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RESUMO

A SPB-talassemia (SP-tal) ¢ uma hemoglobinopatia heterozigética , caracterizada pela presenca
de um alelo BS associado com alelo beta-talassémico. O nivel residual de producao da HbA ¢
o principal fator preditivo. Moduladores genéticos podem influenciar na heterogeneidade,
como os hapldtipos e a co-heranca da talassemia alfa. O objetivo do estudo foi estimar a
incidéncia e descrever caracteristicas moleculares, hematologicas e clinicas em coorte de
recém-nascidos (RN) com Sf-tal e triadas pelo Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais
e acompanhadas na Fundacdo Hemominas. As mutagdes foram identificadas por
sequenciamento. A genotipagem dos haplétipos BS e B-tal foi realizada por reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricio (RFLP) ou
sequenciamento. A identificagdo das dele¢des e da triplicacdo de genes da globina alfa foi
realizada por gap-PCR multiplex. A identificacdo da dele¢do de Corfu em pacientes com IVS-
I-5 G>A foi realizada por meio de Amplificacdo Multiplex de Sondas Dependente de Ligag¢ao
(MLPA). A concentracao relativa das fracdes de hemoglobina foi f eita na grande maioria
dos casos, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A incidéncia de SPB-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 SB 0 -tal (54,7%) e 24 com SP +-tal (45,3%). Para descri¢do das caracteristicas da SP-
tal foram analisadas 89 criancas (83 familias) com média de idade de 10,9 anos. Foram
identificados 14 mutagdes: 22 (24,7%) com CD39 C>T; 16 (18,0%) com IVS-I-1 G>A; 10
(11,2%) com IVS-1-6 T>C; 9 (10,1%) com -29 A>G; 8 (9,0%) com IVS-I-110 G>A; 6 (6,7%)
com IVS-1-5 G>A; 4 (4,5%) com IVS-1I-1 G>A; 3 (3,4%) com IVS-II-839 T>C e IVS-I1-844
C>A,emcis ; 2 (2,2%) com -88 C>T; 2 (2,2%) com -92 C>T; 2 com (2, 2%) IVS-I1-849 A>G;
e um (1,2%), cada, com -101 C>T, IVS-I-2 T>C e poliadelinagio AATAAA>AACAAA. Em
duas criangas, a mutagdo B-tal ndo foi identificada. Nas criancas com a mutacao [VS-I-5 G>A,
ndo se detectou a dele¢do Corfu. Os haplotipos S mais frequentes foram CAR e Benin. Em
relacdo aos haplétipos B-talassémicos, os mais frequentes foram I, IT e [V. Quanto a co- heranga
de alfa talassemia, 68 (79%) tinham genoétipo selvagem (ao/aa), 16 (18,6 %) eram a/-a 3.7
uma era -0 3.7 /-a. 3.7 e uma tinha triplicagdo do gene alfa (ao/aaa3.7). A incidéncia de eventos
clinicos por 100 pacientes-ano foi semelhante nos gendtipos SB0-tal e nas mutagdes [VS-1-110
G>A e IVS-I-5 G>A. Nesta ultima, a concentracdo de HbA por HPLC foi nula em todas as seis
criangas e grave o quadro clinico. Notou-se, ainda, que o quadro clinico e laboratorial dos
outros genotipos SP +-tal (Hb A acima de 10%) sdo distintos entre si e que € falacioso agregar,

como em alguns relatos na literatura, todas essas mutagcdes num tnico grupo. Concluimos que



a incidéncia relativa da SB-tal em Minas Gerais representa cerca de 6% do total de casos com
doenga falciforme. A identificagcdo correta da da mutacdo auxilia no prognodstico da doenga e
na ado¢do de medidas preventivas, visando a sobrevida com mais qualidade desse grupo de

pacientes.

Palavras-chave: Hemoglobinopatia. SP-talassemia. Haplotipos. Triagem

Neonatal.



ABSTRACT

The SP-thalassemia (SP-tal) is a hemoglobinopathy heterozygous, characterized by the
presence of a BS 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 SB-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 BS and
B-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 Sp-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 S 0
-tal (54.7%) and 24 with S + -tal (45.3%). To describe the characteristics of Sp-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-1-6 T> C; 9 (10, 1%) -29 A> G; 8 (9,0%) IVS-1-110 G> A; 6 (6, 7%) IVS-1-5 G> A;
4 (4,5%) IVS-1I-1 G> A; 3 (3,4%) IVS-11-844 C> A e IVS-11-839 T> C; 2 (2,2%) -88 C>
T;2(2,2%)-92 C>T,; 2 (2,2%) IVS-1I-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 SB+ -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 SB-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 SB0-Thal
subtype was 1:40,670 and that for SB+Thal, 1:49,140. The most commos S haplotypes
were CAR and Benin, in this order. In relation to - thalassemic haplotypes, the most
prevalent were I, IT and IV. As far as the co- inheritance of alpha thalassemia, 68 (79%)
had wild genotype (ao/aa), 16 (18.6%) were a/-a3.7; one was -a3.7/-a3.7, and one had

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



100 patient-years was similar for the SPO- Thal genotypes and for the IVS-I-110 G> A
and IVS-1-5 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 Sp+-
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 SPB-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. Sp-thalassemia. Haplotypes. Neonatal Screenining.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

As hemoglobinopatias sdo um grupo heterogéneo de doencas que afetam os genes da
hemoglobina e apresentam morbidade e mortalidade relevante em todo o mundo (1,2).
Consideradas como doencas multissistémicas, afetam varios 6rgaos e tem grande variacao nas
manifestagdes clinicas (3,4). Sao doengas autossomicas e sao subdivididas em dois grupos, as
hemoglobinopatias estruturais, por troca de aminoacidos, e as talassemias, por deficiéncia da

sintese de cadeias que compdem a hemoglobina (4).

As doengas falciformes sdo caracterizadas pela presenca do alelo P° em homozigose (anemia
falciforme) ou do alelo BS em heterozigose composta com outra mutacdodo gene HBB que resulte
em subtipo clinico no qual a HbS tenha concentragdo superior a 50%.Essa maior concentracao
de HbS propicia a falcizacdo das hemacias (1,5,6). Embora determinada primariamente por uma
unica mutacdo, as doengas falciformes apresentam ampla variacdo fenotipica, atribuida a
moduladores genéticos e fatores ambientais que influenciam na diversidade clinica (7,8).

A doenga falciforme no Brasil ¢ considerada problema de saude publica. Nesse contexto, em
2001, por meio da portaria n° 822/01, a detec¢do das hemoglobinopatias foi incluida no
Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) (9). No estado de Minas Gerais,a taxa de
incidéncia da doenca falciforme ¢ 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
municipios mineiros com estimativa de cobertura de 94% dos recém nascidos (10). Os demais

sdo testados em laboratorios privados.

O alelo HbS foi introduzido no Brasil pelo comércio de escravos no periodo colonial. Ao longo
de 300 anos, escravos de diferentes regides da Africa foram trazidos para o Brasil. Além disso,
movimentos imigratorios de algumas regides da Europa e da Asia, em propor¢do muito inferior,
introduziram mutagdes de beta talassemia no pais (11-13). Configura-se, portanto, uma
heterogeneidade de genotipos de doenga falciforme encontradosno Brasil. O gendtipo mais
prevalente em nosso meio ¢ o da anemia falciforme (Hb SS), seguida de outras variantes em
estado de heterozigose composta, tais como Hb SC, Hb SP- talassemia (Hb Sp-tal) e
HbSDP"i(14,15).
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Estudos anteriores demonstraram que cada regido geografica do pais apresenta caracteristicas
proprias quanto a frequéncia das diferentes mutacdes para os alelos - talass€émicos no locus da
B-globina (16-20). Essa variacdo reflete a composicdo das populacdes ancestrais e a
intensidade de miscigenacao (16,17,21,22). A frequéncia e adistribuicdo das mutacdes

causadoras de B-Tal em Minas Gerais sdo desconhecidas.

A interacdo do alelo B* com as mutagdes B-Tal e a importancia destes distirbios € pouco
compreendida e existem poucos dados clinicos sobre a SB-Tal a nivel nacional e internacional.
Da mesma forma, ndo existem dados sobre as consequéncias clinicas e laboratoriais da
associacdo dos diversos gendtipos da SPB-Tal com a co-heranga de alfa talassemia e com os
haplotipos da beta globina em individuos com Hb Sp-tal em Minas Geraise no Brasil, e ha
poucos estudos realizados no mundo. Além disso, ndo ha determinagdes precisas da incidéncia

da SB-Tal no Brasil (12).
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2  REVISAO DE LITERATURA
2.1 Estrutura e funcio da hemoglobina

A molécula da hemoglobina ¢ a principal proteina intracelular dos eritrocitos e
apresenta estrutura quaterndria constituida por quatro subunidades. As subunidades sdo
cadeias polipeptidicas compostas, no caso da Hb A, por duas cadeias alfas () e duas cadeias
betas (B), com 141 e 146 aminoacidos respectivamente (a232). Cada uma das quatro cadeias
se liga a um grupo heme que ¢ responsavel pelo transporte de oxigénio para os tecidos

(15,23,24).

A sintese das cadeias da hemoglobina humana é regulada por um padrio de genes
que estdo localizados em cromossomos diferentes (25,26). O cluster do gene da globina alfa
encontra-se no brago curto do cromossomo 16 (16p13.3) e localizam-se nessa regido os genes
ou pseudogenes (, pa, al e a2. O cluster do gene da globina beta situa-se no brago curto do
cromossomo 11 (11p15.5) onde estio localizados os genes ou seus pseudogenes €, Gy, Ay,

B, 6 e B (24,27,28).

HBB. cromossomo 11p15.15

[
Gy Ay

£
B-LCR D H

5 B

i
Y

G { Ha pa oy oy 2]
L

HBA. Cromossomo 16pl3.3

5

Hb Gowerl 7 ¢ ) HbF (Y- Hba (a,p,)
Hb Gower 2 (a,&,)
Hb Portand (Z.y.)

Hemoglobinas

Periodos Embrionario — Fetal — Adulto

Figura 1- Representag@o esquematica da mudanga no padrdo de expressao dos genes do agrupamento da f—
globina no cromossomo 11 e a-globina no cromossomo 16. Os genes sdo arranjados em ordem linear ¢ a
sequéncia de ativagdo ¢ a mesma ordem de arranjo nos cromossomos. Modificado de SCHECHTER, 2008
(24).
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O padrao de transcricdo dos genes da hemoglobina ¢ alterado nos eritrocitos
durante o desenvolvimento embrionario, fetal, neonatal e adulto (24). Na fase embrionaria,
predominam as hemoglobinas Gowerl ({2¢2), Gower 2 (a.e2) € Portland (1 e 2) ({>y.). Nos
ultimos dois trimestres de gestagao, predomina a Hb fetal HbF(a.,y,)(24,27,29). Apos o sexto
més de nascimento, os niveis de HbA (o2f2) atingem niveis relativamente estdveis em

individuos saudaveis (Figura 2).

Nos individuos saudaveis , a HbA (02f2) representa aproximadamente 97%, a
HbA> (0202), 2-3% ¢ a Hb fetal (02y2), 0-2% (24,30)(Figura 2). O equilibrio entre as sinteses
de globinas alfa com as globinas beta proporciona a estabilidade da hemoglobina sendo
primordial para o funcionamento de processos fisiologicos € metabolicos que ocorrem no
interior das hemécias. Quaisquer disfun¢des nos mecanismos genéticos da molécula da Hb
que resultem em diminui¢dao ou auséncia da sintese ¢ na estrutura da heméacia ocasionam

espectros fenotipicos de talassemias ou de doengas falciforme.

Sacovitelino Figado Bago Medula ssea

!

100

Sintese daglobina (%)

Figura 2- Representacdo esquematica do padrao de sintese e expressao de cada gene da globina durante o

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

As hemoglobinopatias sdo um grupo heterogéneo de doencas caracterizadas por
mutacoes dos genes da globina. Esses disturbios afetam o ritmo de sintese da taxa de
expressaogénica ou a estrutura dos polipeptidios responsaveis pela composicao das
cadeias globinicas (31). Com elevada prevaléncia, estima-se que 7% da populacio
mundial seja acometida por hemoglobinopatias; dessas, 40% sdo 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
aminodcidos e sdo conhecidas como variantes estruturais da Hb. O outro grupo ¢
caracterizado pela diminui¢do ou auséncia da sintese de uma ou mais cadeias de globina

e sdo denominadas talassemias(4,32—-34).

Como j4 referido anteriormente, a doenca falciforme é causada pela variante B> em
estado homozigodtico (anemia falciforme) ou em dupla heterozigose com outras

mutagdes, como as de B-tal. .

As mutagdes que podem acometer o alelo talassémico, resultam o desequilibrio na
producao das cadeias da hemoglobina. As talassemias sdo classificadas conforme o tipo
decadeia, cuja a sintese foi prejudicada por mutagdes. Essas mutacdes podem ser de base
unica,delecdes ou insercdes, e sdo distribuidas ao longo dos clusters alfa ou beta. Assim

como a doenga falciforme, apresenta ampla variedade de manifestagdes clinicas (31,36).

2.2 Doenga Falciforme

A doenca falciforme ¢ considerada o transtorno hereditario mais comum em
todomundo. A variante do alelo da HbS ¢ caracterizado como autossomico recessivo ¢ a
doenca écausada, primariamente, pela substituicdo de unico nucleotideo no gene da globina

beta. (35,37,38).

