

colocada no espectrofotômetro (NanoVueplus, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK), 

calibrado anteriormente com água deionizada. A concentração do DNA em ng/μL e a 

relação do grau de pureza (absorvância em 260 nm dividido pela absorvância em 280 nm) 

foram documentados para posterior diluição em 50 ng/μL. 

 

 

4.4.2 Sequenciamento para identificação mutações da Beta Talassemia 

4.4.2.1 Amplificação do fragmento 1 do gene HBB 

A amplificação do fragmento 1 do gene HBB foi realizada por meio da reação de PCR 

(Polymerase Chain Reaction ou reação em Cadeia da Polimerase) utilizando 250 ng de 

DNA com volume final de 50 μL, com tampão de 1X 2 mM de MgCl2, 200 μM de dNTPs, 

1 U de Taq Platinum ® e 10 pmoles de cada oligonucleotídeo sintético no sentido direto e 
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reverso, como demonstrado na tabela 4. A reação de PCR foi realizada no termociclador 

(Veriti, AppliedBiosystems; Foster City, CA, USA) com etapa inicial de 96 

° C por 4 minutos, 40 ciclos de 96° C por 30 segundos, 65° C por 30 segundos, 72° C por 

um minuto e extensão final de 70° C  por 5 minutos. 

 

4.4.2.2 Amplificação do fragmento 2 do gene HBB 

Amplificação do fragmento 2 do gene HBB foi realizada por meio da reação de PCR 

utilizando 250 ng de DNA com volume final de 50 μL, com tampão de 1X 2 mM de MgCl2, 

200 μM de dNTPs, 1 U de Taq Platinum ® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e 10 pmoles 

de cada oligonucleotídeo sintético no sentido direto e reverso como demonstrado na tabela 

4. A reação de PCR foi realizada no termociclador (Veriti, Applied Biosystems; Foster 

City, CA, USA) com etapa inicial de 96° C por 4 minutos, 40 ciclos de 96° C por 30 

segundos, 57° C por 30 segundos, 72° C por 1 minuto e extensão final de 72° C por 

5 minutos. A figura 11 demonstra a região dos fragmentos 1 e 2 no gene da HBB. 
 

  Figura 10 : Representação esquemática do gene da HBB e as regiões do fragmento 1 e 2 utilizadas no 

sequenciamento. Com modificações de BELISÁRIO, 2015 (160). 
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Tabela 5- Iniciadores (primers) utilizados na amplificação do fragmento 1 e fragmento 2 do gene 

HBB. 

 

Região amplificada 

 

Iniciadores 

Tamanho do 

fragmento 

 

Fragmento 1 

 

D: 5’ TCCTAAGCCAGTGCCAGAAG 3’ 

R: 5’ TCCTAAGCCAGTGCCAGAAG 3’ 

 

771 pb 

 

Fragmento 2 

 

D: 5’ TCATGCCTCTTTGCACCATTC 3’ 

R: 5 ’GGGAATGTGGGAGGTCAGTGTTTCTTGCCATGAGCCTTC 3’ 

 

580 pb 

 

 

 

 

Fonte: BELISÁRIO, 2015 (160). 

 

 

4.4.2.3 Purificação do produto de PCR dos fragmentos 1 e 2 do gene HBB 

Para a purificação do fragmento 1 e 2, foram utilizados 20 μL e 50 μL, respectivamente, 

dos seus produtos de PCR e adicionado o mesmo volume de Peg e pipetou-se por 100 

vezes. As amostras foram mantidas em uma incubadora (LabnetVortemp56, Woodbridge 

City, NJ, USA) em uma temperatura de 40° C por 15 minutos. Posteriormente, as amostras 

foram transferidas para uma centrífuga (MiniSpin, Eppendorf, Hamburg City, GER). Após 

15 minutos na centrífuga, retirou-se o sobrenadante das amostras e aplicaram-se 125 μL de 

etanol (80%) e aguardou-se por 2 minutos. As amostras foram centrifugadas para retirar o 

etanol e aplicou-se 25 μL de H2O previamente aquecida a 60° C e pipetou-se por 50 vezes. 

Para verificar o rendimento da purificação, 5 μL de amostras foram aplicadas em gel de 

agarose 1% corado com brometo de etídio, 90 volts, por 45 minutos em cuba contendo 

tampão de TAE1X. O gel foi visualizado em transiluminador (Molecular Imager ®, 

DocTM, XR imagem LabTM software, BIO-RAD, CA, USA). 

 



 

                                                                                                                      

                                                                                                                                                           60 

 

 

 

4.4.2.4 Reação de sequenciamento 

Os procedimentos desta etapa, até a fase de eletroforese capilar, foram realizados por uma 

empresa terceirizada, utilizando-se o método de Sanger. Cerca de 20 ng foram purificados 

para cada 100 pb do fragmento alvo e adicionado 1 µL do oligonucleotídeo (10 pmoles), 3 

µL do tampão de diluição (5X Sequencing Buffer; AppliedBiosystems, Foster City, CA, 

USA), 2 µL de BieDye v3.1 (AppliedBiosystems, Foster City, CA, USA) e completado o 

volume final com água para 20 µL. As reações de sequenciamento foram realizadas em um 

termociclador (Veriti, Applied) com fase inicial de 96° C por 1 minuto, com 35 ciclos de 

96° C por 15 segundos, 50° C por 15 segundos e 60° C por 4 minutos. Posteriormente as 

amostras foram armazenadas a 4° C. 

 

4.4.2.5 Precipitação da reação de sequenciamento 

Para a precipitação, foram adicionados no produto de reação de sequenciamento 60 µL de 

etanol 100%, 27 µL de água tipo 1 e 3 µL de NaAc 3M. O conteúdo foi incubado por 15 

minutos em temperatura ambiente e a cada 3 minutos, foi homogeneizado por inversão. 

Centrifugou-se a 2.000 x g por 30 minutos e, em seguida, o sobrenadante foi descartado. 

Em seguida, foram adicionados 150 µL de etanol 70% mantido a -20° C. Posteriormente a 

placa foi homogeneizada por inversão por 10 vezes, centrifugada por 2.000 x g por 10 

minutos e o sobrenadante foi descartado. A placa foi novamente centrifugada por 50 x g 

durante 1 minuto. Em cada poço da placa, adicionara,- se 10 µL de formamida( 

AppliedBiosystems; Foster City, CA, USA) e homogeneizou-se por 5 minutos. Finalmente 

a placa foi submetida a uma temperatura de 96° C por 5 minutos e em seguida foi armazenada 

no gelo até o início da eletroforese capilar. 

 

4.4.2.6 Eletroforese capilar 

A eletroforese capilar foi realizada em aparelho ABI3730 (AppliedBiosystems; Foster City, 

CA, USA), utilizando-se polímero POP7 (AppliedBiosystems; Foster City, CA, USA) e 

capilar de 36 ou 48 centímetros (AppliedBiosystems; Foster City, CA, USA). 
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4.4.2.7 Análise dos dados sequenciados 

Os dados foram analisados por meio do o programa Mega X 10.0.5 (Molecular Evolutionary 

Genetics Analysis, USA), comparando-se com a sequência depositada no GenBank 

(NG_000007.3). As mutações foram identificadas com base na lista de mutações em Thein 

2013 e pelo Globin Gene Server (http://globin.bx.psu.edu/hemoglobinvar). 

 

4.4.3 Genotipagem dos haplótipos do agrupamento de genes da βS-globina 

A identificação dos haplótipos do agrupamento de genes da βS-globina, foi realizada por 

meio de técnicas de PCR e RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism ou 

polimorfismo de tamanho de fragmento de restrição), conforme SUTTON et al (119), em 

cinco sítios polimórficos A, G, ψβ, 3’ψβ e 5’β. As condições das técnicas de PCR e RFLP 

para os cinco sítios estão descritas na tabela 6. 

A amplificação dos fragmentos para identificação dos haplótipos βS-globina foi realizada 

por meio da reação de PCR utilizando 100 ng de DNA, com volume final da reação de 20 

μL, contendo 1,5 mM de MgCl2, 200 μM de dNTPs, 10 pmoles de cada oligonucleotídeos 

sintéticos no sentido direto e reverso como demonstrado na tabela 4, e 0,8 U de 

TaqPlatinum ® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A reação de PCR foi realizada no 

termociclador (Veriti, AppliedBiosystems; Foster City, CA, USA ou T100 ThermalCycler, 

Bio-Rad). Para as regiões Aγ, Gγ, ψβ e 5’β as condições de amplificação foram de 94ºC 

por 5 min, 94 ºC por 45 segundos, 57º C por 30 segundos ;72º C por 45 segundos com 35 

ciclos e extensão final de 72° C por 10 minutos. Para a região 3’ψβ as condições de 

amplificação foram de 94º C por 5 minutos; 94 ºC por 45 segundos; 60º C 

por 30 segundos ;72º C por 45 segundos com 35 ciclos e extensão final de 72º C por 10 

minutos. 

 

 

 

 

 

 

http://globin.bx.psu.edu/hemoglobinvar)
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Tabela 6 - Condições para determinação dos haplótipos βS /β-Tal. 
 

Região 

amplificada 

Condições PCR Oligonucleotídeos Endonuclease ou 

sequenciamento 

Fragmento de   restrição 

ou sequenciamento 

 95ºC/5min; 

(95ºC/45seg; 

52ºC/45seg;72ºC/45s 

eg x 35 ciclos); 

72ºC/10min 

D 5’ TCTCTGTTTGATGACAAATTC3’ 

R 5´AGTCATTGGTCAAGGCTGACC3´ 

Sequenciamento AC/AC (-/-) 

AAC/AC (+/-) 

AAC/AAC (+/+) 
ε 

 

 

Gγ 

94ºC/5min(94ºC/45s 

eg;57ºC/30seg;72ºC/ 

45seg x 35 ciclos) 

72°C/10 min 

D 5’TGCTGCTAATGCTTCATTACAA3’ 

R 5’ AAGTGTGGAAGTGTGCACATGA3’ 

HindIII 

5´...A↓AGCTT...3 

781pb -/- 

781pb+436pb+345pb+/- 

436pb+345pb +/+ 

 

Aγ 

94ºC/5min(94ºC/45s 

eg;57ºC/30seg;72ºC/ 

45seg x 35 ciclos) 

72°C/10 min 

D 5’TGCTGCTAATGCTTCATTACAA3’ 

R 5’ TAAATGAGGAGCATGCACACAC3’ 

HindIII 

5´...A↓AGCTT...3 

766 -/- 
766pb +406pb+360pb +/- 

406pb+360pb +/+ 

 

Ψβ 

94ºC/5min(94ºC/45s 

eg;57ºC/30seg;72ºC/ 

45seg x 35 ciclos) 

72°C/10 min 

D 5’GAACAGAAGTTGAGATAGAGA 3’ 
 

R 5’ ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT 3’ 

HincII 

5’...GTY↓RAC...3’ 

701pb -/- 

701 pb, 361 pb e 340 pb +/- 
361 pb e 340 pb +/+ 

 

3’ψβ 

94ºC/5min;(94ºC/45s 

eg;60ºC/30seg;72ºC/ 

45seg x 35 ciclos); 

72ºC/10min 

D 5’ TCTGCATTTGACTCTGTTAGC 3’ 
 

R 5’GGACCCTAACTGATATAACTA 3’ 

HincII 
5’...GTY↓RAC...3’ 

592 pb -/- 

517+97 pb+/- 
97 pb+/+ 

 

5’ β 

94ºC/5min(94ºC/45s 

eg;57ºC/30seg;72ºC/ 

45seg x 35 ciclos) 

72°C/10 min 

D 5’ CTACGCTGACCTCATAAATG 3’ 

R 5’ CTAATCTGCAAGAGTGTCT 3’ 

Hinfl 
5’...G↓ANTC...3’ 

383 pb -/- 

383pb+241pb+142pb +/- 

241pb+142pb +/+ 

  D’5’TCCTAAGCCAGTGCCAGAAG 3’ 

R 5’TCCTAAGCCAGTGCCAGAAG 3’ 

Sequenciamento CC(+/+) 
CG(+/-) β 94ºC/4min 

(96ºC/30seg;64ºC/30 

seg;72ºC/1mimx40 

ciclos)72ºC/5 min. 