A mutacdo missense no sexto codon do gene da globina beta (HBB) leva a troca do sexto
aminodcido da cadeia polipeptidica, 4cido glutdmico por valina (beta 6 (A3)Glu>Val)

(globin.bx.psu.edu). Assim, em vez de uma Hb normal (Hb A), ¢ transcrita a Hb S(39,40).
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A substitui¢ao do acido glutamico (hidrofilico) pela valina (hidrofobica) faz comque a HbS
estabeleca interagdes hidrofobicas com outras deoxi-HbS na cadeia -globina (41).A HbS
desoxigenada polimeriza e formam longos filamentos, que alteram a morfologia das
hemadcias. (26,42,43). Com o acimulo de Ca ", perda de H,O e perda de K* , a hemaécia
desidrata, sofre oxidacdo e lesdes na membrana que desencadeiam processos de hemolise

oude vaso oclusao (6, 30,44) (Figura 3).

Os individuos podem ser acometidos por apenas uma ou mais variantes € o quadroclinico
depende tanto da interagdo entre elas , quanto de moduladores genéticos ( haplétipos da B,
concentracdo de HbF e a co-heranga de a-tal) e fatores ambientais. Os fatores ambientais
também exercem importante papel na gravidade clinica. Entre eles, estdo acondicio
socioeconOmica , acesso a assisténcia médica dos portadores da doenga como, por exemplo,
triagem neonatal, imunizagdes, profilaxia antibiotica, hidratagdo, terapias de intensificacao

(hidroxiureia, regime de transfusdes cronicas e transplante de medula 6ssea) (30,47).

Segundo dados do Nupad, a incidéncia de doenca falciforme em Minas Gerais ¢ de 1:1.400
recém-nascidos. Os genotipos da doenga falciforme mais comuns em nosso meio sdo: Hb
SS, Hb SC, Hb SB-talassemia (Hb SP-tal) e HbSDP'2*(14,48.49). A deteccio das diversas

formas da doenca falciforme requer diagndstico laboratorial preciso.

Hemécia
oxigenada

SN

Processo reversivel

Polimerizacdo

P\

- :
=E‘ ldesoxiéenada-ﬂ
P o
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Figura 3 - Representagdo esquematica do processo de polimerizagao da HbS em baixa concentragdo de oxigénio;

modificado de KATO, 2018 (35).
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2.3 Fisiopatologia e manifestacoes clinicas da doenca falciforme

A doenca falciforme tem caracteristicas multisistémicas que comprometem a
qualidade e a expectativa de vida dos pacientes acometidos. O espectro clinico da doenga ¢

muito variavel, podendo ir de manifestagdes leves a formas graves, muitas vezes letais.

O evento primario da doenga ¢ a polimerizagdo da hemoglobina S em estado dehipoxia.
Esse processo desencadeia a formacao de longos polimeros insoliveis no interior da
hemdécia, aumentando a viscosidade do sangue pela deformabilidade diminuida dos

eritdcitose enrijecimento da membrana celular (15,47).

A polimerizacdo da HbS depende de muitos fatores, incluindo a concentracdo de HbS,
pressdo parcial de oxigénio, pH, desitratagdo celular, aumento da concentragdo de
hemoglobina corpusclar média (CHCM) (35-47). A gravidade das manifestacdes clinicas ¢
proporcional as concentragdes de HbS intracelular e inversamente proporcional a

concentragdo de HbF (50).

Outro fator importante ¢ a desregulacdo da homeostase de alguns cations, ocasionando
desidratacao celular (41,47). Quanto maior a perda de dgua intracelular, maioresserdo os

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

A formagdo do polimero de HbS diminui a vida util dos eritrdcitos, degradagdo oxidativa e
geragdo de radicais livres. Uma das consequéncias das alteragdes intracelulares ¢a

diminui¢do da sobrevida das hemécias, ou seja, anemia hemolitica (47,51).

Outro evento caracteristico da doenca ¢ o aumento da adesao das hemadcias ao endotélio
vascular (52,53). O endotélio esta envolvido com processos de hemeostasia. Quando as
hemacias aderem ao endotélio, a exposicdo ao fator tecidual promove a ativagdo de cascata
de processos inflamatorios (53). Como consequéncia desses fenomenos, ha vacoconstricao,

hipercoagulabilidade e diminui¢do do fluxo sanguineo (35,47,51).

Tanto a vaso-oclusdo como a hemolise tém papel fundamental na génese das manifestagdes
clinicas da doenga falciforme (54). A figura 4 ilustra esquematicamente as relacdes entre a

fisiopatologia da doenga falciforme e diversas manifestacdes clinicas.
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Os primeiros sintomas clinicos surgem entre seis € oito meses de vida quando as cadeias v,

constituinte ndo-alfa da HbF, ¢ quase completamente substituida pela cadeia f contendo a HbS

(45). As primeiras manifestacdes no lactente sdo a sindrome mao-pé (dor e edema por nec

dos pequenos ossos das maos e pés), o sequestro esplénico agudo e as infecgdes (35,55).

TOSC

A evolucdo da doenca pode comprometer ou provocar faléncia de multiplos 6rgaos. A

insuficiéncia renal, sindrome tordcica aguda, insuficiéncia cardiaca,esplenomegalia, acidente

vascular cerebral (AVC), crise de dor e ulcera de perna sdo algumasdas manifestagdes clinicas

observads na doenga, decorrentes da hemolise cronica e davasocolusdo.(45,47,56).

A crise de vaso-oclusao (CVO) ¢ o sintoma mais comum na doenga falciforme e ¢ causada

principalmente pelo dano tissular isquémico em resposta a obstrugdo do fluxo sanguineo pelos

eritrocitos falcizados, acompanhada de inflamagao local (6,37,45). As crisesalgicas podem ser

agravadas por eventos relacionados a febre, desidratagdo, infecgdes e hipdxia. Embora, a

primeira manifestagao de dor entre as criangas seja a dactilite, outras regides do corpo po

ser afetadas, como os 0ssos longos e o abdoémen (6,47).

dem
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A sindrome toracica aguda (STA) ¢ uma das principais causas de hospitalizagao eobito entre
criangas e adultos (35). Ela ¢ consequente a lesao multifatorial pulmonar e envolveprocessos
de vaso-oclusdo, embolia de medula 6ssea ¢ infecgdes (35,47). Em decorréncia desses
processos, o portador da doenga falciforme pode apresentar manifestacdes clinicas como

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

O AVC ¢ uma das complicagdes mais graves da doenca falciforme e ¢ causa comum de
morbidade e mortalidade. Ele ocorre por meio do estreitamento e reducao do limenda artéria e
pela agregacdo dos eritrocitos falciformes (57,58). O risco de AVC temprevaléncia diversa
entre os genotipos da doenca falciforme, com menor incidéncia em SB- Tal (58,59). A maior
incidéncia de AVC nos individuos com SB-Tal ocorre nos pacientes com SB’-Tal. A indicagdo
do exame de Doppler transcraniano (DTC) para esse subtipo de doenga falciforme contribui
para o diagnostico precoce do risco de AVC. Segundo dados do Ministério da Satde, a triagem
precoce do risco de AVC em criancas com doenga falciforme,juntamente com o tratamento de

transfusdo, consegue modificar o prognoéstico e qualidade devidas desses pacientes (60).

A crise de sequestro esplénico agudo (SEA) tem como componentes anemia grave, pelo
aprisionamento de sangue no bago, e o reducio da contagem de reticuldcitos (47,61,62). E
mais frequente em criangas entre 6 meses € 5 anos de idade, sendo a segunda causa de Obito
entre elas, principalmente pelo risco de choque hipovolémico (10,62). A esplenomegalia em
criangas com HbSS tende a regredir apds os seis primeiros meses de vida,mas em pacientes
portadores de SP-tal pode ser persistente apds esse periodo, levando a quadro de

hiperesplenismo cronico (63,64).

2.4 S/beta-talassemia

Conforme j4 assinalado, o gene B° teve origem nos continentes africano e asiatico.No Brasil, o
principal canal de introduc¢ao do gene da HbS foi o comércio de escravos duranteo periodo
colonial (6). Ja os alelos da B-Tal foram introduzidos no Brasil por meio das imigracoes

europeias e asiaticas, bem como pelos escravos africanos.

A SB-Tal é caracterizada pela coexisténcia de um alelo B e um alelo B-talassémico(49,65). A
coexisténcia dos dois alelos leva a uma variedade de fen6tipos clinicos ehematoldgicos (49).
O fenotipo clinico depende principalmente do tipo de alelo beta talassémico herdado (66—68).

Quando a mutagado existente no alelo B-talassémico determinaa completa inativacdo do HBB,
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a doenga falciforme resultante é conhecida como SP’-Talassemia (SB°-Tal) e a gravidade
clinica tende a ser semelhante a da anemia falciforme (67,69). Por outro lado, quando a
mutagdo do alelo B-talassémico leva a diminui¢do da transcrigdo do HBB, a doenga falciforme
resultante é conhecida como SB*-Talassemia (SB*- Tal), caracterizada por amplo espectro de
gravidade clinica, dependente do nivel de produgaoda HbA (66,67,70-72). Semelhante ao que
ocorre na anemia falciforme, a fisiopatologia de HbS-ftal est4 ligada também a polimerizacao
da HbS e a outros fatores moduladores como aconcentragdo de Hb S e os niveis de HbF (73).
Na SB*-Tal, a concentragio de HbA interfere na concentragdio de HbS, no processo de
polimerizacao da HbS e, como consequéncia, pode reduzir o dano celular e a ocorréncia de

manifestagdes clinicas (73).

Geralmente, pacientes com SB-Tal apresentam niveis mais baixos de VCM, HCM , CHCM e
a contagem de células falciformes irreversiveis inferior a da anemiafalciforme (72—74). Em
estudo realizado na populacao grega, foi observado que os individuoscom SB-Tal apresentaram
maior contagem de globulos vermelhos em comparagao aos portadores de anemia falciforme.
O grupo com SB%Tal apresentou contagem de reticuldcitosmais elevada e niveis superiores de
HbF (72). Em razdo disso, criangas portadoras de SP-Talpossuem quadros clinicos que variam
de fenotipos assintomdticos a quadros mais grave, necessitando, inclusive, de
hemotransfusdes frequentes (75). Em pacientes com SB-Tal, os niveis de HbF podem ser mais
elevados em relacdo aos de pacientes com HbSS (70). A HbF estaria associada aos aspectos
clinicos mais brandos; quanto maior o nivel de HbF, menores seriam os sintomas, em

concordancia com outros genotipos da doenca falciforme (64,70).

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

genotipos da talassemia beta envolvidos.

Na triagem neonatal, o perfil das HbS de recém-nascidos com SB-Tal pode ser dedois tipos:
FS ou FSA. O primeiro perfil, associado ao gendtipo SP°-Tal e a forma mais gravesde SB*-Tal
com baixa produgdo de HbA, ¢ idéntico ao dos recém-nascidos com anemia falciforme. A
distingdo entre HbSS e Hb SP°-Tal no periodo neonatal requer a utilizagio de testes

moleculares (76).

A observacao de niveis elevados de HbA» microcitose € hipocromia podem também contribuir
para o diagnoéstico diferencial entre os genotipos HbSS e SB-Tal (73,77). A co-heranca de

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

de (59) mostra as principais caracteristicas laboratoriais da Sp-Tal.

Tabela 1 — Caracteristicas laboratoriais da SB-Tal

HbSR’-Tal HbSB"-Tal
HbA ausente 1,0 - 45,0%
HDbS (%) 50-85 55-75
Hb Total (g/dL) 8,0 (7,0-10,0) 11,0(8,0-13,0)
HbA: (%) 4,0-6,0 3,0-8,0
HDbF (%) 2.0-30.0 1.0-20-0
Reticulocitos (%) 8 (3-18) 3(1.5-6)
VCM (fL) 69 76
Hemolise presente presente
Crise vaso oclusiva presente presente
Morfologia Acentuada hipocromia, Discreta hipocromia,
microcitose microcitose

e hemacias falcizadas

e hemacias falcizadas

Adaptada de BRASIL, 2012 (59)

A HbSPB"-Tal associada a baixos niveis de HbA parece comportar-se clinicamente como

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

mutagdes descritas na posi¢do IVS-1-5 também produzem um fenotipo grave de HbSB*-Tal

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

diminui a eficiéncia de processamento do mRNA (71,73). J4 a mutag¢ao IVS-1-110 G>A ativa

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

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

O portador de SB-Tal pode ser mais propenso a alguns tipos de manifestacoes clinicas em

relacdo as outras formas de doenca falciforme. Os efeitos da talassemia nos eritrocitos
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falciformes, como a microcitose e a hipocromia, reduzem os efeitos da hemolise em
comparacao com a Hb SS, com taxas de morbidade e mortalidade mais reduzidas (10,54).
Entretanto, as complicagdes associadas a viscosidade do sangue podem ser mais prevalentese

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

A crise do sequestro esplénico agudo ¢ uma das principais causas da morbidade emortalidade
em criancas com SB-Tal (82).0 grau de comprometimento da fung@o esplénica parece ser mais
proeminente em pacientes com SP*-Tal quando comparados com os SB°-Tal (82,83), mas,

novamente, os gendtipos envolvidos nao estao claramente explicitados nessas publicagdes.

A esplenomegalia pode ser mais comum em individuos com Hb SB°-Tal do que nos HbSS, e
pode persistir até a idade adulta (70,73). A sindrome toracica aguda acomete maisindividuos

com o gendtipo SP’-Tal (73,83).

Alguns autores, calssificam a SB*-Tal de acordo com a quantidade de HbA produzida: tipo I
entre 1 e 7% de HbA; tipo Il entre 7 e 14%; e tipo III entre 14 a 25% (67). Recentemente foi
observado um novo tipo Sp*-Tal caracterizado pelo nivel de HbA de 25 a 45% e um fendtipo
mais leve (tipo IV) (84). Conforme ja assinalado, os niveis de producdo de Hb A estao
associados com o tipo e a localizacao das mutacdes do alelo da beta talassemia.Genotipos como
o IVS-I-110 e IVS-I-6 produzem concentragdes de HbA entre 8,0 a 15% e 20 a 25%,

respectivamente (71,72).