 

 

3’β 

95ºC/5min;n(95ºC/45 
seg;50ºC/45seg;72ºC 

/45seg x 35 ciclos) 

72°C/10 min 

D 5’ TGGATTCTGCCTAATAAAA3’ 
R 5’GGGCCTATGACAGGGTAAT3’ 

Hinfl 
5’...G↓ANTC...3’ 

341, 245 , 154 -/- 

341, 245, 213, 154 e 128 +/- 
245, 213, 154 e 128 +/+ 

Fonte: SUTTON, 1989 (119). 
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Para a análise dos sítios polimórficos, os produtos amplificados por PCR (10 µL) foram 

digeridos por endonuclease adequadas para cada sítio, com volume final de 20 µL. Para a 

região IVS-II dos genes Gy e Ay, foi utilizado a enzima Hind III, para ψβ e 3’ψβ, a Hinc II, e 

para a extremidade 5’ de β, a enzima HinfI. O tempo de incubação foi de 1 hora a 37° C, 

exceto para ψβ e 3’ψβ, com 3 horas de incubação. Finalmente, a enzima foi inativada com 

a temperatura de 65° C por 20 minutos (tabela 6). 

Para visualização dos fragmentos de restrição, o produto foi aplicado em gel de agarose a 

3% com brometo de etídio (10 μg/mL). A eletroforese foi feita durante 90 minutos por 80 

volts e tampão TAE 1x. O gel foi visualizado em transiluminador (Molecular Imager ®, 

DocTM, XR imagem LabTM software, BIO-RAD, CA, USA). 

 

4.4.4 Genotipagem dos haplótipos do alelo β-Tal 

Além dos cinco sítios polimórficos (Ay, Gy, ψβ, 3’ψβ e 5’β) descritos na seção 

"Genotipagem dos haplótipos do agrupamento de genes da βS-globina", foram analisados 

mais três sítios polimórficos, ɛ, β e 3’β, para a identificação dos haplótipos β -Tal. 

O sítio ɛ (rs3834466) foi determinado por sequenciamento. A amplificação do fragmento 

do gene HBE foi realizada por meio da reação de PCR utilizando 50 ng de DNA, tampão 1X, 

2 mM de MgCl2, 200 μM de dNTPs, 0,8 U de Taq Platinum ® (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) e 10 pmoles de cada oligonucleotídeo sintético no sentido direto 5’ 

TCTCTGTTTGATGACAAATTC 3’ e reverso: 5’-AGTCATTGGTCAAGGCTGACC-3’ 

para um volume final de 20 μL. A reação de PCR foi realizada no termociclador (Veriti, 

AppliedBiosystems; Foster City, CA, USA) com etapa inicial de 95° C por 5 minutos, 35 

ciclos de 95° C por 45 segundos, 52° C por 45 segundos, 72° C por 45 segundos e extensão 

final a 72° C por 10 minutos. 

O sítio β (AvaII) foi determinado por sequenciamento. A amplificação do fragmento foi 

realizado através da reação de PCR utilizando 50 ng de DNA ,tampão 1X, 2 mM de MgCl2, 

200μM de dNTPs, 0,8 U de Taq Platinum ® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e 10 pmoles 

de cada oligonucleotídeos sintéticos no sentido direto 5’- 

TCCTAAGCCAGTGCCAGAAG 3’ e reverso 5’ TCCTAAGCCAGTGCCAGAAG 3’ 
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para volume final de 20μl. A reação de PCR foi realizada no termociclador (Veriti, 

AppliedBiosystems; Foster City, CA, USA) com etapa inicial 94ºC/4min; 40 ciclos de 

96ºC/30seg; 64ºC/30seg;72ºC/1min  e extensão final de 72ºC/ 5 min. Os protocolos  de  

purificação e sequenciamento foram  descritos  da seção 

4.5.2.3 à seção 4.5.2.7. 

O sítio 3’β foi determinado por PCR e RFLP. A amplificação foi realizada por meio da 

reação de PCR utilizando 50 ng de DNA, com tampão 1X, 2 mM de MgCl2, 200 μM de 

dNTPs, 0,8 U de Taq Platinum ® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e 10 pmoles de cada 

oligonucleotídeo sintético no sentido direto 5’-TGGATTCTGCCTAATAAAA-3’ e 

reverso: 5’- GGGCCTATGACAGGGTAA-3’ e reverso, como demonstrado na tabela 4 

para um volume final de 20 μL. O produto amplificado foi submetido a técnica de restrição, 

utilizando a endonuclease Hinfl, com volume final de 20 μL em uma temperatura de 37° C 

e posteriormente inativada a 65° C por 20 minutos. 

Para visualização dos fragmentos de restrição, o produto foi aplicado em gel de agarose de 

3% com brometo de etídio (10μg/mL). A eletroforese foi feita durante 90 minutos a 80 

volts e tampão TAE 1x. O gel foi visualizado em transiluminador (Molecular Imager ®, 

DocTM, XR imagem LabTMsoftware , BIO-RAD, CA, USA). 

 

4.4.5 Diagnóstico da deleção Corfu 

Para a identificação da deleção Corfu associada à mutação IVS-I-5 G>A foi realizado o 

teste de MLPA (Amplificação de múltiplas sondas dependentes de ligação). O 

procedimento foi realizado na Universidade estadual de Campinas – UNICAMP com 

protocolo fornecido pela instituição. 

O DNA foi dissolvido em uma solução de TE (10mM Tris-HCl pH 8,2 + 0,1mM EDTA), 

com concentração final de 10ng/µ e volume final de 5,0µl. 

 

4.4.5.1 Reação de MLPA 

A reação de MLPA ocorreu com etapa inicial de desnaturação 98° C por 5 minutos, pausa 

a 25° C. Adicionou-se 1,5 µL de SALSA MLPA Buffer e 1,5 µL de MLPA Probemix por 
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amostra desnaturada. A hibridização ocorreu a 95 ° C por 1 minuto e pausa de 16-20 horas 

a 60 ° C. A reação de ligação seguiu a etapa inicial de pausa a 54° C, adicionando-se o mix 

de 25 µL água, 3,0 µL do MLPA Buffer Ligase A, 3,0 µL do MLPA Buffer Ligase B e 1,0 

µL da Enzima Ligase 65 com volume de 32 µL para cada amostra. As próximas etapas de 

hibridização foram de 54°C por 15 minutos, 98°C por 5 minutos e etapa final de 20°C para 

armazenamento das amostras. Para a etapa de PCR preparou-se o mix de 7,5 µL de água, 

2,0 µL do SALSA PCR Primer mix (Ambar) e 0,5 µL do SALSA Polimerase por cada 10 

µL de amostra seguindo as etapas 95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 

1 minuto com repetições de 35 ciclos. As amostras foram preparadas para a reação de 

sequenciamento adicionando-se o mix 0,2 µL do LIZ size standard e 9,0 µL de Formamida 

por 0,7 µL amostra. As amostras foram desnaturadas a 86°C por 10 minutos e 

posteriormente realizada a eletroforese capilar. 

 

4.4.6 Diagnóstico Molecular da Talassemia Alfa 

Para a identificação das deleções e triplicação dos genes HBA, padronizou-se a reação 

multiplex gap-PCR, conforme De Mare (139), utilizando 250 ng de material genômico e 

kit comercial (QIAGEN ® Multiplex PCR kit, QIAGEN). Para o preparo com volume final 

de 15 µL do mix, foram utilizados oligonucleotídeos sintéticos em concentrações distintas, 

descritas na tabela 6. As condições da ciclagem foram de 96º C por 15 minutos; 30 ciclos 

de 98º C por 45 segundos; 62º C por 90 segundos; 72º C por 150 segundo e extensão final a 

72º C, por 5 minutos. A reação de PCR foi realizada no termociclador (Veriti, Applied 

Biosystems; Foster City, CA, USA). Para visualização dos fragmentos, o produto foi 

aplicado em gel de agarose de 1% com brometo de etídio (10μg/mL). A eletroforese foi 

feita durante 120 minutos a 90 volts e tampão TAE 1x. O gel foi visualizado em 

transiluminador (Molecular Imager ®, DocTM, XR imagem LabTMsoftware. BIO-RAD, 

CA, USA). Para visualização dos produtos de PCR, as amostras foram adicionadas no gel 

de agarose a 1% com tampão de corrida e contendo brometo de etídio (10 μg/mL). A corrida 

de eletroforese foi realizada por 120 minutos a 90 volts em cuba contendo tampão TAE 1x. 

O gel foi visualizado em transiluminador (Molecular Imager ®, DocTM, XR imagem 

LabTMsoftware , BIO-RAD, CA, USA). A determinação do genótipo foi realizado por 

meio da verificação do tamanho do fragmento de acordo com o padrão de corrida de 250 

pb DNA Ladder, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 
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A figura 11 expõe uma visão esquemática das posições relativas dos primers com as sete 

deleções mais comuns e a triplicação. As condições das técnicas de PCR estão descritas 

na tabela 7. 

 

Figura 11- Representação esquemática do cluster da α globina e a localização dos primres. a) representação 

do processo de fusão do gene e a triplicação ααα -3.7. b) Representação das sete principais deleções. 

Adaptado de MARE, 2010 (139). 

 

Tabela 7 - Sequência de oligonucléotideos sintéticos para as deleções e triplicação da α-Tal com as 

concentrações e o tamanho do fragmento esperado. 

 

Região da 

deleção 

Sequência 5’-3’ Concentração Tamanho do fragmento 

3.7-F AAGTCCACCCCT 

TCCTTCCTCACC 

0.4 μM 1794 bp (a2), 

2462 bp (a1), 

2212 bp (−a3.7), 

2044 bp (aaaanti 3.7) 

a2-R AGACCAGGAAGGGCCGGTG 0.2 μM 1800 pb 
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3.7-R4 TGACCTACCCACCACCCATA 0.6 μM 2462 bp (a1), 

1 256 bp [–(a)20.5] 

20.5-F GCCCAACATCCGGAGTACATG 0.3 μM 
 

1007 pb 

4.2-F GGTTTACCCATGTGGTGCCTC 0.5 μM  

4.2-R CCCGTTGGATCTTCTCATTTCCC 0.5 μM 1628 pb 

MED-F TACCCTTTGCAAGCACACGTAC 0.2 μM  

MED-R TCAATCTCCGACAGCTCCGAC 0.2 μM 807 pb 

SEA-F CGATCTGGGCTCTGTGTTCTC 0.2 μM  

SEA-R AGCCCACGTTGTGTTCATGGC 0.2 μM 1349 pb 

FIL-F TTTAAATGGGCAAAACAGGCCA 
GG 

1.0 μM  

FIL-R ATAACCTTTATCTGCCACATGTA 
GC 

1.0 μM 546 pb 

THAI-F GACCATTCCTCAGCGTGGGTG 0.3 μM  

THAI-R CAAGTGGGCTGAGCCCTTGAG 0.3 μM 1153 pb 

Fonte: De Mare, 2010 (139) 

 

4.5 Variáveis clínicas 

 

As variáveis clínicas foram extraídas dos prontuários médicos arquivados do ambulatório 

da Fundação Hemominas. As crianças foram submetidas a avaliações clínicas com 

periodicidade variável. Somente os dados clínicos registrados antes do início de tratamento 

da hidroxiureia ou do período de transfusão “crônica” foram considerados na análise 

estatística. 

 

A crise vaso-oclusiva foi definida como eventos agudos de dor nas extremidades inferiores 

e superiores, no abdômen, costas e peito, registrados nos prontuários. 
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A síndrome torácica aguda (STA) foi definida como dificuldade respiratória acompanhada 

por um infiltrado pulmonar e febre, exigindo hospitalização. 

 

O sequestro esplênico agudo (SEA) foi definido pela queda de Hb, aumento significativo 

do baço e resposta compensatória da medula óssea, representada por elevação da contagem 

de reticulócitos. Esse dado nem sempre estava registrado nos prontuários; com isso, bastava 

as duas condições acima mencionadas. 

 

O risco de AVC foi avaliado pelo exame de Doppler transcraniano, com crianças elegíveis 

para o exame, maiores de dois anos. Todas essas variáveis foram definidas e acompanhadas 

pelo médico hematologista responsável. 

 

O período das transfusões e o uso de da hidroxiureia foram retiradas do prontuário médico. 

 

Para determinação do risco de doenças cerebrovasculares foi utilizado o DTC. O DTC é 

oferecido a todas crianças acompanhadas na Fundação Hemominas a partir dos dois anos 

de idade. A determinação do risco e a estratificação foi classificada de acordo com o estudo 

´´Stroke Prevention Trial in Sickle Cell Anemia´´ (STOP) (161) (Tabela 8). 

 

Tabela 8- Estratificação Doppler transcraniano . 

 

Resultado Risco Velocidade do fluxo sanguíneo cerebral 
 

Doppler Normal 

 

baixo 

 

< 170 cm/s 

 

Doppler Condicional baixo ou intermediário 

 

aumento de risco 

 

170-184 cm/s 

 

Doppler Condicional Alto 

 

aumento de risco 

 

185-199 cm/s 

 

Doppler Anormal 

 

risco alto 

 

≥ 200 cm/s 

 

Doppler inadequado 

 

risco indefinido 

 

ausência de insonação 

Fonte: ´´Stroke Prevention Trial in Sickle Cell Anemia´´ (STOP) (161) 
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4.5.1 Banco de dados e análise estatística 

Todas as informações (dados pessoais, estudo familiar, dados laboratoriais e clínicos) 

foram consultadas nos prontuários médicos arquivados no ambulatório do Hemocentro de 

Belo Horizonte e lançadas no programa Access (Microsoft). 

Os dados armazenados no banco de dados foram analisados pelo programa Statistical 

Package for the Social Sciences (SPSS) for Windows (Versão 20.0.0) para cada variável 

analisada. 

Os resultados de prevalências foram expressos pelo limite de confiança de 95%. 

Consideraram-se significativos os testes com probabilidade p ≤0,05. Os dados quantitativos 

foram expressos com média ± 1 desvio padrão (DP), ou pela mediana. 

As incidências dos eventos clínicos foram expressas pela taxa de 100 paciente-ano e limite 

de confiança de 95%. As comparações entre as crianças em relação aos eventos clínicos e 

as mutações foram feitas por meio do teste exato de Fisher. 

Para o evento de sequestro esplênico agudo, foi utilizado o modelo de Kaplan-Meier para a 

probabilidade de ocorrência do primeiro SEA. Levou-se em consideração o tempo de 

exposição de cada criança para construção das curvas de sobrevida do modelo Kaplan- 

Meier. 

As associações da co-herança de alfa talassemia com os dados hematológicos foram 

realizadas com o teste t. 

De acordo com a média do percentual de HbA e a gravidade clínica, as mutações 

encontradas na presente casuística foram distribuídas em quatro grupos distintos. Um grupo 

para as mutações Sβ0-Tal e três grupos para Sβ+-Tal (leve, moderado e grave). 
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5 RESULTADOS 

5.1 Caracterização da amostragem para seguimento clínico e laboratorial 

O estudo foi composto por 89 participantes, em 85 famílias. Dentre eles 47 (52,8 %) do 

sexo feminino e 42 (47,2%) do sexo masculino (gráfico 1). A média de idade foi de 12,3 ± 

5,04 anos. 
 

 
Gráfico 1 – Caracterização amostral por sexo. 

 

5.2 Incidência geral no Estado de Minas Gerais 

 

Para o estudo de incidência, o número de recém-nascidos triados pelo PTN- MG no período 

de cinco anos (2011-2015) foi de 1.179.389 e dentre eles, 53 foram diagnosticados como 

Sβ-Tal, dos quais 29 (54,7%) identificados como Sβ0-Tal e 24 (45,3%) como Sβ+-Tal. 

Nesse período foram diagnosticadas três crianças com a mutação IVS-I-5 G>A. Para a 

finalidade de incidência, essas crianças foram consideradas Sβ0-Thal, pois nenhuma possuía 

Hb A residual (ver adiante). 

A incidência global encontrada no estado de Minas Gerais para Sβ-Tal foi de 1:22.250 (IC 

a 95%, 1:17.530 a 1:30.450). A incidência de Sβ0-Tal foi de 1:40.700 (IC a 

95%, 1:29.810 a 1:63.940) e a de Sβ+-Tal, 1:49.140 (IC a 95%, 1:35.100 a 1:81.910), quase 



 

                                                                                                                      

                                                                                                                                                           71 

 

meio a meio, portanto. Os 53 casos de Sβ-Tal representam cerca de 6% do total de crianças 

com doença falciforme de todos os subtipos (incidência de 1:1.400) (9), diagnosticadas em 

5 anos pelo Programa de Triagem Neonatal em Minas Gerais. 

 

5.3 Análises moleculares 

Os exames genéticos para a identificação das mutações da beta talassemia foram realizados 

para as 89 crianças. Dentre elas, 88 realizaram os exames genético para alfa talassemia e 

haplótipos; em uma, a qualidade do material genômico foi inadequado ou insuficiente para 

esses dois testes. Para as análises do estudo, foram considerados os resultados para as 86 

crianças com a identificação da mutação da beta talassemia (ver adiante). 

 

5.3.1 Sequenciamento para identificação mutações da Talassemia Beta 

Entre os pacientes incluídos inicialmente no presente estudo pelo padrão de hemoglobina 

ao nascimento, 13 apresentaram resultados não condizentes com Sβ-Tal. Entre eles, sete 

(6,86%) eram Hb S/Hb Porto Alegre (HBB:c. 29C>G ), dois (1,96%) possuíam traço 

falciforme, um (0,98%) tinha HbSS (transfundida ao nascimento), (HBB:c.20A>T), um 

(0,98%) possuía Hb S/Hb Saki (HBB:c.44T>C), um ( 0,98%) tinha HbS/Köln 

(HBB:c.295G>A) e um (0,98%) possuía HbS/Yaizu (HBB:c.238G>A), todos confirmados 

por sequenciamento. 

Foram identificadas 14 mutações: 22 (24,7%) com CD39 C>T; 16 (18,0%) com IVS-I-1 

G>A; 10 (11,2%) com IVS-I-6 T>C; 9 (10,1%) com -29 A>G; 8 (9,0%) com IVS-I-110 

G>A; 6 (6,7%) com IVS-I-5 G>A; 4 (4,5%) com IVS-II-1 G>A; 3 (3,4%) com IVS-II-839 

T>C e IVS-II-844 C>A, em cis; 2 (2,2%) com -88 C>T; 2 (2,2%) com -92 C>T; 2 com (2, 

2%) IVS-II-849 A>G; e um (1, 2%), cada, com -101 C>T, IVS-I-2 T>C e poliadelinação 

AATAAA>AACAAA (gráfico2). Em dois casos Sβ+-Thal, não foi encontrada a mutação.  
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Gráfico 2 – Frequência absoluta e relativa das mutações encontradas. 

A figura 12 ilustra o resultado do sequenciamento do HBB, evidenciando a mutação CD 

39 C>T. 

 

Figura 12– Eletroferograma referente ao sequenciamento do gene HBB, mostrando a mutação CD 39 C>T. 
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5.3.2 Identificação dos haplótipos βS 

Para a determinação dos haplótipos do alelo βS, foram analisados cinco sítios polimórficos 

Aγ, Gy, ψβ, 3’ψβ e 5’β. A figura 13 mostra a fotografia de gel de agarose contendo o 

resultado da PCR/RFLP do fragmento Aγ, com HindII. 

 

Figura 13 – Genotipagem do fragmento Aγ. Gel de agarose a 3% corado com brometo de etídio contendo 

produtos de RFLP de fragmento Aγ. Na primeira canaleta foi aplicado o padrão de peso molecular de 100 

pares de base. Nas canaletas 2,3 e 6, amostras (-/-), nas canaletas 4, 5 e 7, amostras (+/-) e canaleta 8 controle 

negativo. 

 

A figura 14 mostra a fotografia de gel de agarose contendo o resultado da PCR/RFLP do 

fragmento Gγ, também com HindIII. 

 

 

Figura 14 – Genotipagem do fragmento Gγ . Gel de agarose 3% corado com brometo de etídio contendo 

produtos de RFLP de fragmento Gγ. Na primeira canaleta foi aplicado o padrão de peso molecular de 100 

pares de base. Nas canaletas 2,3 e 6 amostras (+/+), na canaleta 4 amostra (+/-), na canaleta 5 amostra (-/-) e 

na canaleta 6, controle negativo. 
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A figura 15 mostra a fotografia de gel de agarose contendo o resultado da PCR/RFLP do 

fragmento ψβ, com HincII. 

 

Figura 15 – Genotipagem do fragmento ψβ .Gel de agarose a 3% corado com brometo de etídio contendo 

produtos de RFLP de fragmento ψβ. Na primeira canaleta foi aplicado o padrão de peso molecular de 50 

pares de base. Nas canaletas 2 a 9 amostras (-/-), na canaleta 10 amostra (+/-), na canaleta 11 controle 

negativo. 

 

A figura 16 mostra a fotografia de gel de agarose contendo o resultado da PCR/RFLP do 

fragmento 3’ψβ, também com HincII. 

 

Figura 16– Genotipagem do fragmento 3’ψβ. Gel de agarose a 3% corado com brometo de etídio contendo 

produtos de RFLP de fragmento 3’ψβ. Na primeira canaleta foi aplicado o padrão de peso molecular de 50 
pares de base. Nas canaletas 2 a 5 amostras (-/-), na canaleta 5 amostra (+/-), na canaleta 6 amostra (+/+) e 
na canaleta 7 controle negativo. 
 

A figura 17 mostra a fotografia de gel de agarose contendo o resultado da PCR/RFLP do 

fragmento 5’β, com HinfI. 
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Figura 17 – Genotipagem do fragmento 5’β Gel de agarose a 3% corado com brometo de etídio contendo 

produtos de RFLP de fragmento 5’β. Na primeira canaleta foi aplicado o padrão de peso molecular de 50 

pares de base. Nas canaletas 2 a 5 amostras (+/-), na canaleta 5amostra (+/+), na canaleta 6 amostra controle 
negativo. 
 

5.3.3 Identificação dos haplótipos β-Tal 

Para a determinação dos haplótipos do alelo β-Tal, além dos cinco fragmentos utilizados 

na identificação dos haplótipos βS, também foram analisados os fragmentos ε (rs3834466), 

β (rs10768683) e o 3´β  (rs10837631). 

A figura 18 mostra o resultado de sequenciamento de DNA do gene HBE ε, a 5’ do códon 

iniciador (rs3834466). 

 

Figura 18 – Eletroferogama referente ao sequenciamento do gene HBE com o polimorfismo rs3834466 em 

heterozigose (AAC/AC). 

 

A figura 19 mostra o resultado do sequenciamento para o fragmento β (IVS-II-16 G>C). 
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                                                     Figura 19 – Eletroferogama referente ao sequenciamento do sítio β (IVS-II-16 G>C),  
                                           com o polimorfismo rs10768683. O sequenciamento demonstrou o resultado em heterozigose C/G (+/-). 

A figura 20 mostra a fotografia de gel de agarose contendo o resultado da PCR/RFLP do fragmento  

3’β, com HinfI. 
 

Figura 20 – Genotipagem de 3’ de HBB . Gel de agarose 3% corado com brometo de etídio contendo produtos 

de RFLP a 3’ de HBB (polimorfismo rs10837631). Na primeira canaleta foi aplicado o padrão de peso 

molecular de 100 pares de base. Na canaleta 2,4 e 5 amostras AA (+/+), nas canaletas 3 e 6 amostras AT (+/-

) e na canaleta 7, controle negativo. 

 

Para as 86 crianças que foram identificadas as mutações do alelo beta talassêmico e nas 

quais foi possível realizar a identificação dos haplótipos, a prevalência do haplótipo CAR 

foi de 50 casos (58,1%), seguido do haplótipo Benin, 25 (29,1%), dois (2,3%) Senegal, e 

um (1,2%), atípico. Em oito casos (9,3%), não foi possível a classificação como CAR ou 

Benin. 

Quanto aos haplótipos do alelo beta-talassêmico, 12 (13,9 %) foram do tipo I; 13 (15,2%) 

do tipo II; um (1,2%) tipo IV; 24 (27,9%) do tipo V; três (3,5%) tipo VI; três (3,5%) tipo 
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VII, seis (6,9%) tipo IX; e 10 (11,6%) foram considerados atípicos (ATP). Em 14 crianças 

(16,3%), o haplótipo beta-tal não foi determinado porque o sítio AvaII não pôde ser 

sequenciado, por restrições orçamentárias do projeto. 

A tabela 9 mostra a descrição dos haplótipos βS e β-tal, de acordo com o tipo de mutação 

encontrada no estudo. 

Tabela 9 - Descrição dos haplótipos βS e β-tal em 86 crianças, de acordo com o tipo de mutação 

Mutação Haplótipo βS/β-tal 

-101 C>T (n=1) Ben/I (1) 

-92 C>T (n=2) CAR/V (2) 

-88 C>T (n=2) CAR/VII (1) e CAR/ATP (1) 

-29 A>G TATA box (n=8) * Ben/IX (3), Sen/IX (2), Car/IX (1), CAR/I (1), 

Ben/ATP (1) 

IVS-I-I G>A (n=16) CAR/V (8), Ben/V (6), CAR/I (2) 

IVS-I-II T>C (n=1) CAR/ATP ou Ben/ATP 

IVS-I-5 G>A (n=6) CAR/V (4), Ben/V (1), ATP/V (1) 

IVS-I-6 T>C (n=10)# CAR/VI (2), Ben/VII (2), CAR/IV (1), Ben/VI 

(1), CAR/? (4)# 

IVS-I-110 G>A (n=8)# CAR/I (5), Ben/I (2), Ben/? (1) 

CD 39 C>T (n=22)# CAR/II (11), Ben/II (2), CAR/? (5)#, Ben/? 