A tabela 2 resume os principais estudos disponiveis na literatura atual sobre a Sp-Tal. A
maioria dos estudos ndo avaliou todos os pardmetros que caracterizam a doenga em conjunto,

tais como fatores genéticos, hematologicos e clinicos, como o presente estudo.
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Referéncia Local
casuistica

Serjeant Jamaica

(1973) (70)

Steinberg Estados
Unidos

(1976) (85)

Serjeant Jamaica

(1979) (69)

Zago Brasil

(1980) (12)

Bienzle Libéria

(1983) (74)

Atweh e Estados

Forget Unidos

(1987)

(81)

Kulozik india

(1991)

(64)

Christaki Grécia

(1991)

(72)

Barrios

(1991) (86)

Bashir Jordania

(1992) (87)

Numero amostral ~ Alfa talassemia

56 SB-tal

13 Sp-tal
5 HbSS
41 SB°-Tal

123 HbSS

14 Sp-tal

26 HbSS

20 SB-tal

1 (relato de caso)  -o/aa

17  Sp-tal (14 -o**-a*?n=2
familias)

0?7037, n=2
131 HbSS

-o?7/-a*?, n=2

-o*7/aa, n=3
-o*?/aa, n=1

oo/o, n=7

49 SBTal (28 SP'-
Tal
e 21 Sp*-Tal),

30 HbSS.

12 SB*-Tal

20 SB°-Tal e 30
Sp*-

Haploétipos
B/S / pital

BS Asiatico

B/Tal1 (15

casos)

Mutagdes
B/tal

Sintese dos principais achados clinicos e

hematologicos do estudo
Os eventos clinicos mais graves como cardiomegalia,
hepatomegalia, tilceras de perna e crises de dor em SB’™-Tal. Os

portadores  SB*-Tal apresentaram maior frequéncia de
esplenomegalia do que os

SP°-Tal.

Os dois  gendtipos apresentaram frequéncia de
esplenomegalia e contagem de reticuldocitos semelhantes.Os

niveis de HbA foram, em média, de 20-30%

Niveis similares de HbS em ambos os

gendtipos avaliados. Individuos SB’-Tal

apresentaram aumento dos valores da

HbA; e valores menores de VCM, HCM.Maior persisténcia de
esplenomegalia

foi observada em pacientes SP°-Tal.

Comparacdo dos dois grupos revelou a maior ocorréncia de
esplenomegalia nos individuos Sp -Tal.

Curso clinico mais brando, com baixa frequéncia de
esplenomegalia e hepatomegalia. Contagens de reticuldcitos
foram apenas ligeiramenteaumentadas. Média de HbA de 25%

Embora a mutagéo -29 (A>G) TATA box

-29 (A>G) seja descrita com aspectos clinicos leves,no estudo foi observado

IVS1-5
G>C
(todos)

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

que o paciente

tinha manifestagdes clinicas graves,

possivelmente devido ao aumento deviscosidade pela co-heranga
de alfa

talassemia.

O gendtipo SB*-Tal foi caracterizado por maiores niveis de HbA,,
menor VCM e HCM em comparagdo a HbSS. Aexpressdo clinica
foi semelhante a Hb SS. Frequéncia de alfa talassemia: 47% em
Sbeta tal e 32 % em HbSS.

Niveis mais baixos de VCM e HCM nos pacientes com Sbetathal
em relagdo a SS. Prevaléncia de variaveis clinicas muito
semelhantes entre SS, SB° e SB*-Tal. Numero de SB*-Tal leve
(IVS-1-6) muito pequeno para célculos estatisticos.

Frameshift

codon
(n=4)

IVS-II-
745 (n=4)

IVS-1-
110

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

Observado baixa incidéncia de episddios vaso-oclusivos e ndo
houve perda da funcdo esplénica.

Pacientes com HbA maior que 30% apresentaram um curso
clinico mais brando, menos episédios de dor e necessidade
de transfusdo diminuida
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Tal
Divoky Sicilia Um paciente -92 C>T Quadro clinico leve
(1993) (88)
Boletini Albania 8 SP-tal, Benin IVS-1-110 Caracterizadas as principais mutagdes que causam beta
G>An=7 talassemia na regido estudada. Média de HbA nos casos Sbeta foi
(1994) (89) 15 HbSS e 29 8.7%. Nao ha descrigdo clinica.
talassemia nao
determina
Altay Turquia 19 SB*-Tal IVSI1-110 (?) n=14 Embora os valores de HbF fossem
J-1 (?) n=
(1997) 12 SP-Tal IVS-I-1 (?) =6 maiores na SB’-Tal, de modo geral ndo
(90) IVS-II-1 (?) n=3 foram observadas diferengas
IVS-II-745 n=5 estatisticamente significante nos valores
hematolégicos entre SB*-Tal e SB’-Tal.
CD8/9 fs (?) n=1 Nio havia SB™ leve
CD39 (?) n=l
CD 44 (?) n=1
Donaldson Jamaica 132 SB*-tal -29 (A>G) n=51 A mutagdo IVS-I-5 (G>C) teve um
- >T)n=19 PolyA . . .
(2000) 88 (C>T)n=19 Poly fendtipo hematologico mais grave e
T>C) n=15 . .
( )m baixos niveis de HbA (5-7%) do que as
oD IVS1-5 (G>C) n=9 outras trés mais comuns. Maiores niveis
de HbF foram observados em pacientes
Mais 6 mutagdes com  com mutagdes na regido promotora de
apenas um paciente, pgpp.
cada
Loukopoulos ~ Grécia 55 SB-tal CD 39 C>T, n=25 Houve redugdo muito significativa da
(2000) 14 HbSS IVSI-1, n=5 incidéncia de manifestagdes clinicas
(escore de gravidade). Relato de 3
92) IVS II-1, n=3 pacientes que desenvolveram ulceras de
pernas.
IVS1-110 G>A, n=18
IVS-11-745, n=2
Frameshift éxon 2, n=2
Schmugge Congo 2 irmaos SP-tal -03.7/aa; -a3.7/-  Benin CD30 AGG>CGG O probando com a interagdo de alfa
Arg>Arg). M a .
(2008) a3.7 (Arg>Arg). Mutagdo na talassemia —03.7 /—a3.7 apresentou Hb A
regido e splicing mais elevada e menos eventos de crise
93)
IVS-1(-2) A>C .
vaso-oclusiva.
Mukherjee India 21 SB-tal 47,4% oo/ ao Arabe- IVS-1-5 (G>C), n=10 Nos casos graves, as apresentagdes
(2010) indiano CD 15 (G>A), n=6 clinicas foram caracterizadas por crises
31,6% -o/aa :
(65) 21,0% -a/- o vaso oclusivas no abdomen, ossos e

torax, com regulares transfusdes. A
hepatoesplenomegalia foi observada em
ambos os fendtipos, com 87,5 % nos

casos mais graves e 53,8% nos casos

mais leves .



Serjeant
(2011)

(67)

Rigano
(2013)

(57

Amid
(2015)

o4

Belisario
(2015)

(79)

Yadav
(2016)

(CRY

Jamaica

Italia

Canada

Brasil

India

261 SB-tal

34 SB°Tal
67 SB*Tal

1 (relato de caso) SB-tal  -o*"/aa

4 SB*-tal

92 SB-tal e
404 HbSS

IVS-11-849 A>G, n=31
Frameshit CD6, n=10

IVS-II-1 G>A, n=7
CD 30 G>C,n=10CD
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-11-654 C>T, n=2
IVS-1-6 T>C, n=2
CD 24 T>A, n=2

Delegdo na regido
BLCR (4860 pb)

-92 (C>T), n=2
IVS-11-844/

IVS-11-839(T>C), n=2
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Os niveis de Hb A, foram menores em
pacientes com a mutagdo IVS-II-1 (G>
A). O aumento dos niveis de Hb A em
individuos Hb Sp+-tal foi associado a
menores niveis de Hb A, e Hb total. Os
niveis de Hb F, VCM ¢ HCM foram mais
altos em individuos com a mutagdo -88
C> T e menores na mutagdo PolyA (T>
C). A IVS-I-5 causadora de SB™Tal tipo
I comportou-se como uma sindrome
grave semelhante a SP-Tal. A
esplenomegalia <5 anos foi mais
frequente na mutagédo -29 (A>G).

O AVC ocorreu durante o tratamento de
HU em 37,5% dos pacientes (39/104);
46,1% destes ocorreram em pacientes
com SB’-Tal e 53,9% em SB*-Tal. A
incidéncia de acidente vascular cerebral
foi de 0,6 eventos por 100 pacientes ano.
O infarto cerebral silencioso ocorreu em
14,4% SB°-Tal e 16,3% em SB*-Tal. O
uso da HU foi efetivo para redugdo de

crises de dor (6 vezes menos) e

hospitaliza¢des (8 vezes menos)

Relato de caso de um probando que na
triagem neonatal apresentou perfil de
traco falciforme. Aos cinco anos de idade
apresentou sequestro esplénico.
Posteriormente com resultado de HPLC

Hb A 19,4%, Hb S 72,7% e Hb A,2,6%)
e através de testes moleculares foi

confirmado como SB*-Tal.

Fenotipos clinicos leves eassintomaticos.
Proposta de nova classificagdo de acordo

com o nivel de

HbA observada (25 a 45%).

Prevaléncia de esplenomegalia 82,6 %
para SB-Tal e 68,8% em HbBSS. A
distingdo entre os dois grupos feita

apenas com estudo familiar



Gasparini
(2016)

(96)

Vincent
(2016)

(66)

Benites
(2016)

(CH)

Adekile
(2017)

(68)

Di Maggio
(2018)

98)
Dash
(2018)

99)

Argentina

Nigéria

Brasil

Kuwaiti

Italia

India

1 (relato de caso)

100 Sp-tal

31 SPp-tal’e 15 SP-tal+

25 Sp’-tal
7 Sp-tal’.
70 HbSS

54 SB°-Tal,
56 S'-Tal

25 HbSS

60 SB-Tal

-0/- 0. ou
-o/o0

52,3% em Sp-tal e
25,8% em HbSS

75% ao/oa

21,6 % aa/-0>7
1,6% -o>7/-0*7

1,6% oo/-a*?

IVS-I-110 (G> A)

IVSI-110 G>A, n=4
CD39 C>T, n=10
IVS-I-6 T>C, n=2

(apenas  16/46 foram

determinados)

CD 39 C>T, n=8
IVS-I-1 G>A, n=6
IVS-1I-1 G>A, n=3
IVS-I-5 G>C, n=2

CD 8/9 ins G, n=2
Outros SB°, n=4 (4x1)
IVS-I-110 G>A, n=5

28 (A>C), n=1
IVS-1-6 T>C, n=1

% Arabe IVS-1-5 G>C, n=60

indiano

B-Tal 42%
tipo I
36% tipo 11

8% tipo I11
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Observou-se anemia moderada,
hipocromia, micrositose, crise de dor

lombar e toracica.

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

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

Pacientes SB’-Tal apresentaram maior
grau de comprometimento hematolégico
quando comparados com os pacientes
com SB*-Tal. Os pacientes com SB™-Tal
nesta coorte foram 4,9 vezes mais
propensos a ocorréncia de sindrome
toracica aguda do que os pacientes com

SP°-Tal. O principal problema do estudo

¢ o nimero muito baixo de genotipagem
das mutagdes de Beta talassemia.

Episodios mais intensos de dor foram
mais frequente em pacientes SP-tal em
comparagdo com os HbSS. Nio houve
diferengas nas frequéncias de sindrome
toracica aguda, calculos biliares e
transfusdo de sangue entre HbSS e SB-
tal, mas os pacientes com genoétipo de
SB*-Tal ndo receberam transfusdo. Nao
houve diferenga na ocorréncia de dor ou
uso de HU entre os pacientes SB’-Tal e
SB*-Tal . Ndo foi observado associagdo

significativa de alfa talassemia na

[T
n

gravidade de dor. Notar
SB*-tal, a maioria IVS-1-110.

pequeno de

Resposta similar ao uso de HU em
pacientes com genotipos de HbSS, SB-
Tale SB’-Tal

Os individuos com ao/-0*" tiveram
aumento significativo de HbA, HDF e
baixos niveis de HbS. A associagdo entre
a mutag@o IVS-I-5 (G>C) e o haplétipo
arabe indiano também demostrou
aumento significativo de HbF. As
manifestagdes clinicas mais gravesforam
observadas no haplétipo B-Tal tipo

III, como esplenomegalia e anemia
dependente de transfusdo.
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Assim como em outros subtipos de doenga falciforme, o tratamento com a hidroxiureia
também ¢ utilizado em pacientes SB-Tal que possuam os critérios de indicacao para seu uso.
O mecanismo de a¢do da hidroxiureia consiste no aumento seletivo na produ¢ao da HbF e
reducdo concomitante da HbS intracelular e sua polimerizagdo (92,98,100). Essas mudancas
celulares facilitam a microcirculagdo, diminuem a hemolise ¢ aumentam a concentragao de
Hb total (92). Além disso, observa-se reduc¢ao dos niveis de leucocitos, plaquetas,
reticulécitos e moléculas de adesdo do endotélio, bem como aumento na producao de 6xido
nitrico (60,92). O tratamento com a hidroxiureia também modula as manifestacdes clinicas,
reduzindo as crises de vaso-oclusdo e de sindrome toracica aguda, contribuindo para
sobrevida mais prolongada dos pacientes (98,101). A hidroxiureia pode, também, prevenir
manifestagcdes neuroldgicas, crises de sequestro esplénico e reduzir a necessidade de

hemotransfusao (60).