(4)# 

IVS-II-I G>A (n=4) CAR/V (1), Ben/V (1), CAR/ATP ou 

Ben/APT (2 irmãos) 

IVS-II-839 T>C e IVS-II-844 C>A em cis (n=3) CAR/ATP ou Ben/ATP (3, de famílias 

distintas) 

IVS-II-849 A>G (n=2) CAR/ATP ou Ben/ATP (2 irmãs) 

Poliadelinação (n=1) CAR/I (1) 

*Não foi possível a genotipagem de ambos haplótipos em um caso # 

Não foi possível a genotipagem do haplótipo β-tal 

 

 



 

                                                                                                                      

                                                                                                                                                           78 

 

5.3.4 Identificação da deleção Corfu no gene HBD 

O gráfico 3 demostra o resultado do teste de na tentativa de identificação da deleção Corfu 

(NG_000007.3:g.57237_64443del7207) em cinco crianças com a mutação IVS-1-5 G>A. 

A deleção Corfu não foi detectada em nenhuma delas. 

 

 

Gráfico 3 - Resultado do produto da reação de MLPA para identificação da deleção Corfu. Na região do gene 

HBD, em crianças com a mutação IVS-1-5 G>A, a deleção Corfu não foi detectada com as sondas “HBD-up 

420 nt” e HBD-1 310 nt” que se aninham internamente à referida deleção. 
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5.3.5 Identificação Alfa Talassemia 

Quanto à co-herança de alfa talassemia, 68 crianças (79,0%) tinham genótipo selvagem 

(αα/αα); 16 (18,6 %) eram αα/-α3.7; uma era (1,2%) -α3.7/-α3.7 e uma (1,2%) tinha triplicação 

do gene alfa (αα/ααα-3.7). A figura 21 demostra os resultados da gap-PCR para identificação 

de deleção de talassemia alfa (-α3.7). 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 

 

 

2462 pb 

 

 

2212 pb 

2044 pb 
1794 pb 

Figura 21- Fotografia do gel de agarose a 1% corado com brometo de etídio, contendo produtos de PCR 
múltipla para diagnóstico molecular de 2 deleções e triplicação no gene HBA. Na canaleta 1 foi aplicado o 
padrão de peso molecular de 250 pares de bases. Nas canaletas 1 e 2 amostras αα/αα, nas canaletas 4-6 
amostras αα/-α3.7, na canaleta 7 controle positivo para αα/ααα3.7 e na canaleta 8 controle negativo. 

 

O gráfico 4 demonstra os resultados dos exames de alfa talassemia, distribuídos de acordo 

com o tipo de mutação. 
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Gráfico 4 - Distribuição das mutações do alelo beta-talassêmico, de acordo com a quantidade de genes da alfa 

globina. 

 

5.4 Caracterização dos parâmetros hematológicos 

Os valores dos exames hematológicos variaram de acordo com o tipo de mutação da beta-

talassemia. Para as mutações que apresentavam frequência igual ou superior a dois casos 

na casuística, calculou-se a média dos valores hematológicos para essas mutações, com o 

respectivo erro padrão da média (tabela 10). 
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Tabela 10- Valores médios (± erro padrão da média) dos exames hematológicos de acordo com o tipo 

de mutação. 

Mutação 
 

n 

 

Hb Total 

 

Hb A (%) 

 

Hb F  

(%) 

HbA2 

(%) 

Reticulócito 

(%) 

 

Leucócitos 

(x109/L) 

Plaquetas 

(x109/L) 

VCM 

(fL) 

 

HCM( pg) 

 

-101 C>T 

 

1 

 

13,6 

 

45,1 

 

1,3 

 

4,7 

 

0,9 

 

6,33 

 

246,8 

 

79,1 

 

26,4 

 

-92 C>T 

 

2 

 

12,25±0,55 

 

44,3±1,0 

 

1,9±0,6 

 

4,3 ±0,2 

 

0,9 ±0,1 

 

7,69±1,92 

 

285.31±17.11 

 

78,5±0,4 

 

25,7±0,1 

 

-88 C>T 

 

2 

 

12,05±0,35 

 

20,1±5,0 

 

19,9±7,1 

 

5,8 ±1,1 

 

1,8 ±0,0 

 

7,65±0,24 

 

271,30±19,91 

 

72,8±2,6 

 

26,1±1,7 

 

-29 A>G 

 

9 

 

11,37±0,27 

 

20,5±0,7 

 

7,8±1,1 

 

5,9±1,1 

 

2,7±0,4 

 

8,81±0,78 

 

274,91±17,26 

 

73,1±1,7 

 

23,5±0,6 

 

IVS-I-1 G>A 

 

16 

 

7,80±0,20 

 

0,0 

 

11,4±2,1 

 

6,1±1,0 

 

12,4±1,1 

 

13,28±0,91 

 

398,57±27,16 

 

71,0±1,2 

 

21,5±0,5 

 

IVS-I-2 T>C 

 

1 

 

7,7 

 

0,0 

 

21,0 

 

4,0 

 

11,90 

 

9,2 

 

403,4 

 

75,0 

 

22,9 

 

IVS-I-5 G>A 

 

6 

 

8,62±0,49 

 

0,0 

 

10,9±2,9 

 

6,3±0,7 

 

10,3±1,9 

 

15,22±2,05 

 

380,62±60,51 

 

68,8±1,0 

 

20,5±0,7 

 

IVS-I-6 T>C 

 

10 

 

10,44±0,21 

 

26,3±0,4 

 

3,0±0,7 

 

4,8 ±0,8 

 

3,4±0,6 

 

8,53±0,60 

 

265,24±20,76 

 

69,5±1,7 

 

22,0±0,5 

 

IVS-I-110 G>A 

 

8 

 

8,28±0,57 

 

11,2±0,7 

 

9,8±3,0 

 

6,1± 0,7 

 

10,3±1,9 

 

14,81±1,38 

 

324,61±41,03 

 

69,7±1,8 

 

22,0±0,5 

 

CD 39 C>T 

 

22 

 

8,09±0,17 

 

0,0 

 

15,5±1,7 

 

5,1± 1,1 

 

11,4±0,8 

 

11,69±0,64 

 

355,45±27,85 

 

74,5±1,5 

 

23,2±0,5 

 

IVS-II-IG>A 

 

4 

 

8,80±0,19 

 

0,0 

 

19,6±1,4 

 

4,0± 1,2 

 

9,7±2,1 

 

11,34±0,82 

 

307,63±35,67 

 

73,0±2,1 

 

22,6±0,8 

IVS-II-839 T>C cis 

IVS -II-844 C>A 

 

3 

    12,77±0,34 44,2±0,6 1,5±0,5 4,3± 0,2 1,4±0,2 7,59±1,53 376,84±72,57 76,5±1,8 
 

24,4±0,6 

IVS-II-849 A>G  2    9,15±0,15     0,0 13,8±0,8 5,5± 0,7 4,4±0,6 11,46±0,14 445,22±40,92 64,9±3,6 19,4±1,3 

Poliadelinação 

AATAAA> 

AACAAA 

 

1 

 

9,2 

 

16,4 

 

9,8 

 

5,0 

 

6,6 

 

6,07 

 

190,59 

 

71,9 

 

21,7 
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As médias dos valores de HbA foram representadas no gráfico 5. Mutações tidas como 

Sβ+-tal comportaram-se com Hb A igual a zero (IVS-I-5 G>A) ou inferior a 10% (IVS-I-

110 G>A). 

 

Gráfico 5 – Distribuição dos valores da concentração de HbA de acordo com o tipo de mutação. 

 

De uma forma geral, nota-se pelo gráfico 5 que as diversas mutações de Sβ-tal distribuem-

se em quatro grupos quanto à concentração de HbA: no primeiro, não existe produção de 

HbA e compreende todas os genótipos Sβ0-tal, acrescidos da mutação IVS-I- 5 G>A, na 

qual nenhuma das cinco crianças apresentou HbA à HPLC, em qualquer momento da vida. 

O segundo grupo compreende na presente casuística apenas a mutação IVS-I-110 G>A na 

qual a concentração relativa de HbA é inferior a 10%. Examinando-se retrospectivamente 

os oito casos da presente casuística, percebeu-se que o nível de HbA na triagem neonatal 

pode ser tão baixo que não é detectável por IEF ou HPLC, tendo sido o perfil de 

hemoglobina desses recém-nascidos classificado como FS. O terceiro grupo, com 

diminuição moderada de HbA, compreende as mutações -29 A>G e -88 C>T, na região 

promotora, a de poliadenilação na região 3’ de HBB e a mutação IVS-I-6 T>C. O último 

grupo, com pequenas restrições na produção da HbA, compreende duas mutações na região 

promotora, -101 C>T e -92 C>T, e mais uma quase na região de splicing receptor no 

segundo íntron de HBB, uma dupla mutação em cis separada por 4 bases: 839 T>C e 844 

C>A (Gráfico 6). 
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Gráfico 6 Distribuição dos grupos de Sβ-tal de acordo com o tipo de mutação. 

 

A tabela 11 mostra a comparação dos valores hematimétricos entre as mutações IVS-I-1 

G>A vs CD 39 C>T; IVS-I-5 G>A vs CD 39 C>T e IVS-I-110 G>A vs CD 39 C>T. A 

tabela 8 compara, uma a uma, CD 39 C>T com -29 A>G e IVS-I-6 T>C. Já a tabela 9 compara 

as mutações de Sβ+-talassemia consideradas leves (-101 C>T, -92 C>T e IVS- II-839 T>C 

/ IVS-II-844 C>A em cis) com as mutações consideradas moderadas (IVS-I-6 T>C e -29 

A>G). 

 

Tabela 11 - Comparação de valores hematimétricos entre quatro genótipos de mutação de Sβ- 

talassemia 

 a. CD39 C>T b. IVS-I-1 
G>A 

c. IVS-I-5 
G>A 

d. IVS-I-110 
G>A 

Valor* de 
p (a vs b) 

Valor* de 
p (a vs c) 

Valor* de 
p (a vs d) 

Hb total (g/dL) 8,09±0,17 7,80±0,20 8,62±0,49 8,28±0,57 0,28 0,35 0,77 

Hb F (%) 15,5±1,7 11,4±2,1 10,9±2,9 9,8±3,0 0,14 0,21 0,10 

Hb A2 (%) 5,1± 1,1 6,1±1,0 6,3±0,7 6,1± 0,7 0,013 0,006 0,003 

Reticulócitos (%) 11,4±0,8 12,4±1,1 10,3±1,9 10,3±1,9 0,49 0,51 0,48 

Leucócitos (x109/L) 11,69±0,64 13,28±0,91 15,22±2,05 14,81±1,38 0,15 0,15 0,027 

Plaquetas (x109/L) 355,45±27,85 398,57±27,16 380,62±60,51 324,61±41,03 0,28 0,69 0,54 

VCM (fL) 74,5±1,5 71,0±1,2 68,8±1,0 69,7±1,8 0,08 0,004 0,054 

HCM (pg) 23,2±0,5 21,5±0,5 20,5±0,7 22,0±0,5 0,03 0,019 0,11 

*Os valores de p que são significativos estão em negrito. 
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Nota-se, pela Tabela 11, que os quatro genótipos não diferem significativamente entre si 

quanto aos parâmetros hematológicos, exceto no que se refere à concentração relativa de 

Hb A2, mais baixa em CD39 C>T no que nos demais genótipos. Também nota- se pequenas 

diferenças no que tange a VCM e HCM, com valores mais elevados em CD39 C>T. 

 

Tabela 12 – Comparação de valores hematimétricos entre três genótipos de mutação de Sβ- 

talassemia. 

 a. CD39 C>T b. -29 A>G c. IVS-I-6 
T>C 

Valor de p (a 
vs b) 

Valor de p (a 
vs c) 

Valor de p 
(b vs c) 

Hb total (g/dL) 8,09±0,17 11,37±0,27 10,44±0,21 <0,0000001 <0,0000001 0,013 

Hb F (%) 15,5±1,7 7,8±1,1 3,0±0,7 0,0008 <0,000001 0,004 

Hb A2 (%) 5,1± 1,1 5,9±1,1 4,8 ±0,8 0,14 0,94 0,15 

Reticulócitos (%) 11,4±0,8 2,7±0,4 3,4±0,6 <0,0000001 <0,0000001 0,39 

Leucócitos (x109/L) 11,69±0,64 8,81±0,78 8,53±0,60 0,015 0,001 0,78 

Plaquetas (x109/L) 355,45±27,85 274,91±17,26 265,24±20,76 0,02 0,015 0,73 

VCM (fL) 74,5±1,5 73,1±1,7 69,5±1,7 0,6 0,052 0,15 

HCM (pg) 23,2±0,5 23,5±0,6 22,0±0,5 0,7 0,17 0,06 
 

*Os valores de p que são significativos estão em negrito. 