Em alguns casos, recomenda-se o uso de transfusdo sanguinea. Para sua prescrigdo, ¢
necessario seguir algumas diretrizes de indica¢ao e de contra-indicagdo. Essa intervengao €
indicada, principalmente, para os pacientes que apresentam crise aplastica, crise hiper-
hemolitica, complicagdes anémicas graves, nas crises de sequestro esplénico, priapismo,AVC,

sindrome tordcica aguda e em procedimentos pré-operatorios (60,102).

2.5 Mutacdes do alelo B-Talassémico

Mais de 300 diferentes tipos de mutagdes de B-Tal ja foram descritas em todo o mundo
(71,103). Essas mutagdes estdo distribuidas ao longo do cluster do gene da beta globina,
compreendendo a regido promotora, TATA Box, trés éxons, dois intros e a regido de
sinalizacdo de poliadelinagdo, como esquematizado na figura 5. O fendtipo associado depende

da localizacdo e da natureza da mutacdo genética (71).
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Figura 5 - Ilustragdo das regides 5S’UTR e 3’UTR gene da beta globina, mostrando as regides sequenciadas para

identificacdo das mutagdes da talassemia beta heterozigética associada a Hb S. A linha horizontal representa as

categorias das mutagdes e as linhas verticais representam os locais das muta¢des. Adaptado de THEIN, 2013 (71)

Genericamente, as mutacdes de P-Tal podem afetar a transcricio da cadeia beta, o

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

mutagoes sdo de apenas um nucleotideo no gene HBB ou proximas a regioes flanqueadoras
do gene. Mais raramente, estdo presentes pequenas delecdes ou insergdes (71). A tabela 3

resume as principais categorias das mutagdes descritas para 3-Tal.

As mutagdes que afetam a transcrigdo estdo na regido promotora e geralmente causam pequena
deficiéncia na sintese da globina beta e, portanto, um fendtipo mais leve (71,104). A maioria
dessas mutacdes estd localizada na regido de TATA box ou nas posi¢des -90 a -105 das

sequéncias CACACCC (73,77).

As mutagdes que afetam o processamento do RNA estdo relacionadas com a substitui¢do de
bases nas regides intronicas, exonicas ou de poliadenilagdo e interferem no processamento do
RNA (splicing e poliadenilagdo), ocasionando fendtipos variaveis de B°- Tal ou p*-Tal (71,80).
As mutagdes nas sequéncias de consenso e de juncao de splicing podemproduzir fenotipos leves
ou graves, em decorréncia da reducao da eficiéncia do splicing (71,105,106). As mutagdes que

afetam os dinucleotideos GT ou AG na regido exon-intron alteram a junc¢ao de “emendas”
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normais e abolem o splicing, de forma que o mRNA ¢ degradado e o fenétipo resultante é B°-

Tal (71,107).

Tabela 3 - Tipos de mutacdes e mecanismos que influenciam a producado da hemoglobina

II. Mutacdes processamento de

I. Mutagdes transcricionais RNA [Il. Mutagdes de traducdo RNA
Elementos reguladores da regido promotora Jungdes de splicing Codon de iniciagdo
S'UTR Sequéncia consenso Codon de terminagao

Sitios criticos de splicing nos
éxons

Sitios criticos de splicing nos éxons Frameshift
Sitios criticos de splicing nos Mutagdes missense, resultando
introns em hemoglobinas instaveis
3'UTR

Clivagem de RNA - Sinal de

poliadelinacdo

Adaptado de THEIN, 2017 (80)

A B°-Tal também pode ser causada por mutacdes que afetam de formasignificativa o processo
de traducdo do cddon de inicia¢do (ATG), ou por mutagdes nonsenseque geram stop codon
prematuro, encurtando a molécula da beta globina, tornando-a nao funcional (71). Exemplo
tipico dessa ultima situacdo € a mutacdo do cddon 39, a mais frequente nas regides sul e

sudeste do Brasil (15,51-53).

As mutacdes com mudanga de leitura ou frameshift produzem sequéncias diferentes da
codificagdo normal da proteina. Elas promovem a mudanca de leitura para o mRNA e
modificam o tamanho da cadeia da proteina traduzida, pois acabam resultando numcdédigo de

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

A frequéncia mais elevada de SP-Tal nas regioes do Mediterraneo e do Oriente Médio esta de
acordo com as regides de maior prevaléncia dos alelos B-Tal (68). A distribuicdo e a
frequéncia dos alelos SP-Tal variam de acordo o grupo étnico. Esses alelos foram levados para

outras populagdes pelo fluxo génico (67,68,80).
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Os alelos B-talassémicos em cada regido brasileira anteriormente estudada, apresentou
caracteristicas proprias quanto a frequéncia relativa, refletindo a composi¢ao das populagdes
parentais e a intensidade de miscigenacao (9,16,17,19-21,111). A tabela 4 resumeas principais
mutagoes de P-talassemia distribuidas por regides do Brasil. Alguns desses estudos nao
realizaram o sequenciamento, utilizaram técnicas como hibridizagao, PCR-AE (PCR-alelo
especifica), PCR-ARMS (PCR- sistema de amplificacdo refratario a mutacao) e PCR-RFLP.

Além disso, alguns desses estudos apresentam niimero reduzido de pacientes avaliados.



Tabela 4 - Distribui¢do de mutagdes dos alelos beta talassémicos em algumas regides do Brasil
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Nordeste Norte Sudeste Sul
Rio Ribeirao Rio de | Porto
Fortaleza Recife Bahia Grande | Amazonas Sdo Paulo Franca Campinas Preto Janeiro Alegre
15 alelos 86 alelos 1 alelo do Norte |35 alelos 70 alelos 25 alelos 40 alelos 57 alelos 38alelos 116 alelos
39 alelos (107) (111 108
(112) (110) (18) (113) (114) (106) (115) (108)
(19)
Genotipo
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-I-1 (G>A) - - - - 2,7% - - - - - -
IVS-I-5 (G>C) — 9,3% — — 2,7% — — — — — =
Be _ _ _ _ _ — - — — 2,8% 2,58%
- 1,1% - - - - - - - - -
21,4% 3,5% 2,6% 21,6% 54,3% 44,0% 64,3% 47,0% 13,9% 50,86%




B+

pe/p+
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Cédon 44 (-C) - - 1,0% - - = - = — — _
IVS-I-5 (G>A) 27,0% 5,5% 1,72%
IVS-1-6 (T>C)  35,7% 62,8% - 53,8%  |10,8% 18,6%  36,0% 7,1% 27,0% 333%  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-I1-745 - - - - - - - - - 5,5% -
(C>G)
Cédon 24 — - - - - - - - - 2,8% =
88 C>T - - - - 16,8% - - - - 2,8% -
-29 A>G - - = = - - - = - 5,5% 0,86%
+20 C>T - - - - - - - - - 5,5% 1,72%
IVS-II-2 (T>A).  — - - - 2,7% - - - - -

- - - 2,7% - - = - =

Codons 77/78 (-
)
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2.6 Origem e distribuiciio geografica dos haplétipos S e p-Tal

2.7.1 Haplétipos p°

De acordo com a principal hipdtese vigente, o alelo P° teria surgido
independentemente em cinco momentos diferentes na historia, com origem multicéntrica
(115). Sua expansdo e prevaléncia atual associam-se a maior ou menor prevaléncia da
malaria ha cerca de 10 mil anos. Essa doenga parasitaria, por sua letalidade, causou pressao
seletiva positiva entre os individuos com trago falciforme no continente africano e asiatico,
uma vez que as heméacias com Hb S parecem ser, realmente, mais resistentes ao parasitismo

pelo Plasmodium.sp (39,116—118).

Variacdes polimorficas de nucleotideo Unico (SNP), ndo-randomicas, chamadas de
haplétipos, associam-se a mutacdo do alelo BS. Elas encontram-se em desequilibrio de
ligagdo com a mutacio P> no cluster do HBB e estdo presente em um trecho de 63 kb de

DNA (73,119).

A determinacdo dos cincos padrdes de haplotipos baseia-se, na origem do conhecimento
sobre os mesmos, na identificacdo da presenca (+) ou auséncia (-) de sitios polimorficos
sobre os quais agem enzimas de restricao. Essas enzimas fragmentam o DNAe sdo mais
comumente detectadas por reagdes de PCR-RFLP (115,116,120). A figura 6 mostra a
localizagdo dos SNPs no agrupamento da beta globina e as regides de reconhecimento das
endonucleases por meio de clivagem do DNA, para a determinacdo dos haplotipos. Padroes

divergentes dos cinco haplotipos cldssicos sdo classificados como*“atipicos”.

Os haplétipos S sdo nomeados de acordo com a regido geografica onde predominam:
quatro tém origem africana (Senegal, Benin, CAR ou Bantu, e Camardes) e um, origem

asiatica (Arabe-indiano) (39,121,122), como demonstrado na figura 7.
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Xmnl Hindl‘ll Hindlll Hincll Hir‘lcll Hinlft
5' [i]¢ S w' wfs s s Y
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CAR

Benin ; - - ;

Senegal * - o *

Camaroes + + 2 ¥ +

Arabe + - + o+ =

Indiano

Figura 6 -Representacdo dos cincos principais padrdes de haplétipos B com polimorfismos e fragmento de
restri¢do; com modificagdes de SUTTON, 1989 (119) . O sitio Xmnl esta em forte desequilibrio de ligacdo
com o sitio Hincll em yp ¢ ndo necessita genotipagem distinta. O sitio Hinc II esta localizado a 5° do gene
HBE.

A dispersdo desses haplotipos por outras populagdes foi ocasionada pelo fluxogénico das
migragdes e trafico de escravos. O estudo dos haplétipos fornece uma melhor compreensao

clinica e de ancestralidade nos portadores da doenga falciforme (123—125).

Os haplotipos sdo considerados moduladores da gravidade da doenga falciforme, pois
alguns dos sitios polimoérficos (por exemplo, Xmnl na regido promotora de HBG2, e Hincll
no gene pseudobeta, yB) parecem ser fatores reguladores da sintese de HbF (124,125).
Geralmente, o haplotipo Asiatico (positivo nas duas regides mencionadas) ¢ associado com
taxas mais elevadas de HbF e um curso clinico benigno. Em contraste, o haplotipo Central

African Republic (CAR) ou Bantu cursa com formas mais graves da doenca (125,126).
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Figura 7- Representacdo das regides geograficas de acordo com a predominancia dos haplétipos pS. Adaptado

de SUART, 2004 (6).

A distribuicao dos haplétipos no Brasil varia em cada regido, sendo os mais frequentes
CAR e Benin. O hapldétipo CAR ¢ mais prevalente nas regides africanas que hoje
correspondem a Angola e Congo, de onde provieram, no periodo colonial, os escravos para
o Rio de Janeiro e regido central de Minas Gerais, principalmente nas cercanias de Ouro
Preto, entdo Vila Rica (115,127,128). Ja para a Bahia e norte de Minas Gerais, onde
predomina o haplétipo Benin, a origem dos escravos situa-se na regido da Africa Ocidental,

hoje Gana, Benin, Togo e paises adjacentes (129,130).
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2.7.2 Haplotipos B-Tal

Assim como os haplétipos de B, os haplétipos de B-Tal também estio em desequilibrio de
ligacdo com as respectivas mutagdes -Tal, estdo associados com a origemda mutagao e sdo
importantes para estudos antropologicos (120,131). A distribuicao desseshaplétipos pode
variar para cada grupo populacional. O estudo dos haplotipos da beta talassemia ¢
importante para caracterizar a origem e dissemina¢do do alelo beta talassémico

(120,132,133).

Os haplotipos da beta talassemia sao comumente determinados por nove padrdes de
clivagens diferentes ao longo do agrupamento da beta globina, identificados como
algarismos romanos, de I a IX (Figura 8)(120,134). Cada sitio polimorfico € caracterizado
pela presenca (+) ou auséncia (-) de clivagem por enzimas de restri¢gdo. Os haplétipos -
Tal mais frequentes sdo o I, II e V (120). Uma tnica mutagdo pode estar associada com
mais de um tipo de haplétipo, como na mutagdo IVS-110(G>A), ligada aos haplétipos 1,
IL, IV e V(120,133). Um unico haplotipo pode estd associado com mais de um tipo de
mutagdo(120). A heterogeinidade da distribuicdo dos alelos beta talassémicos seria
explicada pelo processo de recombinagdo meidtica e de associagdo aleatoria entre eles

(120,135).

Estudos anteriores demonstraram que, como esperado, existe associacdo entre os diversos
haplétipos caracteristicos de diversas populagdes com as mutagdes da beta talassemia que
14 tiveram sua origem e se expandiram pela pressdo seletiva da maldria, semelhantemente
ao que ocorreu com a expansdao do alelo BS (120,131,132,134,136). No caso da beta
talassemia, a diminui¢do da concentracdo da hemoglobina A nas hemécias de individuos
com talassemia menor (forma hegerozigdtica da talassemia) ndo ¢ favoravel aos parasitas
da maldria e esses individuos, no passado da humanidade, foram positivamente

selecionados, conforme a lei de Darwin (137).
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Figura 8-Representagdo dos haplotipos B-Tal com os diversos sitios polimérficos detectados por enzimas de

restri¢do, bem como sua frequéncia relativa. Modificado de ORKIN, 1982(120).

2.7 Interacao com Alfa Talassemia

A alfa talassemia ¢ uma hemoglobinopatia caracterizada pela reducdo ou auséncia da
sintese da cadeia a, em decorréncia de delecdao, 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

fendtipo na alfa talassemia reflete o numero de genes da o globina afetados (138,140).

Os genotipos sdo classificados de acordo com o numero de genes funcionais HBA. Os
genotipos podem apresentar as seguintes composic¢des; ao/oo (normal), -o/ao (portador
silencioso), -o/-a ou --/aa (trago alfa-talassémico), -o/-- (doenca da hemoglobina H), e --/-
- (hidropsia fetal) (141,142). A interagdo com a alfa talassemia pode modular o quadro

clinico na doenca falciforme e resultar em variedades do espectro clinico na doenga.