 

Nota-se, pela Tabela 12, que as crianças com CD39 C>T possuem valores mais baixos de 

Hb total, a par de maior elevação dos reticulócitos, leucócitos e plaquetas, e do valor 

relativo da HbF. A concentração de HbA2, bem como os valores de VCM e HCM são 

equivalentes entre os três genótipos comparados na Tabela 12. 
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Tabela 13– Comparação de valores hematimétricos (± erro padrão da média) entre dois genótipos 

de Sβ+-talassemia moderada e três genótipos de Sβ+-talassemia leve 

 

 
a.IVS-I-6 

T>C e -29 
A>G (n=19) 

b. -101 C>T, -92 C>T e IVS-II- 

844 C>A cis IVS-II-839 T>C 

(n=6) 

Valor de p 

(a vs b) 

Hb total (g/dL) 10,88±0,20 12,73±0,29 0,0008 

Hb A (%) 23,58±0,38 44,38±0,38 <0,0000001 

Hb F (%) 5,27±0,85 1,58±0,29 0,001 

Hb A2 (%) 5,18±0,24 4,42±0,09 0,008 

Reticulócitos (%) 3,06±0,34 1,13±0,14 0,0003 

Leucócitos 
(x109/L) 

8,66±0,47 7,41±0,87 0,25 

Plaquetas (x109/L) 269,8±13,3 324,7±40,6 0,25 

VCM (fL) 71,2±1,3 77,6±0,9 0,001 

HCM (pg) 22,7±0,4 25,2±0,5 0,004 

 

*Os valores de p que são significativos estão em negrito. 

 

Nota-se, pela tabela 13, que é bastante acentuada a diferença entre os parâmetros 

hematológicos dos genótipos “leve” e “moderado” da Sβ+-talassemia, encontrados no 

presente estudo. As exceções ficaram por conta das contagens de leucócitos e plaquetas, 

equivalentes para os dois grupos mencionados. 

A tabela 14 compara parâmetros hematológicos entre as duas mutações Sβ0-Tal mais 

prevalentes no presente estudo (CD 39 C>T e IVS-I-1 G>A), quanto à co-herança de alfa 

talassemia. Todas as médias são equivalentes sob o ponto de vista estatístico. 
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Tabela 14- Comparação hematológica entre as mutações CD 39 C>T e IVS-I-1 G>A em relação à 

co-herança de alfa talassemia. 

 

 Co-herança de alfa 
talassemia em 
CD39 C>T 

Média Valor de 
p 

Co-herança de 
alfa talassemia 
em IVS-I-1 G>A 

Média 

Valor de 

p 
Hb total (g/dL) 4 genes (n=19) 8.0 0.44 4 genes (n=14) 7.9 

0.37 
   

8.4 
 2 ou 3 genes 

(n=2) 
 

7.3  

 2 ou 3 genes (n=3)   
 

Reticulócitos (%) 4 genes (n=19) 11.6 0.49 4 genes (n=14) 12.6 
0.59 

   
10.1 

 2 ou 3 genes 
(n=2) 

 
11.0  

 2 ou 3 genes (n=3)   
 

Hb F (%) 4 genes (n=19) 15.5 0.91 4 genes (n=14) 12.0 
0.24 

   
16.0 

 2 ou 3 genes 
(n=2) 

 
7.4  

 2 ou 3 genes (n=3)   
 

Hb A2 (%) 4 genes (n=19) 4.9 0.50 4 genes (n=14) 5.7 
0.17 

  
2 ou 3 genes (n=3) 

 
4.5 

 2 ou 3 genes 
(n=2) 

 
6.8  

Leucócitos (x109/L) 4 genes (n=19) 11.49 0.45 4 genes (n=14) 13.33 
0.90 

  
2 ou 3 genes (n=3) 

 
12.94 

 2 ou 3 genes 
(n=2) 

 
12.96  

Plaquetas (x109/L) 4 genes (n=19) 346.41 0.58 4 genes (n=14) 409.73 
0.49 

  
2 ou 3 genes (n=3) 

 
412.67 

 2 ou 3 genes 
(n=2) 

 
320.45  

VCM (fL) 4 genes (n=19) 73.4 0.38 4 genes (n=14) 70.6 
0.50 

   
81.8 

 2 ou 3 genes 
(n=2) 

 
74.5  

 2 ou 3 genes (n=3)   
 

HCM (pg) 4 genes (n=19) 22.7 0.24 4 genes (n=14) 21.4 
0.36 

   
26.2 

 2 ou 3 genes 
(n=2) 

 
22.8  

 2 ou 3 genes (n=3)     
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1.5 Caracterização clínica 

Todos os dados referentes aos eventos clínicos foram extraídos dos prontuários médicos da 

Fundação Hemominas. Como anteriormente referido, foram considerados os registros 

antes do início do uso da hidroxiureia ou do regime de hipertransfusão. 

Quanto ao exame de Doppler transcraniano, 70 crianças realizaram o exame até a data final 

de acompanhamento do estudo. Entre elas, 66 (94,3%) apresentaram baixo risco para 

doença cerebrovascular e duas (2,9%), risco condicional baixo. Uma criança (1,4%) teve 

acidente vascular cerebral (AVC) e uma, ataque isquêmico transitório (AIT). Os dois 

resultados de DTC condicional baixo foram observados em crianças com as mutações IVS-

I-5 G>A e IVS-I-110 G>A. O único caso de AVC foi observado em uma criança com a 

mutação CD 39 C>T e o caso de AIT foi observado em criança com mutação IVS-I-1 G>A, 

ambas Sβ0-tal. 

Na presente casuística, 60 crianças (69%) não apresentaram aumento considerável do baço 

e 27 (31%) apresentaram esplenomegalia. Dentre estas, 23 (85,2%) eram Sβ0-tal e 4 (4,2%) 

eram Sβ+-tal. No genótipo Sβ+-tal a esplenomegalia foi observada nas crianças com a 

mutação IVS-I-110 G>A. Apenas as crianças com a mutação IVS II 849 A>G (Sβ0-tal), 

não apresentaram eventos de esplenomegalia. Cabe resaltar que esplenomegalia causou 

hiperesplenismo clínico em três crianças (11,1%). 

Ainda de forma global e em termos absolutos, das 87 crianças com a mutação β-talassemia 

identificada, 73 (83,9%) tiveram registro de CVO, totalizando 665 eventos durante o 

acompanhamento; 14 (16,1%) das crianças não tiveram registro de CVO. 

Em relação a infecções, apenas 5 crianças (5,7%) não tiveram registro do evento nos 

prontuários médicos. Os genótipos que mais frequentemente associaram-se com infeção 

foram CD39 C>T e IVS-I-1 G>A. Em relação à síndrome torácica aguda, 48 crianças 

(55,2%) tiveram pelo menos um episódio durante o seguimento clínico. Os genótipos que 

mais frequentemente se associaram a esse evento agudo foram, CD39 C>T e IVS-I-5 G>A. 

Em relação a transfusões sanguíneas, 49 crianças (56,3%) receberam pelo menos uma 

transfusão, sendo igualmente mais frequentes nos mesmos genótipos já assinalados. 
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Levando-se em conta que o tempo de seguimento foi variável de criança para criança, como 

acontece com qualquer coorte, normatizou-se a frequência de eventos clínicos por 100 

pacientes-ano. A incidência de crises vaso-oclusivas para os 87 pacientes com a mutação β-

tal identificada foi de 83,6 eventos por 100 pacientes-ano (IC 95%: 77,4 – 90,2). A 

incidência de infecções foi de 65,0 eventos por 100 pacientes-ano (IC 95%: 72,9 – 85,4). A 

incidência de síndrome torácica aguda foi de 12,9 por 100 pacientes-ano (IC 95%: 12,0 – 

17,4) e a de transfusões foi de 16,9 por 100 pacientes-ano (IC 95%: 19,8 – 26,6). A tabela 

15 demonstra essas incidências de eventos clínicos por cada um dos genótipos de β-tal. 
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Tabela 15 - Incidência de eventos clínicos por 100 pacientes-ano. 

 

Mutação (n) 

 

Incidência de infecção 
(IC 95%)* 

 

Incidência de 
CVO (IC 95%)* 

 

Incidência de 
STA (IC 95%)* 

 

Incidência de 
transfusão (IC 95%)* 

 

-101 C>T (1) 

 

12,7 (1,54-45,8) 

 

12,7(1,54-45,8) 

 

0 

 

0 
 

-92 C>T (2) 

 

34,6(14,9-68,2) 

 

13 (2,68-37,9) 

 

0 

 

0 
 

-88 C>T (2) 

 

18,2(5,9-42,4) 

 

3,63(0,09-20,3) 

 

0 

 

0 
 

-29 A>G (9) 

 

54(39,4-72,3) 

 

32,4(21,4-47,2) 

 

8,4(3,4-17,3) 

 

1,2(0,03-6,7) 
 

IVS-I-1 G>A (16) 

 

122,6(105,1-142,6) 

 

114,6(97,3-133,9) 

 

40,1(30,2-52,2) 

 

44,5(34,1-57,2) 
 

IVS-I-2 T>C (1) 

 

94,8(47,3-169,7) 

 

86,2(41,3-158,5) 

 

25,9(5,3-75,6) 

 

60,3(24,3-124,3) 
 

IVS-I-5 G>A (6) 

 

105(68-155,1) 

 

137,5 (94-194,1) 

 

25,8(9,5-56,1) 

 

12,6(2,6-36,8) 
 

IVS-I-6 T>C (10) 

 

61,6(48,8-77,2) 

 

114,2(96-134,9) 

 

7,4(3,4-14) 

 

3,3(1-7,9) 
 

IVS-I-110 G>A (8) 

 

109,2(85,8-137,1) 

 

73,8(54,8-97,3) 

 

8,9(3,3-19,3) 

 

32,5(20,4-49,2) 
 

CD 39 C>T (22) 

 

89,6(76,9-103,9) 

 

97,2(84-112) 

 

10,6(6,6-16,3) 

 

35,4(27,6-44,8) 
 

IVS-II-1 G>A (4) 

 

54,7(34,7-82,1) 

 

45,2 (27,2-70,6) 

 

11,9(3,9-27,8) 

 

33,3(18,2-55,9) 
 

IVS-II-839 T>C e IVS- 
II-844 C>A em cis (3) 

 

18,9(6,9-44,1) 

 

11,3(2,3-33,1) 

 

0 

 

0 

 

IVS-II-849 A>G (2) 

 

107,4(51,5-197,5) 

 

139,6(74,4-23,9) 

 

42,9(11,7-110) 

 

0 
 

Poliadenilação (1) 

 

27,6(8,8-66,6) 

 

148,1(91,7-226,4) 

 

0 

 

13,8(1,7-49,9) 
*IC 95% pelo teste exato de Fisher 
CVO: crise vaso-oclusiva; STA: síndrome torácica aguda 
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As tabelas 16 a 18 comparam a incidência dos quatro eventos clínicos em alguns dos 

genótipos mais frequentes na casuística. 

 

Tabela 16- Incidência de eventos clínicos em alguns dos genótipos mais frequentes da casuística. 

Mutação (n) Incidência de 
infecção (IC 95%)* 

Incidência de 
CVO (IC 95%)* 

Incidência de STA 
(IC 95%)* 

Incidência de 
transfusão (IC 95%)* 

a. CD39 C>T (22) 89,6(76,9-103,9) 97,2(84-112) 10,6(6,6-16,3) 35,4(27,6-44,8) 

b. IVS-I-1 G>A (16) 122,6(105,1-142,6) 114,6(97,3-133,9) 40,1(30,2-52,2) 44,5(34,1-57,2) 

c. IVS-I-5 G>A (6) 105(68-155,1) 137,5 (94-194,1) 25,8(9,5-56,1) 12,6(2,6-36,8) 

d. IVS-I-110 G>A (8) 109,2(85,8-137,1) 73,8(54,8-97,3) 8,9(3,3-19,3) 32,5(20,4-49,2) 

Valor* de p (a vs b) 0,004 0,14 <0,0000001 0,23 

Valor* de p (a vs c) 0,46 0,1 0,12 0,09 

Valor* de p (a vs d) 0,18 0,09 0,89 0,83 
*IC 95% e testes comparativos pelo teste exato de Fisher; valores de p significativos, em negrito 
CVO: crise vaso-oclusiva; STA: síndrome torácica aguda 

Pela tabela 16, nota-se que as crianças com CD39 C>T, em relação àquelas com IVS-I-1 

G>A apresentaram incidência significativamente menor quanto às infecções e, 

principalmente, na incidência de síndrome torácica aguda. É relevante ressaltar que as 

crianças com as mutações IVS-I-5 G>A e IVS-I-110 G>A, tidas tradicionalmente como 

variantes Sβ+- tal graves, tiveram incidências de eventos clínicos, no mínimo, 

equivalentes sob o ponto de vista estatístico às crianças com CD39 C>T. No caso de 

infecções, crises dolorosas e síndrome torácica aguda, a incidência nas crianças com IVS- 

I-5 G>A foi até mais alta do que em CD39 C>T, embora sem alcançar significância 

estatística. 

 

Tabela 17- Comparação da incidência de eventos clínicos entre três genótipos de mutação de Sβ- 

talassemia. 

Mutação (n) Incidência de 
infecção (IC 95%)* 

Incidência de 
CVO (IC 95%)* 

Incidência de STA 
(IC 95%)* 

Incidência de 
transfusão (IC 95%)* 

a. CD39 C>T (22) 89,6(76,9-103,9) 97,2(84-112) 10,6(6,6-16,3) 35,4(27,6-44,8) 

b. -29 A>G (9) 54(39,4-72,3) 32,4(21,4-47,2) 8,4(3,4-17,3) 1,2(0,03-6,7) 

c. IVS-I-6 T>C (10) 61,6(48,8-77,2) 114,2(96-134,9) 7,4(3,4-14) 3,3(1-7,9) 

Valor* de p (a vs b) 0,002 <0,0000001 0,76 <0,0000001 

Valor* de p (a vs c) 0,007 0,17 0,47 <0,0000001 

Valor* de p (b vs c) 0,55 <0,0000001 0,99 0,65 
*IC 95% e testes comparativos pelo teste exato de Fisher; valores de P significativos, em negrito 
CVO: crise vaso-oclusiva; STA: síndrome torácica aguda 
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Pela Tabela 17, nota-se que as crianças com a mutação na região promotora -29 A>G e 

IVS-I-6 T>C têm curso clínico menos grave do que as com CD39 C>T. Comparando-se as 

duas mutações Sβ+-talassemia, à exceção das crises dolorosas, muito mais frequentes nas 

crianças com IVS-I-6 T>C, elas realmente comportam-se como formas de gravidade clínica 

moderada. 

Tabela 18 - Comparação da incidência de eventos clínicos entre dois genótipos de Sβ+-talassemia 

moderada e três genótipos de Sβ+-talassemia leve 

 

Mutação (n) Incidência de 
infecção (IC 95%)* 

Incidência de 
CVO (IC 95%)* 

Incidência de STA 
(IC 95%)* 

Incidência de 
transfusão (IC 95%)* 

a. IVS-I-6 T>C e -29 
A>G (n=19) 

58,5 (48,5-70) 80,1 (69,1-94,3) 7,81 (4,46-12,68) 2,44 (0,79-5,69) 

b. -101 C>T, -92 C>T, 

e IVS-II-839 T>C e 

IVS-II- 844 C>A em 

cis (n=6) 

23 (12,8-37,9) 12,2 (5,3-24,1) 0 (0, 5,61) 0 (0, 5.61) 

Valor* de p (a vs b) 0,0002 <0,0000001 0,02 0,5 
*IC 95% e testes comparativos pelo teste exato de Fisher; valores de P significativos, em negrito 
CVO: crise vaso-oclusiva; STA: síndrome torácica aguda 

 

Pela tabela 18, nota-se claramente que as crianças com formas consideradas de Sβ+-

talassemia leve realmente possuem curso clínico mais leve do que formas moderadas de 

Sβ+-talassemia. 

A tabela 19, demonstra os dados de eventos clínicos por 100 pacientes-ano referente à co-

herança de alfa talassemia. 

 

 

 

 

 

 

 



 

                                                                                                                      

                                                                                                                                                           92 

 

Tabela 19 Eventos clínicos por 100 pacientes-ano em relação à co-herança de alfa talassemia. 

Co-herança de alfa 

talassemia 

Incidência de infecção 

(IC 95%)* 

Incidência de CVO 

(IC 95%)* 

Incidência de STA 

(IC 95%)* 

Incidência de transfusão 

(IC 95%)* 

 

a. 4 genes (n=10) 

 

89,9 ( 76,1-105,5) 

 

102,5( 87,7-119) 

 

10,2(5,9-16,3) 

 

38,9(30,1-49,6) 

 

b. 2 ou 3 genes (n=10) 

 

88,4 (58,2-128,6) 

 

68,7(42,5-105,1) 

 

13,1(3,5-33,5) 

 

16,4(5,3-38,2) 

 

Valor* de p (a vs b) 

 

1 

 

0,09 

 

0,83 

 

0,06 

*IC 95% pelo teste exato de Fisher 
CVO: crise vaso-oclusiva; STA: síndrome torácica aguda 
 

Ainda quanto aos quatro eventos clínicos considerados, o grupo mais numeroso de crianças 

com CD39 C>T (n=22) foi analisado quanto a pertencerem ao subgrupo com haplótipo βS 

CAR ou Benin. As incidências de transfusões sanguíneas e de crises dolorosas foram 

equivalentes nos dois subgrupos (p=0,58 e p=0,75, respectivamente). As crianças com o 

haplótipo Benin apresentaram incidência de infecções e de síndrome torácica aguda um 

pouco superior às crianças com CAR (p=0,04 e p=0,03, respectivamente). 

Em relação ao sequestro esplênico agudo, 32 (35,9%) dos pacientes tiveram pelo menos um 

episódio. Entre eles, seis (18,8%) em crianças tidas como Sβ+- tal (mutações IVS-I-6 T>C 

e IVS-I-110 G>A) e 26 (81,2%) em crianças Sβ0- tal. 

O gráfico 7 mostra a curva de eventos de SEA de acordo com a idade ao primeiro evento de 

SEA. A idade do primeiro episódio variou de 5 meses a 7 anos e 7 meses. A probabilidade 

estimada de SEA foi de 41,2% ± 5,7%. 
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Gráfico 7 - Curva de probabilidade de ocorrência do primeiro episódio de SEA; método de Kaplan-Meier, 
função (1-Sobrevida). 
 

O gráfico 8 demonstra a comparação das curvas relativas ao primeiro episódio de SEA entre 

as crianças com mutações CD39 C>T e IVS-I-1 G>A (p=0,68). 

 

Gráfico 8 - Curva de probabilidade de ocorrência do primeiro episódio de SEA entre as mutações CD39 C>T 

e IVS-I-1 G>A; método de Kaplan-Meier, função (1-Sobrevida). A diferença entre as curvas não é 

estatisticamente significativa (p=0,68) 

Em relação aos dois haplótipos βS mais incidentes, CAR e Benin, nas crianças com CD39 C>T, 

também não se constatou diferença significativa na probabilidade do primeiro episódio de SEA 

(gráfico 9; p=0,98). 
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Gráfico 9 - Curva de probabilidade de ocorrência do primeiro episódio de SEA entre os haplótipos βS CAR 

e Benin nas 22 crianças com a mutação CD39 C>T; método de Kaplan-Meier, função (1-Sobrevida). A 

diferença entre as curvas não é estatisticamente significativa (p=0,98). 
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6 DISCUSSÃO 

As doenças falciformes são reconhecidas como problema de saúde pública no mundo e no 

Brasil. A população brasileira é caracterizada pela miscigenação, com grande contingente 

de imigrantes oriundos do continente africano e de países europeus (9,157). Dados 

censitários estimam que mais de 5,5 milhões imigrantes portugueses, italianos e árabes 

foram recebidos durante o fluxo migratório para o Brasil (13). 

 

O presente estudo é o primeiro em realizar no estado de Minas Gerais a investigação da 

associação entre a HbS e as mutações da beta talassemia, os haplótipos da beta globina, 

haplótipos da beta talassemia e co-herança da alfa talassemia. A relevância deste estudo 

está relacionada também pela quantidade e a variabilidade dos tipos de mutações 

encontradas. Determinante no percentual da HbA, essas mutações são fatores importantes 

na fisiopatologia da doença Sβ-Talassemia (68). Contudo, cabe ressaltar que ao se 

comparar a presente casuística com a literatura disponível, observa-se que existem poucos 

estudos. Além disso, esses estudos apresentam variabilidade de metodologias, número 

amostral, tempo de acompanhamento, idade e mutações identificadas, dessa forma, 

impossibilita comparações mais precisas. 

 

Inicialmente, a casuística foi composta por 127 crianças com perfil eletroforético sugestivo 

de Sβ-Tal. Com a realização do sequenciamento, foi possível identificar que algumas 

dessas crianças eram portadoras de outras hemoglobinopatias, entre elas, a Hb S/Hb Porto 

Alegre, HbSS, Hb S/Hb Saki Hb S/Hb Koln e Hb S/Yaizu. Essas hemoglobinas apresentam 

características que podem dificultar o diagnóstico diferencial com Sβ+ pelos métodos de 

IEF e/ou HPLC. Na literatura, alguns relatos de casos de pacientes classificados 

inicialmente como HbSS ou traço falciforme e, após a genotipagem, reavaliados como Sβ-

Tal (66,94). Em um dos relatos, o probrando diagnosticado inicialmente como traço 

falciforme e que, ao apresentar manifestações clínicas características de doença falciforme, 

foi submetido a testes moleculares de MLPA, e constatando-se que se tratava de uma deleção 

na região de β-LCR e na verdade, o fenótipo correspondia a uma Sβ+-Tal (94). Evidencia-

se, dessa maneira, a importância do uso da biologia molecular para acurácia do diagnóstico. 
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Em nosso estudo, o sequenciamento gênico permitiu a identificação de quatorze tipos de 

mutações causadoras de beta-talassemia das crianças atendidas no Hemocentro de Belo 

Horizonte. Em duas crianças, não foi possível detectar nenhuma mutação pontual. 

Possivelmente, o fenótipo beta-talassêmico está relacionado com outra herança genética, 

como deleções que, embora raras, são possíveis(71). Nesse caso, seria necessária a 

aplicação de outra metodologia para a identificação da mutação. 

As talassemias têm maior prevalência no Mediterrâneo e a sua distribuição no Brasil se 

deve ao processo migratório e de miscigenação. As regiões sul e sudeste apresentam maior 

prevalência de síndromes talassêmicas, devido às características da composição racial de 

caucasoides nessas regiões (22). Ao se comparar a casuística com outros estudos sobre a 

identificação das mutações causadoras da beta talassemia no Brasil, observa-se que o padrão 

do fluxo gênico é heterogêneo entre as regiões (16,18,112). . A mutação mais prevalente 

encontrada nesta casuística foi a CD39 C>T, corroborando com estudos anteriores 

realizados na região sudeste (108,109,113,114). Em um estudo de metanálise (162), a 

mutação CD39 C>T foi a mais prevalente em Portugal, seguida das mutações IVS-I-1 

(G>A), IVS-1-6 (T>C) e IVS-1-110 (G>A). 

Durante a colonização, os principais grupos trazidos pelos navios negreiros foram oriundos 

das regiões de Bantu (CAR) e Benin (12). Isso é corroborado com os resultados 

encontrados neste estudo sobre a maior frequência dos haplótipos CAR (58,1%) e Benin 

(29,1%). Além disso, outros estudos realizados no estado de Minas Gerais igualmente 

detectaram, também, a maior frequência dos haplótipos CAR e Benin em indivíduos com 

as doenças falciformes Hb SS e Hb SC (163,164), sugerindo o mesmo padrão de 

ancestralidade dos alelos βS. Acredita-se que os haplótipos possam interferir na gravidade 

da doença falciforme, possivelmente pela influência na concentração de HbF, sendo 

observado maiores níveis de HbF nos haplótipos Senegal e Árabe-Indiano (125,126). No 

presente estudo, não foi observada diferença com impacto clínico nas características 

fenotípicas dos indivíduos com os haplótipos CAR e Benin, assim como constatado 

anteriormente em nossas coortes de crianças HbSS e HbSC (163,164). 

Os haplótipos do alelo beta-talassêmico, assim como os haplótipos βS, têm papel 

fundamental no estudo da origem e distribuição dos alelos entre as populações. Por outro 

lado, grande parte dos estudos não avaliou a influência dos haplótipos beta- talassêmicos 

nos desfechos clínicos nem das talassemias, nem de pacientes com Sβ-Tal. Em um estudo 
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recente (99)  realizado na Índia, foi sugerido que os pacientes com haplótipo III teriam 

manifestações clínicas mais graves. Apenas um tipo de mutação (IVS-I-5 G>C) e um tipo 

de haplótipo βS (Árabe- indiano) foram incluídos nesse estudo, o que torna mais adequadas 

as comparações entre haplótipos de beta talassemia. Os haplótipos com maior frequência 

no presente estudo foram V (27,9%), II (15,2%) e I (13,9%) foram identificados 

principalmente nas mutações de origem europeia, como a IVS-I-110 G>A e a CD 39 C>T. 