Os principais parametros hematologicos que podem ser afetados com as delecdes de gene

HBA sao os valores de HCM, CHCM, VCM, reticulécitos e redugao da HbA2 (143-145).
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A alfa talassemia tem prevaléncia mais elevada no continente asidtico e africano. De todas
as desordens globinicas, ¢ a que mais sofreu expansdo geografica e apresenta maior

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

Para individuos heterozigotos, a delecao da cadeia o globina produz excesso relativo de
cadeia y ou B. As cadeias B-globina em excesso formam tetrdmeros instdveis que se
precipitam dentro da célula (146). A interagdo entre os alelos da alfa talassemia e da beta
talassemia diminui o grau de desequilibrio entre as cadeias (81,143). Com a redugdo da
disponibilidade de cadeias de a-globina para incorporagdo nas moléculas, ha uma
propensao em diminuir a polimerizagao intra-eritrocitaria da HbS, o que leva a redugdo da
rigidez das hemacias e maior tempo de vida dessas células. (147—149). Os parametros
clinicos e hematologicos sao modificados. Contribui na reducao do risco de complicacdes
em decorréncia da taxa hemolitica e os pacientes tendem a apresentar um fenotipo clinico
mais brando (3,65,150). Entretanto pode aumentar a o risco de complicag¢des associadas ao

aumento da viscosidade (151).

Alguns estudos que mensuraram a interacdo entre a SB-Tal e a alfa talassemiaobservaram
a redugdo das células densas e falcémicas, agindo como efeito protetor em algumas
manifestagdes clinicas, como na crise tordcica aguda e na reducdo do risco de acidente
vascular cerebral (152—154). Entretanto, tem havido alguns resultados conflitantes na
literatura. Outros estudos ndo demonstrarem associagdo significativa da coexisténcia da
alfa talassemia com eventos fisiopatologicos e variaveis hematoldgicas, embora alguns

delestenham um numero limitado de pacientes com SB-Tal (65,68,155).

Ao contrario dos efeitos das delecdes, a triplicagdo da o globina pode exacerbar o
desequilibrio entre as cadeias e desempenhar um papel importante na fisiopatologia da
doenca (139,156,157). A triplicagdo resulta em cadeias livres de globinas o que precipitam,
formam corpos de inclusdo e levam a destruicdo da membrana celular (139,158). O sistema
reticulo endotelial ¢ responsavel pela retirada dos corpos de inclusdo pelos macréfagos,
consequentemente a formagdo de microcitos devido a lesdes nos eritrocitos (158). Em um
estudo na India, os pacientes com triplicagio apresentaram fendtipo clinico mais grave,

bem como menores niveis de Hb e persisténcia de esplenomegalia (159).
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3 OBJETIVOS

Estimar a incidéncia e descrever a historia natural de criangas com Sp-tal
triadas pelo Nucleo de Agdes e Pesquisa em Apoio Diagnostico (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 Fundagdo Hemominas.

3.1 Objetivos especificos
e Identificar e determinar a frequéncia genotipica das alteracdes moleculares
causadoras de B-Tal na casuistica estudada (criangas Sp*-Tal e SP°-Tal).
e Identificar e determinar a frequéncia delecional de Alfa Talassemia e triplicagao de
genes HBA na casuistica estudada.
e Verificar se ha associacdo da co-heranga da alfa-talassemia com parametros
hematologicos e clinicos.

e Estimar a incidéncia dos fendtipos SP*-Tal e SB’-Tal no estado de Minas Gerais.

e Determinar os hapldtipos do agrupamento de genes da beta globina na casuistica
estudada.

e Determinar o nivel basal de pardmetros hematoldgicos (HbA, HbS, Hb total, HbF,
HbA », reticulocitos, leucécitos, plaquetas, VCM e HC) na casuistica estudada.

e Determinar a frequéncia de manifestagdes clinicas (AVC, CVO, infeccao, SEA,
STA e transfusdo) associadas a doencga falciforme na casuistica estudada.

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

e Verificar se ha associacao de caracteristicas genéticas (mutagdes causadoras de -
Tal e haplotipos do agrupamento de genes da beta globina) com parametros clinicos

e hematologicos.
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4 METODOS
4.1 Delineamento e local de estudo

Tratou-se de um estudo do tipo coorte retrospectiva realizado com criangas com doencga
falciforme, subtipo SP-talassemia, triadas pelo PTN-MG e acompanhadas na Fundagao

Hemominas.

4.1.1 Casuistica

Para o estudo de Historia Natural, a casuistica constou de criangas nascidas entre janeiro
de 1999 a dezembro de 2015, triadas pelo PTN-MG e acompanhadas no ambulatoério do
Hemocentro de Belo Horizonte (HBH) da Fundagdo Hemominas. Para estudo da incidéncia
de SP°-Tal e SP*-Tal no estado de Minas Gerias, foram incluidas todasas criancas triadas
pelo NUPAD no Estado entre janeiro de 2011 e dezembro de 2015 (5 anos) com perfil
proteico sugestivo de SB-Tal [Isoelectricfocusing (IEF) e/ou HPLC, e PCRalelo-especifica
para o codon 7 de HBB, disponivel para todas as criangas a partir de fevereiro/marco de
2010]. Parte da identificacio das mutagdes do alelo beta talassémico em criangas SP°-Tal

e SB'-Tal foi realizada previamente em outro estudo (160).

Todas as informacodes clinicas utilizadas foram retiradas dos prontuarios médicos dos
pacientes atendidos no ambulatorio da Fundacdo Hemominas e os dados foram
armazenados em um banco de dados no programa Access (Microsoft). O periodo do
acompanhamento clinico da populagdo de estudo situou-se entre 01/01/1999 (inicio do
acompanhamento da coorte) e 01/01/2019 (término do acompanhamento da coorte), de

modo que todas as criangas foram acompanhadas por, no minimo, trés anos.
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4.1.2 Critérios de Inclusdo

¢ Criangas nascidas entre janeiro de 1999 e dezembro de 2015 triadas pelo PTN-MG com
doenga falciforme subtipo SB-Tal e acompanhadas no Hemocentro de Belo Horizonte

da Funda¢ao Hemominas.

e Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelos responsaveis e o

Termo de Assentimento quando necessario.

e Para célculo da incidéncia de SB°-Tal e SB*-Tal no estado de Minas Gerais, foram
incluidas todas as criangas nascidas entre janeiro de 2011 e dezembro de 2015 triadas

pelo NUPAD com doenga falciforme subtipo SB-Tal, conforme defini¢do anterior.

4.1.3 Critérios de Exclusio

e Criancas com perfil hemoglobinico compativel com outros subtipos de doenga

falciforme (SS, SC, SD e outros);

e Criangas nas quais o resultado do sequenciamento foi compativel com outras
hemoglobinas variantes, cuja mobilidade proteica assemelhava-se a da Hb A e cuja

PCR alelo-especifica também mostrava GAG e GTG no cddon 7 de HBB.

e Criangas que evoluiram para o 6bito antes do inicio do estudo;

e Criangas encaminhadas ao HBH que compareceram a primeira consulta e ndo deram

seguimento ao acompanhamento clinico por qualquer razao;

e C(Criancas que obtiveram alta do programa de acompanhamento clinico por qualquer

razao;

e Criangas transferidas para acompanhamento em outro hemocentro.
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¢ Criancas que nao puderam ser encontradas durante a realizagdo do estudo para serem

esclarecidas e convidadas a participar.

e C(Criangas e/ou responsaveis que nao aceitaram participar do estudo.

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

exclusdo abaixo explicitados.

127 criangas triadas pelo
PETN-MG com  perfil
sugestivo SP-tal

1 ébito

27 criancas excluidas com perfis:
8 Cl'iaIlQﬁS ( Hb SS, S/HPFH, HbS/Hb Porto 2 recusas de TCLE
transferidas Alegre , HbS/Saki , HbS/Koln Hb/

Yaizu e Traco falciforme)

89 criancas
elegiveis

Figura 9 - Fluxograma de sele¢do amostral com base nos critérios de inclusdo e excluso
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4.2 Aspectos éticos

A execucio do estudo foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo
Hemominas (CEP Hemominas) (CAAE: 56282216.0.0000.5118) (anexo 1) e pelo Comité
de FEtica 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 responsaveis € aos participantes do
estudo, quando aplicével. Para conceder a autorizagdo para participagdo, o responsavellegal
e, quando necessario, as proprias criancas assinaram o termo, ficando sob sua guardauma
copia e outra copia sob a guarda dos pesquisadores. Para garantir o sigilo das informacgdes,
os dados dos prontudrios foram acessados exclusivamente pelos pesquisadores com

autorizagao prévia do CEP da Fundagdo Hemominas.

4.3 Variaveis hematologicas

As variaveis hematolodgicas analisadas foram:
e Concentracdo total de hemoglobina (Hb, g/dL),
e Volume corpuscular médio (VCM, fL),
e Hemoglobina corpuscular média (HCM, pg),
e Leucometria total (LEU, 10°/L),
e Plaquetometria (PLAQ, 10°/L),
e Concentragdo relativa de hemoglobina fetal (Hb F, %),

e (Contagem de reticuldcitos (Retic, %).

Os valores de Hb total, VCM, HCM, LEU e PLAQ foram obtidos utilizando-se o contador
eletronico de células (Coulter T890, Coulter, Hialeah, FL, EUA ou CELL-DYN Ruby, Abbott
Laboratories, Santa Clara, CA, USA). A quantificagdo das fracdes de hemoglobinas foi feita
por eletroforese de Hb em pH alcalino, em pequena propor¢do noscasos mais antigos ou,
mais frequentemente, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (high performance liquid
chromatography - HPLC), usando o kit Beta-thalassaemia Short Program no analisador Variant

IT (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Para a contagem de reticuldcitos, usou-se o método de azul
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de cresil brilhante na microscopia 6ptica ou os resultados proporcionados pelo contador
eletronico de células. Todas as informagdes contidas nos prontuarios foram armazenadas no

programa Microsoft Access®.

Para determinagao do nivel basal de cada paciente, foi considerada a média de todos os valores
de exames apo6s os dois anos de idade, desprezando-se os valores ap6s transfusdes sanguineas
(90 dias). Os valores foram considerados até a data anterior do inicio do regime de transfusdo

cronica ou o inicio do tratamento com a HU.

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

determinadas pelas médias dos valores de todos os exames validos.

4.4 Variaveis genéticas

4.4.1 Extracdo e quantificacdo do DNA genomico

As amostras foram colhidas e centrifugadas a 2.000 x g em centrifuga (Z323K, Hermle,
Wehingen, Germany) durante 10 minutos para a separa¢do do sangue total e obten¢do do
buffy-coat para a extracdo de DNA. A extracdo do DNA genoémico foi realizada com o uso
do kit comercial (QIAamp® DNA Blood Mini Kit, QIAGEN) de acordo com instrugdes
do fabricante. Para leitura da concentragdo e do grau de pureza do DNA, a amostra foi
colocada no espectrofotometro (NanoVueplus, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK),
calibrado anteriormente com agua deionizada. A concentragdo doDNA em ng/uL e a
relacdo do grau de pureza (absorvancia em 260 nm dividido pela absorvancia em 280 nm)

foram documentados para posterior diluigao em 50 ng/uL.

4.4.2 Sequenciamento para identificagdo mutacdes da Beta Talassemia

4.4.2.1 Amplifica¢do do fragmento 1 do gene HBB

A amplificagdo do fragmento 1 do gene HBB foi realizada por meio da reagdode PCR
(Polymerase Chain Reaction ou reagdo em Cadeia da Polimerase) utilizando 250 ng de
DNA com volume final de 50 pL, com tampdo de 1X 2 mM de MgClz, 200 pM de dNTPs,

1 U de Taq Platinum ® e 10 pmoles de cada oligonucleotideo sintético no sentidodireto e
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reverso, como demonstrado na tabela 4. A reagao 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 extensdo final de 70° C por 5 minutos.

4.4.2.2 Amplificacao do fragmento 2 do gene HBB

Amplificagdo do fragmento 2 do gene HBB foi realizada por meio da reagdo dePCR
utilizando 250 ng de DNA com volume final de 50 uL, com tampao de 1X 2 mM de MgCla,
200 uM de dNTPs, 1 U de Taq Platinum ® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e 10 pmoles
de cada oligonucleotideo sintético no sentido direto e reverso como demonstrado na tabela
4. A reagdo 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 por30
segundos, 57° C por 30 segundos, 72° C por 1 minuto e extensdo final de 72° C por

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

5‘ 3?
Cr‘usrerﬁ globina

Regigo
promotora Poliadelinacdo

5'UTR 2 UTR

TATA
] Box 1 | Exon1 | Intronl Exon 2 Intron 2 Exon 3 :l | |
Fragmento 1 (771 pb) Fragmento 2 (580 pb )

Figura 10 : Representacdo esquematica do gene da HBB e as regides do fragmento 1 e 2 utilizadas no

sequenciamento. Com modificagdes de BELISARIO, 2015 (160).



59

Tabela 5- Iniciadores (primers) utilizados na amplificagdo do fragmento 1 e fragmento 2 do gene

HBB.

Tamanho do

Regiio amplificada Iniciadores fragmento

D: 5 TCCTAAGCCAGTGCCAGAAG 3’ 771 pb
Fragmento 1

R: 5 TCCTAAGCCAGTGCCAGAAG 3’

Fragmento 2 D: 5 TCATGCCTCTTTGCACCATTC 3’ 580 pb

R: 5 ’GGGAATGTGGGAGGTCAGTGTTTCTTGCCATGAGCCTTC 3’

Fonte: BELISARIO, 2015 (160).