Entretanto, alguns haplótipos são de origem africana, como os identificados nas mutações 

-29 C>T e – 88 C>T. Os haplótipos beta-talassêmicos não são restritos a uma única 

mutação e apresentam heterogeneidade em sua distriuição (120). Algumas mutações 

apresentaram padrões diferentes dos haplótipos beta-talassêmico originalmente descritos 

por Orkin (120). Entre elas a IVS-I-II T>C [     +-+-], IVS II-849 C>A e IVS-II-839T>C 

in cis [----++-+] e IVS-II- A>G [ --+-++--]. Cabe ressaltar que não há na literatura, outros 

estudos que descrevem esses padrões polimórficos nessas mutações. 

As comparações dos parâmetros hematológicos e clínicos entre Sβ0-Tal e Sβ+- Tal 

demonstraram que as mutações do alelo β-talassêmico são o principal fator modulador e o 

percentual relativo de HbA tem efeito protetor com relação à morbidade da doença, 

provavelmente, devido a diminuição da polimerização, falcização de hemácias e demais 

efeitos fisiopatológicos (79). As mutações encontradas na presente casuística foram 

distribuídas em quatro grupos distintos de acordo com a gravidade clínica: o primeiro 

compreendendo todos genótipos sem produção de HbA, considerados como da Sβ0-Tal: 

IVS-I-1 G>A, IVS-I-2 T>C, CD39 C>T, IVS-II-1 G>A e IVS-II-849 A>G. Além disso, 

foi incluída a mutação IVS-I-5 G>A, descrita na literatura como Sβ+-Tal (71). Na 

casuística, nenhuma das crianças com essa mutação apresentou HbA detectável por HPLC. 

Os indivíduos com o genótipo Sβ+-Tal foram distribuídos de acordo com a média de HbA 

e divididos entre grave, moderado e leve. Os indivíduos com a mutação IVS-I-110 G>A, 

com concentração relativa de HbA menor que 10%, foram incluídos no grupo das mutações 

Sβ+-Tal graves. Foram incluídas no grupo moderado os indivíduos portadores das 

mutações – 29 A>G, -88 C>T, IVS-I-6 T>C e na região de poliadelinação, com 

concentrações de HbA entre 16% e 26%. A maioria das mutações consideradas leves foram 

observadas na região promotora, como a -101 C>T, – 92 C>T e a mutação IVS-II- 839 e 

IVS-II-844 in cis, com maiores níveis de HbA. Indivíduos com a mutação IVS-II- 839 e 

IVS-II-844 in cis apresentaram fenótipo clínico muito brando, correspondente ao 
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percentual elevado de HbA. A identificação das mutações tem bastante importância, 

portanto, já que o tipo de mutação é o principal fator que condiciona a gravidade clínica. 

BO perfil hematológico de crianças com diferentes mutações Sβ0-Tal, de forma geral, é 

bastante semelhante. Isso sugere que as diferenças de perfil hematológico nas crianças com 

Sβ+-Tal ocorrem essencialmente pelo percentual relativo de HbA. Na literatura, como os 

dados são escassos, é difícil realizar comparações mais sistemáticas. De forma geral, nas 

comparações feitas entre mutações causadoras de Sβ0-Tal e mutações consideradas 

moderadas, observou-se maior comprometimento hematológico nos indivíduos Sβ0-Tal 

(67,91). Por outro lado, nas comparações restritas a mutações moderadas (–29 A>G e IVS-

I- 6 T>C), houve diferenças significativas apenas em dois parâmetros, Hb total e HbF. No 

estudo de Donaldson (165) observou-se que as mutações em regiões promotoras, estão 

relacionadas a maiores níveis de HbF. Isso é corroborado pelas observações na presente 

casuística. 

 

Quanto aos dados clínicos, a incidência de CVO é relativamente alta, pois 83,6% das 

crianças apresentaram pelo menos um episódio, o que indica que esse tipo de evento tem 

grande ocorrência na maioria dos genótipos. As crises vaso-oclusivas são uma das 

principais manifestações clínicas e sua patogênese envolve um complexo mecanismo 

(47,56). A manifestação clínica menos frequente foi a síndrome torácica aguda, com 

prevalência global de 12,9%. A avaliação dos dados clínicos entre as mutações revelou, de 

modo geral, que a incidência de eventos clínicos por 100 pacientes-ano foi semelhante nos 

genótipos Sβ0-Tal e IVS-I-110 G>A. Esses dados podem ser explicados pela baixa 

concentração de HbA observada na IVS-I-110 G>A. No presente estudo, o nível médio de 

HbA observado nas crianças que possuíam a mutação IVS-I-110 G>A foi baixo, 11,2 ± 0,7 

%, corroborando os dados observados por Boletini (89) e Adekulie (68). Nesses estudos, 

a mutação IVS-I-110 G>A também foi associada a uma apresentação clínica mais grave. 

Esses dados sugerem que a quantidade baixa de HbA não é suficiente para reduzir a 

polimerização das HbS e falcização das hemácias, levando a uma apresentação clínica tão 

grave quanto a observada na Sβ0-Tal. De forma semelhante, no estudo de Altay (90), os 

portadores da mutação IVS-I-110 G>A não apresentaram gravidade clínica 

significativamente diferente quando comparada à Sβ0-Tal. No presente estudo, observou- 

se associação da mutação IVS-I-110 G>A ao haplótipo beta talassêmico I, corroborando 



 

                                                                                                                      

                                                                                                                                                           99 

 

os achados de trabalhos anteriores (133,166,167). Esses dados sugerem origem europeia 

desse alelo no estado de Minas Gerais. 

A mutação IVS-I-5 G>A é originalmente descrita como Sβ+-Tal (71). A mutação IVS-I-5 

G>A afeta a sequência de consenso no sítio doador e diminui a eficiência do splicing 

(71,106). Essa mutação geralmente encontra-se associada com a deleção Corfu, uma das 

menores na região interveniente. Essa deleção pode fazer parte de um domínio onde a 

remoção da sequência de 72 kb está associada ao aumento da HbF. A deleção diminui a 

afinidade de fatores transcricionais, mas não inativa por completo a síntese da HbA (34, 

35). Entretanto, o nível de HbA produzida é insuficiente para inibir a falcização (170). No 

estudo de Li e colaboradores, foram relatadas duas crianças hispânicas (irmãos) com essa 

mutação. Na triagem neonatal, elas foram diagnosticadas com padrão Hb FS. Sem relato 

de transfusão em um período de 10 meses, ambas apresentaram níveis de HbA 

< 5%. No Brasil, o estudo de Bezerra (21) , relatou também essa mutação na região 

nordeste, com fenótipo grave. Tanto o estudo de Li e Bezerra , os autores não relataram a 

realização de testes para identificação da deleção de Corfu. Já na presente casuística, 

nenhuma das crianças apresentou percentual de HbA durante todo acompanhamento e a 

mutação não foi associada à deleção de Corfu. Não há estudo mais aprofundamdo sobre a 

modulação eventualmente determinado pela deleção Corfu. Além disso, outros fatores 

moleculares desconhecidos, também podem estar associados a essas modulações e ainda 

não foram descritos e requer um número amostral maior. De modo geral, os dados clínicos 

de quatro das seis crianças apresentaram risco condicional baixo no exame de Doppler. As 

incidências de infecção, STA e CVO foram maiores em relação as crianças com a mutação 

CD39 C>T, entretanto, sem valor significativo. Esses dados demonstram que o percentual 

de HbA não detectável nos indivíduos com essa mutação precisam de acompanhamento 

clínico conforme protocolo clínico destinado aos indivíduos Sβ0-Tal. 

Sob o ponto de vista clínico, indivíduos com a mutação CD39 C>T apresentaram aspectos 

clínicos mais graves, com o único caso de AVC observado na casuística. Dos 22 pacientes 

com essa mutação, 14 (63,64%) tiveram SEA. A mutação foi associada ao haplótipo II do 

alelo beta talassêmico. Além desse haplótipo, em outros estudos observou- se a associação 

da mutação CD 39 C>T com os haplótipos I e IX (120,167). Ao analisar a influência dos 

haplótipos CAR e Benin nas manifestações clínicas dessa mutação, de modo geral, os dois 

subtipos comportaram-se de forma semelhante, com exceção para infecção e STA. As 

diferenças observadas corroboram a hipótese de que o haplótipo CAR leva a quadro clínico 
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mais grave. Entretanto, o impacto clínico não é significativo, visto que a diferença nas 

incidências dos eventos nas crianças com os haplótipos CAR e Benin é pequena, 

inviabilizando a utilização do haplótipo como marcador de gravidade da Sβ-Tal. 

Dentro do grupo das mutações que afetam o processamento do RNA, a troca de nucleotídeo 

guanina para adenina na posição IVS-I-I G>A, impede o processo de emenda normal e a 

produção de RNAm é abolida (71) . Essa mutação é muito incidente no sul de Portugal e já 

foi descrita em menor proporção em outros países da bacia do Mediterrâneo (162,167). O 

haplótipo beta talassêmico mais frequente associado a mutação IVS-I-1 G>A foi o haplótipo 

V. Essa mutação também é descrita em associação com os haplótipos I, III e IX em menor 

proporção (26). Um indivíduo com essa mutação apresentou um caso de ataque isquêmico 

transitório (AIT). Observou-se que houve mais registros de episódios de STA, maior 

número de casos com SEA e infecções em comparação com a CD 39 C>T. A STA foi 

aproximadamente quatro vezes mais incidente nas crianças com a mutação IVS-I-I G>A, 

possivelmente pelo maior percentual de HbF observado nas crianças com a mutação CD 

39 C>T em relação a IVS-I-1 G>A. Não há na literatura dados comparativos entre essas 

duas mutações beta talassêmicas, em relação às manifestações clínicas da Sβ-Tal. Não 

houve diferença significativa entre indivíduos com genótipo HbSS e aqueles com essas 

mutações quanto a ocorrência de STA no estudo de Adekile (68). No nosso estudo, as 

diferenças entre os vários genótipos ficaram prejudicadas no que tange ao acometimento 

neurológico, pois a incidência de AVC e, mesmo, de resultados de Doppler transcraniano, 

é muito baixa para que sejam encontradas diferenças estatisticamente significativas 

Outras três mutações encontradas neste estudo afetam a região de junção de splicing, a 

IVS-I-II-T>C, IVS-II-I-G>A e IVS-II-849 A>G. Essa última ainda não foi relatada 

anteriormente no Brasil; tem maior distribuição entre os negros norte- americanos (71), e 

observada também na Venezuela (171) e Jamaica (170). Nos estudos brasileiros, a IVS-II-

I-G>A foi descrita apenas no estado do Amazonas, com a frequência de 2,7%, sendo que 

não houve avaliação dos aspectos clínicos (18). Na presente casuística, o número de 

pacientes é muito baixo para se fazerem ilações mais detalhadas sobre o comportamento 

clínico e hematológico dessas mutações. 

 

Na comparação entre os grupos de crianças portadoras das mutações consideradas 

moderadas (IVS-I-6 T>C e -29 A>G) e leves (-101 C>T, -92 C>T, e IVS-II- 839 T>C cis 
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IVS-II- 844 C>A), notaram-se diferenças significativas nos eventos clínicos e nas 

características hematológicas. Sob o ponto de vista hematológico, com exceção do 

percentual de plaquetas e leucócitos, todos os parâmetros apresentaram diferenças 

significativas, principalmente o percentual de HbA. Em relação à incidência dos eventos 

clínicos, notou-se também acentuada diferença, com exceção da incidência de transfusão. 

A principal discrepância entre os grupos moderado e leve foi na incidência de crises de 

vaso-oclusão, muito mais frequentes nas crianças portadoras de mutações classificadas 

como moderadas. Esses dados mostram que a concentração de HbA é inversamente 

proporcional à gravidade clínica. 

A mutação IVS-I-6 T>C foi a terceira mais frequente na presente casuística. Dados de 

Cabral (17) e Araújo (19) demostraram que essa mutação é mais frequente na região 

nordeste do Brasil, com frequência de 53,8% e 62,8% respectivamente. O Doppler 

transcraniano indicou baixo risco de doença cerebrovascular e somente um paciente teve 

SEA. Entretanto, nove dos dez pacientes tiveram pelo menos uma CVO. Comparando-se 

com as crianças com a mutação -29 A>G, observou-se diferença significativa nos eventos 

de CVO. A taxa foi aproximadamente três vezes maior para as crianças com IVS-I-6 T>C. 

Nesses casos, as crianças portadoras dessas mutações, não apresentaram grandes 

discrepâncias em relação ao nível de HbA. Por outro lado, a média de HbF foi maior nas 

crianças com a mutação -29 A>G, sugerindo que o menor número de CVO possa estar 

relacionado a concentração de HbF. De forma geral, ambas foram consideradas moderadas, 

levando em consideração os outros eventos clínicos avaliados nessa casuística. 