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

Para a purificagdo do fragmento 1 e 2, foram utilizados 20 pL e 50 pL, 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 centrifuga (MiniSpin, Eppendorf, Hamburg City, GER). Apos
15 minutos na centrifuga, retirou-se o sobrenadante das amostras e aplicaram-se 125 puL de
etanol (80%) e aguardou-se por 2 minutos. As amostras foram centrifugadas para retirar o
etanol e aplicou-se 25 puLL de H2Opreviamente aquecida a 60° C e pipetou-se por 50 vezes.
Para verificar o rendimento da purificacdo, 5 uL de amostras foram aplicadas em gel de
agarose 1% corado com brometode etidio, 90 volts, por 45 minutos em cuba contendo
tampao de TAEIX. O gel foi visualizado em transiluminador (Molecular Imager ®,

DocTM, XR imagem LabTMsoftware, BIO-RAD, CA, USA).
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4.4.2.4 Reacao 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 pL do oligonucleotideo (10 pmoles), 3
puL do tampao de diluicdo (5X Sequencing Buffer; AppliedBiosystems, Foster City, CA,
USA), 2 uL de BieDye v3.1 (AppliedBiosystems, Foster City, CA, USA) e completado o
volume final com 4gua para 20 pL. As reagdes de sequenciamento foram realizadas em um
termociclador (Veriti, Applied) com fase inicialde 96° C por 1 minuto, com 35 ciclos de
96° C por 15 segundos, 50° C por 15 segundos ¢60° C por 4 minutos. Posteriormente as

amostras foram armazenadas a 4° C.

4.4.2.5 Precipitagdo da reacao de sequenciamento

Para a precipitagdo, foram adicionados no produto de reagdo de sequenciamento 60 puL de
etanol 100%, 27 pL de 4gua tipo 1 e 3 uL de NaAc 3M. O contetido foi incubado por 15
minutos em temperatura ambiente e a cada 3 minutos, foi homogeneizado por inversao.
Centrifugou-se a 2.000 x g por 30 minutos e, em seguida, o sobrenadante foi descartado.
Em seguida, foram adicionados 150 pL de etanol 70% mantido a -20° C. Posteriormente a
placa foi homogeneizada por inversdo 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 poco da placa, adicionara,-se 10 pL de formamida(
AppliedBiosystems; Foster City, CA, USA) e homogeneizou-se por 5 minutos. Finalmente
aplaca foi submetida a uma temperatura de 96° C por 5 minutose em seguida foi armazenada

no gelo até o inicio da eletroforese capilar.

4.4.2.6 Eletroforese capilar

A eletroforese capilar foi realizada em aparelho ABI3730 (AppliedBiosystems;Foster City,
CA, USA), utilizando-se polimero POP7 (AppliedBiosystems; Foster City, CA, USA) e
capilar de 36 ou 48 centimetros (AppliedBiosystems; Foster City, CA, USA).
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4.4.2.7 Analise dos dados sequenciados

Os dados foram analisados por meio do o programa Mega X 10.0.5 (MolecularEvolutionary
Genetics Analysis, USA), comparando-se com a sequéncia depositada no GenBank
(NG_000007.3). As mutagdes foram identificadas com base na lista de mutagdesem Thein

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

443 Genotipagem dos haplétipos do agrupamento de genes da BS-globina

A identificacdo dos haplotipos do agrupamento de genes da BS-globina, foi realizada por
meio de técnicas de PCR e RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism ou
polimorfismo de tamanho de fragmento de restri¢do), conforme SUTTON et a/ (119), em
cinco sitios polimoérficos Ay, Gy, wB, 3’ wp e 5°B. As condigdes das técnicas de PCR e RFLP

para os cinco sitios estdo descritas na tabela 6.

A amplificacdo dos fragmentos para identificacio dos haplétipos BS-globina foi realizada
por meio da reagdo de PCR utilizando 100 ng de DNA, com volume final da reagdo de 20
uL, contendo 1,5 mM de MgClz, 200 uM de dNTPs, 10 pmoles de cada oligonucleotideos
sintéticos no sentido direto e reverso como demonstrado na tabela 4, ¢ 0,8 U de
TagPlatinum ® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A reacdo de PCR foi realizadano
termociclador (Veriti, AppliedBiosystems; Foster City, CA, USA ou T100 ThermalCycler,
Bio-Rad). Para as regides Ay, Gy, yp e 5’B as condi¢des de amplificacdo foram de 94°C
por 5 min, 94 °C por 45 segundos, 57° C por 30 segundos ;72° C por 45 segundos com 35
ciclos e extensdo final de 72° C por 10 minutos. Para a regido 3’yp as condicdes de

amplificacdao foram de 94° C por 5 minutos; 94 °C por 45 segundos; 60° C

por 30 segundos ;72° C por 45 segundos com 35 ciclos e extensdo final de 72° C por 10

minutos.


http://globin.bx.psu.edu/hemoglobinvar)

Tabela 6 - Condi¢des para determinagdo dos haplétipos B5 /B-Tal.
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Regido Condigdes PCR  Oligonucleotideos Endonuclease ou Fragmento de restrigdo
amplificada sequenciamento ou sequenciamento
95°C/5min; D 5 TCTCTGTTTGATGACAAATTC3’ Sequenciamento AC/AC (-/-)
€ EF s R 5’AGTCATTGGTCAAGGCTGACC3’ FECIEE (65
52°C/45seg;72°C/45s AAC/AAC (+/+)
eg x 35 ciclos);
72°C/10min
94°C/5min(94°C/45s D 5 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA3’ HindlIII 781pb /-
Gy eg;37°C/30seg72°C R 50 AAGTGTGGAAGTGTGCACATGA3® 5. AJAGCTT..3 781pb+436pb+345pbt/-
45seg x 35 ciclos) 436pb+345pb +/+
72°C/10 min
94°C/5min(94°C/45s D 5’ TGCTGCTAATGCTTCATTACAA3’ HindIII 766 -/-
o e 766pb +406pb+360pb +/-
Ay €g;57°C/30seg72°C/ R 5> TAAATGAGGAGCATGCACACAC3® 5’..A|AGCTT..3
. 406pb+360pb +/+
45seg x 35 ciclos)
72°C/10 min
94°C/5min(94°C/45s D 5’GAACAGAAGTTGAGATAGAGA 3’ Hincll 701pb -/-
eg;57°C/30seg;72°C/ S N
wp é ; 5g - 5°..GTY|RAC..3 701 pb, 361 pb e 340 pb +/-
seg X 35 ciclos) p 5 A CTCAGTGGTCTTGTGGGCT 3° 361 pb e 340 pb +/+
72°C/10 min
94°C/5min;(94°C/45s D 5’ TCTGCATTTGACTCTGTTAGC 3’ Hincll 592 pb -/
5’ .GTY|RAC..3’
5 160°C/30seg;72°C/
3yp E e 517+97 pb+/-
45seg x 35 ciclos); 5. GGACCCTAACTGATATAACTA 3 I il
72°C/10min
94°C/5min(94°C/45s D 5> CTACGCTGACCTCATAAATG 3’ Hinfl 383 pb -/-
) eg;57°C/30seg;72°C/ 57 GLANTC...3 383pb+241pb+142pb +/-
5P ’ R 5° CTAATCTGCAAGAGTGTCT 3’
45seg x 35 ciclos) 241pb+142pb +/+
72°C/10 min
D’5’TCCTAAGCCAGTGCCAGAAG 3’ Sequenciamento CC(+/+)
B 94°C/4min GEiER)
R 5’TCCTAAGCCAGTGCCAGAAG 3’
(96°C/30seg;64°C/30
seg;72°C/1mimx40
ciclos)72°C/5 min.
95°C/5min;n(95°C/45 D 5° TGGATTCTGCCTAATAAAA3’ Hinfl 341,245,154 -/-
seg;50°C/45seg;72°C R 5’GGGCCTATGACAGGGTAAT3’ 5°.GJANTC..3’
3p 341,245,213, 154 ¢ 128 +/-

/45seg x 35 ciclos)
72°C/10 min

245,213,154 ¢ 128 +/+

Fonte: SUTTON, 1989 (119).
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Para a andlise dos sitios polimoérficos, os produtos amplificados por PCR (10 pL) foram
digeridos por endonuclease adequadas para cada sitio, com volume final de 20 pL. Paraa
regidio IVS-II dos genes “y e Ay, foi utilizado a enzima Hind 111, para yp e 3’yf,a Hinc 11, e
para a extremidade 5’ de B, a enzima Hinfl. O tempo de incubagdo foi de 1 horaa 37° C,
exceto para yf e 3y, com 3 horas de incubacdo. Finalmente, a enzima foi inativada com

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

Para visualizagdo dos fragmentos de restri¢do, o produto foi aplicado em gel de agarose a
3% com brometo de etidio (10 ug/mL). A eletroforese foi feita durante 90 minutos por 80
volts e tampao TAE 1x. O gel foi visualizado em transiluminador (Molecular Imager ®,

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

4.4.4 Genotipagem dos haplotipos do alelo B-Tal

Além dos cinco sitios polimérficos (Ay, Gy, yB, 3’ypB e 5’B) descritos na segdo

"Genotipagem dos hapldtipos do agrupamento de genes da BS-globina", foram analisados

mais trés sitios polimorficos, €, B e 3°p, para a identificacao dos haplotipos B -Tal.

O sitio € (rs3834466) foi determinado por sequenciamento. A amplificagdo dofragmento
do gene HBE foi realizada por meio da reagdo de PCR utilizando 50 ng de DNA,tampao 1X,
2 mM de MgCl, 200 uM de dNTPs, 0,8 U de Taq Platinum ® (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) e 10 pmoles de cada oligonucleotideo sintético no sentido direto 5’

TCTCTGTTTGATGACAAATTC 3’ ereverso: 5’-AGTCATTGGTCAAGGCTGACC-3’

para um volume final de 20 puL. A reagdo 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 extensao

final a 72° C por 10 minutos.

O sitio B (Avall) foi determinado por sequenciamento. A amplificagdo do fragmento foi
realizado através da reagdo de PCR utilizando 50 ng de DNA ,tampdo 1X, 2mM de MgCly,
200uM de dNTPs, 0,8 U de Taq Platinum ® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e 10 pmoles
de cada oligonucleotideos sintéticos no sentido direto 5-

TCCTAAGCCAGTGCCAGAAG 3’ e reverso 5 TCCTAAGCCAGTGCCAGAAG 3°
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para volume final de 20ul. A reagdao de PCR foi realizada no termociclador (Veriti,
AppliedBiosystems; Foster City, CA, USA) com etapa inicial 94°C/4min; 40 ciclos de
96°C/30seg; 64°C/30seg;72°C/Imin e extensdo final de 72°C/ 5 min. Os protocolos de

purificagdo e sequenciamento foram descritos da se¢do

4.5.2.3 asecao 4.5.2.7.

O sitio 3°B foi determinado por PCR e RFLP. A amplificagdo foi realizada pormeio da
reacdo de PCR utilizando 50 ng de DNA, com tampdo 1X, 2 mM de MgClz, 200uM de
dNTPs, 0,8 U de Taq Platinum ® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e 10 pmoles decada
oligonucleotideo sintético no sentido direto 5’-TGGATTCTGCCTAATAAAA-3’ e
reverso: 5°- GGGCCTATGACAGGGTAA-3’ ¢ reverso, como demonstrado na tabela 4
paraum volume final de 20 pL. O produto amplificado foi submetido a técnica de restri¢ao,
utilizando a endonuclease Hinfl, com volume final de 20 pLL em uma temperatura de 37° C

e posteriormente inativada a 65° C por 20 minutos.

Para visualizacao dos fragmentos de restri¢ao, o produto foi aplicado em gel de agarose de
3% com brometo de etidio (10ug/mL). A eletroforese foi feita durante 90 minutos a 80
volts e tampao TAE 1x. O gel foi visualizado em transiluminador (MolecularImager ®,

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

4.4.5 Diagnostico da delegdo Corfu

Para a identificacdo da delecao Corfu associada a mutagao IVS-1-5 G>A foi realizado o
teste de MLPA (Amplificagdo de multiplas sondas dependentes de ligacdo). O
procedimento foi realizado na Universidade estadual de Campinas — UNICAMP com

protocolo fornecido pela instituigdo.

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

com concentragado final de 10ng/p e volume final de 5,0ul.

4.4.5.1 Reacgdode MLPA

A reagdo de MLPA ocorreu com etapa inicial de desnaturagao 98° C por 5 minutos, pausa

a 25° C. Adicionou-se 1,5 L. de SALSA MLPA Buffer e 1,5 uL de MLPAProbemix por
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amostra desnaturada. A hibridiza¢ao ocorreu a 95 °© C por 1 minuto e pausade 16-20 horas
a 60 ° C. A reagdo de ligagdo seguiu a etapa inicial de pausa a 54° C, adicionando-se o mix
de 25 puL agua, 3,0 uL. do MLPA Buffer Ligase A, 3,0 uL. do MLPABuffer Ligase B ¢ 1,0
uL da Enzima Ligase 65 com volume de 32 pL para cada amostra. As proximas etapas de
hibridizagao 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 omix de 7,5 pL. de agua,
2,0 uL do SALSA PCR Primer mix (Ambar) e 0,5 pL. do SALSA Polimerase por cada 10
uL de amostra seguindo as etapas 95°C por 30 segundos, 60°C por30 segundos ¢ 72°C por
1 minuto com repeti¢cdes de 35 ciclos. As amostras foram preparadas para a reagdo de
sequenciamento adicionando-se o mix 0,2 puL. do LIZ size standard e 9,0 nL de Formamida
por 0,7 pL amostra. As amostras foram desnaturadas a 86°C por 10 minutos e

posteriormente realizada a eletroforese capilar.

4.4.6 Diagnoéstico Molecular da Talassemia Alfa

Para a identificacdo das dele¢des e triplicagdo dos genes HBA, padronizou-se areagao
multiplex gap-PCR, conforme De Mare (139), utilizando 250 ng de material genomico e
kit comercial (QIAGEN ® Multiplex PCR kit, QIAGEN). Para o preparo comvolume final
de 15 pL do mix, foram utilizados oligonucleotideos sintéticos em concentragdes distintas,
descritas na tabela 6. As condi¢des da ciclagem foram de 96° C por 15 minutos; 30 ciclos
de 98° C por 45 segundos; 62° C por 90 segundos; 72° C por 150segundo e extensao final a
72° C, por 5 minutos. A rea¢do de PCR foi realizada no termociclador (Veriti, Applied
Biosystems; Foster City, CA, USA). Para visualizacdo dosfragmentos, o produto foi
aplicado em gel de agarose de 1% com brometo de etidio (10ug/mL). A eletroforese foi
feita durante 120 minutos a 90 volts e tampao TAE 1x. O gel foi visualizado em
transiluminador (Molecular Imager ®, DocTM, XR imagem LabTMsoftware. BIO-RAD,
CA, USA). Para visualiza¢ao dos produtos de PCR, asamostras foram adicionadas no gel
de agarose a 1% com tampao de corrida e contendo brometo de etidio (10 pg/mL). A corrida
de eletroforese foi realizada por 120 minutos a 90volts em cuba contendo tampao TAE 1x.
O gel foi visualizado em transiluminador(Molecular Imager ®, DocTM, XR imagem
LabTMsoftware , BIO-RAD, CA, USA). A determinacdao do genoétipo foi realizado por
meio da verificacdo do tamanho do fragmentode acordo com o padrdao de corrida de 250

pb DNA Ladder, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
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A figura 11 expde uma visao esquematica das posicdes relativas dos primers com as sete

delegdes mais comuns e a triplicacdo. As condigdes das técnicas de PCR estdo descritas

na tabela 7.
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Figura 11- Representagdo esquematica do cluster da o globina e a localizagdo dos primres. a) representagio

do processo de fusdo do gene e a triplicagdo aao -3.7. b) Representacdo das sete principais delegdes.

Adaptado de MARE, 2010 (139).

Tabela 7 - Sequéncia de oligonucléotideos sintéticos para as delegdes e triplicagdo da a-Tal com as

concentracdes e o tamanho do fragmento esperado.

Regido da  Sequéncia 5°-3’ Concentragado Tamanho do fragmento
delecdo
3.7-F AAGTCCACCCCT 0.4 uM 1794 bp (a2),
TCCTTCCTCACC 2462 bp (al),
2212 bp (—a3.7),
2044 bp (aaaanti 3.7)
a2-R AGACCAGGAAGGGCCGGTG 0.2 uM 1800 pb



3.7-R4

20.5-F

4.2-F

4.2-R

MED-F

MED-R

SEA-F

SEA-R

FIL-F

FIL-R

THAI-F

THAI-R

TGACCTACCCACCACCCATA

GCCCAACATCCGGAGTACATG

GGTTTACCCATGTGGTGCCTC

CCCGTTGGATCTTCTCATTTCCC

TACCCTTTGCAAGCACACGTAC

TCAATCTCCGACAGCTCCGAC

CGATCTGGGCTCTGTGTTCTC

AGCCCACGTTGTGTTCATGGC

TTTAAATGGGCAAAACAGGCCA
GG

ATAACCTTTATCTGCCACATGTA
GC

GACCATTCCTCAGCGTGGGTG

CAAGTGGGCTGAGCCCTTGAG

0.6 uM

0.3 uM

0.5 uM

0.5 uM

0.2 uM

0.2 uM

0.2 uM

0.2 uM

1.0 uM

1.0 yM

0.3 uM

0.3 uM

67

2462 bp (al),
1 256 bp [(a)20.5]

1007 pb

1628 pb

807 pb

1349 pb

546 pb

1153 pb

Fonte: De Mare, 2010 (139)

4.5 Variaveis clinicas

As varidveis clinicas foram extraidas dos prontuarios médicos arquivados do ambulatério

da Fundagao Hemominas. As criangas foram submetidas a avaliagdes clinicas com

periodicidade varidavel. Somente os dados clinicos registrados antes do inicio de tratamento

da hidroxiureia ou do periodo de transfusdo “cronica” foram considerados na analise

estatistica.

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

e superiores, no abdomen, costas e peito, registrados nos prontuarios.
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A sindrome toracica aguda (STA) foi definida como dificuldade respiratdria acompanhada

por um infiltrado pulmonar e febre, exigindo hospitalizacao.

O sequestro esplénico agudo (SEA) foi definido pela queda de Hb, aumento significativo
do bago e resposta compensatdria da medula ossea, representada por elevacao da contagem
de reticuldcitos. Esse dado nem sempre estava registrado nos prontudrios; com isso, bastava

as duas condi¢des acima mencionadas.

O risco de AVC foi avaliado pelo exame de Doppler transcraniano, com criangas elegiveis
para o exame, maiores de dois anos. Todas essas varidaveis foram definidas ¢ acompanhadas

pelo médico hematologista responsavel.

O periodo das transfusoes e o uso de da hidroxiureia foram retiradas do prontuario médico.
Para determinagdo do risco de doencas cerebrovasculares foi utilizado o DTC. O DTC ¢
oferecido a todas criangas acompanhadas na Fundacdo Hemominas a partir dos dois anos

de idade. A determinagdo do risco e a estratificagao foi classificada de acordo com o estudo

""Stroke Prevention Trial in Sickle Cell Anemia’” (STOP) (161) (Tabela 8).

Tabela 8- Estratificagdo Doppler transcraniano .

Resultado Risco Velocidade do fluxo sanguineo cerebral
Doppler Normal baixo <170 cm/s

Doppler Condicional baixo ou intermediario 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 auséncia de insonacao

Fonte: "'Stroke Prevention Trial in Sickle Cell Anemia’” (STOP) (161)
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4.5.1 Banco de dados e analise estatistica

Todas as informagdes (dados pessoais, estudo familiar, dados laboratoriais e clinicos)
foram consultadas nos prontudrios médicos arquivados no ambulatorio do Hemocentro de

Belo Horizonte e langadas no programa Access (Microsoft®).

Os dados armazenados no banco de dados foram analisados pelo programa Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) for Windows (Versao 20.0.0) para cadavariavel

analisada.

Os resultados de prevaléncias foram expressos pelo limite de confianga de 95%.
Consideraram-se significativos os testes com probabilidade p <0,05. Os dados quantitativos

foram expressos com média £+ 1 desvio padrao (DP), ou pela mediana.

As incidéncias dos eventos clinicos foram expressas pela taxa de 100 paciente-ano e limite
de confianca de 95%. As comparagdes entre as criangas em relagdo aos eventos clinicos e

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

Para o evento de sequestro esplénico agudo, foi utilizado o modelo de Kaplan-Meierpara a
probabilidade de ocorréncia do primeiro SEA. Levou-se em consideragdo o tempo de
exposi¢ao de cada crianga para constru¢ao das curvas de sobrevida do modelo Kaplan-

Meier.

As associacdes da co-heranca de alfa talassemia com os dados hematoldgicos foram

realizadas com o teste t.

De acordo com a média do percentual de HbA e a gravidade clinica, as mutagdes
encontradas na presente casuistica foram distribuidas em quatro grupos distintos. Um grupo

para as mutagdes SB°-Tal e trés grupos para SP*-Tal (leve, moderado e grave).
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5 RESULTADOS
5.1 Caracterizacao da amostragem para seguimento clinico e laboratorial

O estudo foi composto por 89 participantes, em 85 familias. Dentre eles 47 (52,8 %) do
sexo feminino e 42 (47,2%) do sexo masculino (grafico 1). A média de idadefoi de 12,3 +

5,04 anos.

47(52,8%)

Feminino
Masculino |

Grafico 1 — Caracterizagdo amostral por sexo.

5.2 Incidéncia geral no Estado de Minas Gerais

Para o estudo de incidéncia, o nimero de recém-nascidos triados pelo PTN- MG no periodo
de cinco anos (2011-2015) foi de 1.179.389 e dentre eles, 53 foram diagnosticados como
SB-Tal, dos quais 29 (54,7%) identificados como SP°-Tal e 24 (45,3%) como SB*-Tal.
Nesse periodo foram diagnosticadas trés criancas com a mutagdo IVS-I-5 G>A. Para a
finalidade de incidéncia, essas criangas foram consideradas SB°-Thal,pois nenhuma possuia
Hb A residual (ver adiante).

A incidéncia global encontrada no estado de Minas Gerais para SB-Tal foi de 1:22.250 (IC
a 95%, 1:17.530 a 1:30.450). A incidéncia de SB0-Tal foi de 1:40.700 (IC a

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



71

meio a meio, portanto. Os 53 casos de SB-Tal representam cerca de 6% do total de criancas
com doenga falciforme de todos os subtipos (incidéncia de 1:1.400) (9), diagnosticadas em

5 anos pelo Programa de Triagem Neonatal em Minas Gerais.

5.3 Analises moleculares
Os exames genéticos para a identificacdo das mutagdes da beta talassemia foram realizados
para as 89 criangas. Dentre elas, 88 realizaram os exames genético para alfa talassemia e
haplétipos; em uma, a qualidade do material gendmico foi inadequado ou insuficiente para
esses dois testes. Para as analises do estudo, foram considerados os resultados para as 86

criangas com a identificacao da mutagao da beta talassemia (ver adiante).

5.3.1 Sequenciamento para identificacdo mutag¢des da Talassemia Beta

Entre os pacientes incluidos inicialmente no presente estudo pelo padrao de hemoglobina
ao nascimento, 13 apresentaram resultados ndo condizentes com SB-Tal. Entre eles, sete
(6,86%) eram Hb S/Hb Porto Alegre (HBB:c. 29C>G ), dois (1,96%) possuiam trago
falciforme, um (0,98%) tinha HbSS (transfundida ao nascimento), (HBB:c.20A>T), um
(0,98%) possuia Hb S/Hb Saki (HBB:c.44T>C), um ( 0,98%) tinha HbS/Koln
(HBB:c.295G>A) e um (0,98%) possuia HbS/Yaizu (HBB:c.238G>A), todos confirmados

por sequenciamento.

Foram identificadas 14 mutagdes: 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-1-110
G>A; 6 (6,7%) com IVS-1-5 G>A; 4 (4,5%) com IVS-II-1 G>A; 3 (3,4%) com IVS-I1-839
T>C e IVS-1I-844 C>A, em cis; 2 (2,2%) com -88 C>T; 2 (2,2%) com -92 C>T; 2 com (2,
2%) IVS-11-849 A>G; e um (1, 2%), cada, com -101 C>T, IVS-I-2 T>C e poliadelinagao
AATAAA>AACAAA (grafico2). Em dois casos SB+-Thal, ndo foi encontrada a mutagao.



1(1.2%)
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MNomenclatura
W CD39 CT (HBB:C.118C>T)
H 1VS-1-1 G>A (HBB:C.92+1 G>A)
W IVS-I-6 T> C (HBB:C.92+6 T>C)
M -29 A>GTATA box (HBB:C-79 A>G)
W IVS-1-110 G>A ( HBB:C. 93-21 G>A)
|1 IVS-1-5 GA (HBB:C. 92+5 G>A)
W IVS-1I-1 G=A (HBB:C.315+1G>A) ,
IVS-1I 844 C>A (HBB:C 316-7 C>A) cis IVS-II-839 T>C (HBB:C.316-12 C>A)
B -83CT(HBB.C.-138C:
W -92 C>T HBB:C.-142 C>T (HBB:C.- 142 C>T)
1VS-11-849 A>G (HBB:C316-2 A>G)
m -101 C>T (HBB.C. -151 C=T)
m IVS-1-2 T>C (HBB:C.92+2 T>C)
g Poliadenilagio AATAAASAACAAA (HBB:C.*110 T>C)

@ Nio encontradas

Grafico 2 — Frequéncia absoluta e relativa das mutagdes encontradas.

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

39 C>T.

¢ 8¢ T T 686 A GCE€EEC A A GGET T

Figura 12— Eletroferograma referente ao sequenciamento do gene HBB, mostrando a mutagdo CD 39 C>T.
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5.3.2 Identificacdo dos haplétipos B°

Para a determinacio dos haplétipos do alelo S, foram analisados cinco sitiospolimorficos
Ay, Gy, yf, 3’yPB e 5’B. A figura 13 mostra a fotografia de gel de agarose contendo o
resultado da PCR/RFLP do fragmento Ay, com HindII.

766 pb
406 pb
360 pb

Figura 13 — Genotipagem do fragmento Ay. Gel de agarose a 3% corado com brometo de etidio contendo
produtos de RFLP de fragmento Ay. Na primeira canaleta foi aplicado o padrdo 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 Gy, também com HindIII.

Figura 14 — Genotipagem do fragmento Gy . Gel de agarose 3% corado com brometo de etidio contendo
produtos de RFLP de fragmento Gy. Na primeira canaleta foi aplicado o padrdo 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 yf3, com Hincll.

——
—
—
—

Figura 15 — Genotipagem do fragmento /3 .Gel de agarose a 3% corado com brometo de etidio contendo

produtos de RFLP de fragmento \yf. Na primeira canaleta foi aplicado o padrdo 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’ yf, também com Hincll.

Figura 16— Genotipagem do fragmento 3°y/[3. Gel de agarose a 3% corado com brometo de etidio contendo

produtos de RFLP de fragmento 3’/[3. Na primeira canaleta foi aplicado o padrdo de peso molecular de 50
pares de base. Nas canaletas 2 a 5 amostras (-/-), na canaleta 5 amostra (+/-), na canaleta 6 amostra (+/+) ¢
na canaleta 7 controle negativo.