A prevalência de esplenomegalia nessa casuística foi de 31%. Em concordância com outros 

estudos (12,69). A prevalência foi maior em pacientes com o genótipo Sβ0-Tal. Cabe 

ressaltar que somente as crianças Sβ+-Tal com a mutação IVS I 110 G>A apresentaram 

esplenomegalia, sugerindo, mais uma vez, que o baixo percentual de HbA nesses casos não 

exime esses pacientes de terem manifestações clínicas similares às observadas em Sβ0-Tal 

. Em outros estudos previamente publicados (70,72), os pacientes com Sβ+-Tal foram mais 

propensos a ter esplenomegalia em comparação aos com Sβ0-Tal. Entretanto, esses últimos 

estudos não avaliaram todos os possíveis moduladores  que poderiam influenciar no 

desfecho clínico e, além disso, em alguns deles, o número amostral foi muito pequeno para 

comparações estatísticas. 
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Mutações nas regiões promotoras podem produzir percentual considerável de HbA (67). 

Dentro do grupo de mutações transcricionais, a mutação -101 C>T foi observada em apenas 

um (1,1%) caso. Descrita em outros estudos como uma mutação silenciosa, essa mutação 

afeta a caixa CACCC, levando à leve redução do nível transcrição do gene da β-globina 

(71,172,173). Embora o número amostral seja pequeno, os dados clínicos referentes a essa 

criança estão de acordo com o descrito na literatura (172,173). O nível de HbA de 45,1 

(g/dL) explica o fenótipo oligossintomático (67). 

 

A mutação – 92 C>T é reportada na Sicília. Na presente casuística, foi associada a nível 

elevado de HbA, corroborando outros estudos que a caracterizaram como uma mutação 

silenciosa que leva a um fenótipo quase assintomático (71,84,88). Os parâmetros 

hematológicos encontravam-se dentro da faixa dos valores de referência, com exceção da 

HbF e a HbA2. As crianças portadoras dessa mutação não apresentaram manifestação 

clínicas como esplenomegalia, SEA, STA e CVO. Geralmente, níveis de HbA superiores 

a 30% levam a um curso clínico mais brando (87). 

 

A troca do nucleotídeo citocina por timina diminui a transcrição do gene da beta-globina 

devido à redução da ligação por fatores transcricionais e promove a transcrição da cadeia 

delta. Essas alterações são desencadeadas pela mutação na região promotora, a – 88 C>T. 

Ela possui maior incidência em negros americanos, africanos e indianos (71,174). Já na 

população em estudo, apresentou uma frequência de 3,3%. O nível médio de HbA produzida 

foi de 15,1% ± 6,0. Os valores de HbF 13,3 g/dL (± 8,1) estão de acordo com a literatura 

(174). Em outro estudo, realizado na Jamaica, as comparações entre os índices 

hematológicos das mutações que causam Sβ+-Tal (-88 C>T, -29 A>G, IVS- 6 T>C e Poli A 

(67) revelaram que dentre essas mutações, a -88 C>T apresentou níveis maiores de HbF, 

VCM e HCM. No presente estudo, as manifestações clínicas dos portadores dessa mutação 

foram brandas, com apenas um episódio STA relatado, além de baixo risco para doença 

cerebrovascular pelo exame de Doppler. 

A mutação – 29 TATA box, embora frequentemente relacionada a apresentação clínica 

branda, foi associada em outros estudos a desfechos clínicos mais graves relacionados com 

a viscosidade do sangue (67,81). Na presente casuística, as crianças com a mutação – 

29 TATA box apresentaram uma média de três CVO, com número máximo de onze 
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episódios. Dos nove pacientes com essa mutação, cinco tiveram STA e em média de 2 

(±3,4) episódios no período. A mutação – 29 TATA box ocorreu em conjunto com os 

haplótipos β-Tal I e IX, dado que corrobora estudo previamente publicado (166).  

A clivagem do transcrito de RNA precisa ser eficiente em ambas as extremidades 5´ e 

3´(71). Mutações na região conservada AATAAA modificam uma porção do sinal de 

reconhecimento para clivagem do precursor mRNA da beta-globina, formando transcritos 

de RNA longos (71,120). A mutação na região de poliadenilação AATAAA>AACAA tem 

origem étnica entre negros norte-americanos (71). A frequência na presente casuística foi 

muito baixa, apenas uma criança (1,1%). O percentual médio de HbA observado foi de 

16,4%. Dados comparativos de Serjeant sobre as mutações do tipo III, a poli A apresentou 

menores níveis de Hb A2, HbF, Hb, VCM e HCM e maiores níveis de reticulócitos em 

relação a -88 C>T (67). Esses achados são semelhantes ao do presente estudo. A criança 

que possuía essa mutação apresentou baixo risco para doença cerebrovascular e ausência 

de manifestações clínicas como esplenomegalia, STA e SEA. 

Os parâmetros hematológicos e clínicos da doença falciforme podem ser influenciados 

também pela co-herança da alfa talassemia (151). Entre as crianças que realizaram os 

exames para o diagnóstico da co-herança da alfa talassemia, 22,7% apresentaram um ou 

dois genes alfa afetados. 

Os efeitos da co-herança da alfa-talassemia em indivíduos com Sβ-Tal ainda não são bem 

compreendidos e há controvérsias na literatura. Alguns autores estabelecem que a alfa-

talassemia seria um forte modulador para Sβ-Tal (65,81), porém outros estudos não 

encontraram valor significativo em suas comparações (68,155,175). Alguns estudos 

tiveram um número limitado de pacientes com Sβ-Tal, o que dificulta fazer uma inferência 

mais apurada sobre os resultados encontrados. A co-herança de alfa-talassemia não teve 

influência significativa nos parâmetros hematológicos das crianças com as mutações de 

maior frequência neste estudo, a IVS-I-1 G>A e a CD 39 C>T. Referente aos dados 

clínicos, a co-herança de alfa-talassemia também não apresentou valores significativos. 

Portanto, nessa coorte, a alfa talassemia não foi considerada um modulador da Sβ-Tal. 

Contudo novos estudos são necessários para compreender a influência da co-herança de 

alfa talassemia no fenótipo de indivíduos com Sβ-Tal, com maior amostragem, 

principalmente em relação as mutações com baixa frequência nesse estudo.  
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A única triplicação de genes alfa observada foi encontrada em um paciente com a mutação -

29 Tata box. O favorecimento do desequilíbrio entre as cadeias α e β podem agravar a doença. 

Dados de Mikobi e colaboradores (159), demonstraram que os níveis de HbF foram 

significativamente menores no grupo de pacientes com triplicação. Entretanto, no presente 

estudo, o nível de HbF observado foi maior em relação as crianças que não apresentaram a 

triplicação. Mas o número foi muito pequeno para inferências estatísticas. 

Em síntese, o presente estudo mostrou que é fundamental a identificação do tipo de mutação 

do alelo beta talassêmico, em ambos os genótipos Sβ+-Tal ou Sβ0-Tal, não sendo suficiente 

somente a caracterização fenotípica, devido a amplas variações clínicas e hematológicas 

observadas em Sβ+-Tal, com variações da produção das cadeias β. Os resultados 

encontrados corroboram que quanto maior o percentual de HbA residual, menor a gravidade 

da Sβ-Tal. Um fator que merece investigação futura é a influência dos níveis de HbF no 

fenótipo da Sβ-Tal. No nosso estudo, o maior percentual de HbF em algumas mutações do 

alelo talassêmico, foi sugestivo para uma menor incidência de eventos clínicos, uma vez 

que a HbF inibe a polimerização da HbS e sua participação na copolimerização é menor 

em relação a HbA e de acordo com Steinberg e colaboradores , apenas 10 pg de HbF,  seria 

necessária para reduzir a polimerização da HbS (50). 

Como a distribuição das mutações da beta talassemia é heterogênea, a principal dificuldade 

do estudo foi justamente realizar comparações com os poucos dados existentes na literatura. 

Em grande parte, os estudos, mesmo internacionais, não avaliaram os parâmetros 

moduladores investigados nesta casuística. Da mesma forma, muitos estudos também não 

identificaram as mutações causadoras de beta-talassemia. A baixa frequência de algumas 

mutações, tanto neste estudo, como em outros, foi um fator limitante para uma avaliação 

mais apurada dos dados observados. Outros fatores genéticos, além do alelo beta 

talassêmico, podem estar modulando as características clínicas e hematológicas nesses 

pacientes, mas tal estudo requer um número ainda maior de pacientes e o uso de outras 

metodologias para identificação em investigações futuras
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7 CONCLUSÃO 

• A incidência relativa da Sβ-Tal na amostragem, representa cerca de 6% do total de 

casos com doença falciforme. O subtipo Sβ0-Tal é um pouco mais frequente que o Sβ+- 

Tal. 

• Os diferentes alelos beta-talassêmicos são o principal fator modulador das 

manifestações clínicas e hematológicas da doença falciforme Sβ-talassemia. 

• Os parâmetros hematológicos e a incidência de manifestações clínicas são bastante 

semelhantes nas crianças com os diferente alelos Sβ0-Tal. Há, entretanto, algumas 

características específicas em algumas delas que necessitam de número mais elevado 

de casos para que se confirmem os achados do presente estudo. 

• Na mutação β-Tal IVS-I-5 G>A, presente em seis casos na presente casuística, não há 

produção de HbA detectável por HPLC. As manifestações clínicas e hematológicas 

não se distinguem de mutações tipicamente consideradas como causadoras de Sβ0-Tal. 

• Na mutação β+-Tal IVS-I-110 G>A, presente em oito casos na casuística, a produção 

de Hb A está presente, mas em pequena quantidade, o que é insuficiente para amenizar 

o quadro clínico e hematológico, devendo ser considerada, a nosso ver, uma forma 

grave de Sβ+-Tal, indistinguível das formas de Sβ0-Tal. 

• Os diversos genótipos de Sβ+-Tal não podem ser considerados num único grupo 

quando de análises clínicas e de dados hematológicos. Na presente casuística, foram 

notadas diferenças muito significativas entre fenótipos "leves" (-101 C>T, -92 C>T, e 

IVS-II-839 T>C e IVS-II- 844 C>A em cis) e "moderados" (IVS-I-6 T>C e -29 A>G). 

Para as demais mutações encontradas, o número de casos é muito restrito para tentar 

sua classificação adequada. 

• O alelo β-tal, na maioria das vezes, teve origem europeia. Como esperado, vários alelos 

β+-Tal, principalmente os localizados na região promotora, tiveram provável origem 

africana. 
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• A mutação CD39 C>T, mais incidente na casuística, está de acordo com as 

observações em outros estudos do Brasil, demonstrando forte associação com o fluxo 

gênico do alelo β-talassêmico proveniente da Itália. 

•  AVC foi identificado somente no paciente com a mutação CD39 C>T e o AIT foi 

observado em uma criança com a mutação IVS-I-I G>A, corrobora com o tipo de 

genótipo associado, o Sβ 0-Tal, onde não há produção de HbA. 

• Nas mutações IVS-I-5 G>A e IVS-I-110 G>A foi observado pelo DTC, risco 

condicional baixo para AVC e AIT, demonstrando que genótipos Sβ +-Tal, com baixos 

percentuais de HbA, também são susceptíveis para estas manifestações clínicas. 

• A frequência de co-herança de talassemia -α3.7 em Sβ-Tal , foi inferior à das crianças 

SS, pois apenas um dos pais (o que tem o alelo βS) geralmente proveio de ancestrais 

africanos, reconhecidamente portadores de prevalência mais elevada do alelo -α3.7 do 

que a população europeia. 

•  A co-herança de alfa talassemia não teve influência significativa nos parâmetros 

hematológicos e clínicos. 

• A incidência dos haplótipos βS corrobora com outros estudos da doença falciforme no 

estado de Minas Gerais e confirma o mesmo padrão de distribuição dos alelos africanos 

em nossa população. Os haplótipos CAR e Benin não tiveram diferenças expressivas 

nos parâmetros hematológicos e na incidência de eventos clínicos. 

• O sequenciamento do gene da beta globina é essencial no diagnóstico preciso e na 

determinação dos genótipos de Sβ-Tal, principalmente em populações nas quais a 

diversidade étnica é muito grande. 

• A caracterização clínica, hematológica e as bases moleculares dos genótipos Sβ-Tal é 

útil para o prognóstico e um manejo terapêutico mais adequado para pacientes com 

esse subtipo de doença falciforme. 
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9 ANEXOS 

9.1 Anexo 1: Comprovante de Aprovação no Comitê de Ética em Pesquisa da 

Fundação Hemominas 
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9.2 Anexo 2 :Termo de consentimento livre e esclarecido 
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9.3 Anexo 3: Termo de assentimento livre esclarecido 
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