A figura 17 mostra a fotografia de gel de agarose contendo o resultado da PCR/RFLP do

fragmento 5°p, com Hinfl.
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k4

Figura 17 — Genotipagem do fragmento 5’ Gel de agarose a 3% corado com brometo de etidio contendo

produtos de RFLP de fragmento 5°B. Na primeira canaleta foi aplicado o padrdo de peso molecular de 50

pares de base. Nas canaletas 2 a 5 amostras (+/-), na canaleta Samostra (+/+), na canaleta 6 amostra controle
negativo.

5.3.3 Identificagdo dos hapldtipos B-Tal

Para a determinacdo dos haplétipos do alelo B-Tal, além dos cinco fragmentos utilizados
na identificagio dos haplétipos B5, também foram analisados os fragmentos & (rs3834466),

B (rs10768683) ¢ 0 3'B (rs10837631).

A figura 18 mostra o resultado de sequenciamento de DNA do gene HBE ¢, a 5° docddon
iniciador (rs3834466).

280 290
TGGTGACAGAAAACCGGG

WM araasanifaa L

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 p (IVS-1I-16 G>C).
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640 650
TATG GGACCTCTTGAT G

Figura 19 — Eletroferogama referente ao sequenciamento do sitio B (IVS-II-16 G>C),
com o polimorfismors10768683. 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’B, com Hinfl.

341 pb
245 pb
213 pb
154 pb
128 pb

Figura 20 — Genotipagem de 3’ de HBB . Gel de agarose 3% corado com brometo de etidio contendo produtos
de RFLP a 3’ de HBB (polimorfismo rs10837631). Na primeira canaleta foi aplicado o padrdao de peso
molecular de 100 pares de base. Na canaleta 2,4 ¢ 5 amostras AA (+/+), nas canaletas 3 ¢ 6 amostras AT (+/-

) e na canaleta 7, controle negativo.

Para as 86 criancas que foram identificadas as mutagdes do alelo beta talassémico e nas
quais foi possivel realizar a identificagdo dos haplotipos, a prevaléncia do haplétipo CAR
foi de 50 casos (58,1%), seguido do haplétipo Benin, 25 (29,1%), dois (2,3%) Senegal, e
um (1,2%), atipico. Em oito casos (9,3%), ndo foi possivel a classificagdo como CAR ou

Benin.

Quanto aos hapldtipos do alelo beta-talassémico, 12 (13,9 %) foram do tipo I;13 (15,2%)
do tipo II; um (1,2%) tipo 1V; 24 (27,9%) do tipo V; trés (3,5%) tipo VI; trés(3,5%) tipo
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VII, seis (6,9%) tipo IX; e 10 (11,6%) foram considerados atipicos (ATP). Em14 criangas

(16,3%), o haplotipo beta-tal ndo foi determinado porque o sitio Avall ndo pdde ser

sequenciado, por restrigdes orcamentarias do projeto.

A tabela 9 mostra a descri¢do dos haplotipos S e B-tal, de acordo com o tipo de mutagio

encontrada no estudo.

Tabela 9 - Descri¢do dos haplotipos S e B-tal em 86 criangas, de acordo com o tipo de mutagdo

Mutacao

Haplétipo pS/p-tal

101 C>T (n=1)
92 C>T (n=2)
88 C>T (n=2)

29 A>G TATA box (n=8) *
IVS-I-1 G>A (n=16)
IVS-I-Il T>C (n=1)

IVS-I-5 G>A (n=6)

[VS-1-6 T>C (n=10)#

IVS-I-110 G>A (n=8)#

CD 39 C>T (n=22)#

IVS-II-1 G>A (n=4)

IVS-11-839 T>C e IVS-1I-844 C>A em cis (n=3)

IVS-11-849 A>G (n=2)

Poliadelinagdo (n=1)

Ben/I (1)

CAR/V (2)

CAR/VII (1) e CAR/ATP (1)

Ben/IX (3), Sen/IX (2), Car/IX (1), CAR/I (1),
Ben/ATP (1)

CAR/V (8), Ben/V (6), CAR/I (2)

CAR/ATP ou Ben/ATP

CAR/V (4), Ben/V (1), ATP/V (1)

CAR/VI (2), Ben/VII (2), CAR/IV (1), Ben/VI
(1), CAR/? (4)#

CAR/I (5), Ben/I (2), Ben/? (1)

CAR/II (11), Ben/II (2), CAR/? (5)#, Ben/?
(D#

CAR/V (1), Ben/V (1), CAR/ATP ou
Ben/APT (2 irmaos)

CAR/ATP ou Ben/ATP (3, de familias
distintas)

CAR/ATP ou Ben/ATP (2 irmas)

CAR/ (1)

*Nao foi possivel a genotipagem de ambos haplotipos em um caso#

Nao foi possivel a genotipagem do haplétipo p-tal
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5.3.4 ldentificagdo da delecdao Corfu no gene HBD

O grafico 3 demostra o resultado do teste de na tentativa de identificacao da dele¢ao Corfu

(NG _000007.3:2.57237 64443del7207) em cinco criangas com a mutagdo IVS-1-5 G>A.

A delecao Corfu nao foi detectada em nenhuma delas.
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Grafico 3 - Resultado do produto da reac¢do de MLPA para identificacdo da delegdo Corfu. Na regido do gene

HBD, em criangas com a mutacdo IVS-1-5 G>A, a deleg¢do Corfu ndo foi detectada com as sondas “HBD-up

420 nt” e HBD-1 310 nt” que se aninham internamente a referida delegao.
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5.3.5 Identificacao Alfa Talassemia

Quanto a co-heranga de alfa talassemia, 68 criangas (79,0%) tinham genotipo selvagem
(oo/o0r); 16 (18,6 %) eram ao/-a>7; uma era (1,2%) -a*7/-07 e uma (1,2%) tinhatriplicagio
do gene alfa (aa/aaa->7). A figura 21 demostra os resultados da gap-PCR paraidentificagio

de delegdo de talassemia alfa (-a*7).

pE—)
2462 pb
‘—
1\

2212 pb

2044 pb
1794 pb

Figura 21- Fotografia do gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio, contendo produtos de PCR
multipla para diagnostico molecular de 2 delegdes e triplicagdo no gene HBA. Na canaleta 1 foi aplicado o
padrdo de peso molecular de 250 pares de bases. Nas canaletas 1 ¢ 2 amostras ao/ow, nas canaletas 4-6
amostras ao/-o’>’, na canaleta 7 controle positivo para ao/ooo’’ € na canaleta 8 controle negativo.

O grafico 4 demonstra os resultados dos exames de alfa talassemia, distribuidosde acordo

com o tipo de mutagao.
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Grafico 4 - Distribuigdo das mutagdes do alelo beta-talassémico, de acordo com a quantidade de genes daalfa

globina.

5.4 Caracterizacdo dos parametros hematologicos

Os valores dos exames hematologicos variaram de acordo com o tipo de mutagao da beta-
talassemia. Para as mutagdes que apresentavam frequéncia igual ou superior a dois casos
na casuistica, calculou-se a média dos valores hematoldgicos para essas mutagdes, com o

respectivo erro padrao da média (tabela 10).
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Tabela 10- Valores médios (+ erro padrdo da média) dos exames hematologicos de acordo com otipo

de mutagao.
Mutacéo HbA, Reticulécito Leucécitos Plaquetas VCM
o %
n Hb Total HbA (%) Hb F o (%) (x10°IL) (x10°1L) L) HCM( pg)
(%)
-101 C>T 1 13,6 451 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 1,910,6 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 20,115,0 19,917 1 5,8 +1,1 1,8 £0,0 7,65+0,24 271,30+£19,91 72,8426 26,1417
-29 A>G 9 11,3740,27  20,50,7 7,811 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-1-1 G>A 16 7,80+0,20 0,0 11,4421 6,1£1,0 12,4111 13,28+0,91 398,57+27,16 71,0¢1,2 21,51£0,5
IVS-1-2 T>C 1 7,7 0,0 21,0 4,0 11,90 9,2 403,4 75,0 22,9
IVS-1-5 G>A 6 8,62+0,49 0,0 10,9+29  6,3120,7 10,3+1,9 15,2242,05 380,62+60,51 68,8+1,0 20,5+0,7
IVS-1-6 T>C 10 10,44+0,21 26,3+0,4 3,01£0,7 4,8 +0,8 3,410,6 8,53+0,60 265,24+20,76 69,5+1,7 22,0£0,5
IVS-1-110 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 4,012 9,742.1 11,34+0,82 307,63+35,67 73,0+2,1 22,610,8
IVS-11-839 T>C cis 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
IVS -11-844 C>A

3 24,4+0,6
IVS-11-849 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
Poliadelinagéo
AATAAA> 1 9,2 16,4 9,8 5,0 6,6 6,07 190,59 71,9 21,7

AACAAA
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As médias dos valores de HbA foram representadas no grafico 5. Mutagdes tidas como
SB*-tal comportaram-se com Hb A igual a zero (IVS-I-5 G>A) ou inferior a 10% (IVS-I-
110 G>A).
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Grafico 5 — Distribuicdo dos valores da concentragdo de HbA de acordo com o tipo de mutagio.

De uma forma geral, nota-se pelo grafico 5 que as diversas mutagdes de SP-tal distribuem-
se em quatro grupos quanto a concentragdo de HbA: no primeiro, ndo existe producdo de
HbA e compreende todas os gendtipos SB’-tal, acrescidos da mutagio IVS-I-5 G>A, na
qual nenhuma das cinco criangas apresentou HbA a HPLC, em qualquer momento da vida.
O segundo grupo compreende na presente casuistica apenas a mutacao I[VS-I-110 G>A na
qual a concentracgao relativa de HbA ¢ inferior a 10%. Examinando-seretrospectivamente
os oito casos da presente casuistica, percebeu-se que o nivel de HbA natriagem neonatal
pode ser tdo baixo que ndo ¢ detectavel por IEF ou HPLC, tendo sido o perfil de
hemoglobina desses recém-nascidos classificado como FS. O terceiro grupo, com
diminui¢do moderada de HbA, compreende as mutagdes -29 A>G e -88 C>T, na regiao
promotora, a de poliadenilagdo na regido 3’ de HBB e a mutacao IVS-I-6 T>C. O ultimo
grupo, com pequenas restricdes na producao da HbA, compreende duas mutagdes na regido
promotora, -101 C>T e -92 C>T, e mais uma quase na regido de splicing receptor no
segundo intron de HBB, uma dupla mutacao em cis separada por 4 bases: 839 T>C e 844

C>A (Grafico 6).
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Grafico 6 Distribui¢ao dos grupos de Sp-tal de acordo com o tipo de mutag@o.

A tabela 11 mostra a comparacdo dos valores hematimétricos entre as mutagoesIVS-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, umaauma, CD 39 C>T com -29 A>G e [IVS-1I-6 T>C. Jaatabela9 compara
as mutagdes de SP'-talassemia consideradas leves (-101 C>T, -92 C>T e IVS- 11-839 T>C
/ IVS-II-844 C>A em cis) com as mutacdes consideradas moderadas (IVS-I-6T>C e -29
A>G).

Tabela 11 - Comparacdo de valores hematimétricos entre quatro genotipos de mutagdo de SpB-

talassemia
a. CD39 C>T b. IVS-I-1 c. IVS-I-5 d. IVS-I-110  Valor* de  Valor* de = Valor* de
G>A G>A G>A p(avsb) p(avsc) p(avsd)
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
Reticuldcitos (%) 11,4+0,8 12,4+1,1 10,3+1,9 10,3£1,9 0,49 0,51 0,48
Leucocitos (x10%L)  11,69+0,64 13,28+0,91 15,2242,05 14,81+1,38 0,15 0,15 0,027
Plaquetas (x10°/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) 23,240,5 21,5+0,5 20,5+0,7 22,0+0,5 0,03 0,019 0,11

*Qs valores de p que sdo significativos estio em negrito.
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Nota-se, pela Tabela 11, que os quatro genotipos nao diferem significativamente entre si

quanto aos parametros hematoldgicos, exceto no que se refere a concentragao relativa de

Hb A2, mais baixa em CD39 C>T no que nos demais gendtipos. Também nota-se pequenas

diferencas no que tange a VCM e HCM, com valores mais elevados em CD39C>T.

Tabela 12 — Compara¢do de valores hematimétricos entre trés genotipos de mutacao de Sp-

talassemia.
a.CD39 C>T b. -29 A>G c. IVS-1-6 Valordep (a Valordep (a Valordep
T>C vs b) VS C) (bvsc)
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
Reticulocitos (%) 11,4+0,8 2,7+0,4 3,4+0,6 <0,0000001  <0,0000001 0,39
Leucocitos (x10%/L) 11,69+0,64 8,81+0,78 8,53+0,60 0,015 0,001 0,78
Plaquetas (x10%/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 73,1x1,7 69,5+1,7 0,6 0,052 0,15
HCM (pg) 23,24+0,5 23,5+0,6 22,0+0,5 0,7 0,17 0,06

*Qs valores de p que sdo significativos estdo em negrito.

Nota-se, pela Tabela 12, que as criangas com CD39 C>T possuem valores mais baixos de

Hb total, a par de maior elevagdo dos reticuldcitos, leucocitos e plaquetas, e do valor

relativo da HbF. A concentracdo de HbA2, bem como os valores de VCM e HCM sao

equivalentes entre os trés genotipos comparados na Tabela 12.
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Tabela 13— Comparagao de valores hematimétricos (£ erro padrdo da média) entre dois genotipos

de SB*-talassemia moderada e trés gendtipos de SPB*-talassemia leve

a.lVS-1-6 b.-101 C>T, -92 C>T e IVS-II- Valor de p

};Zg (ﬁ=iz9§ 844 C>A cis IVS-11-839 T>C (avsb)
(n=6)

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
Reticulécitos (%) 3,06+0,34 1,13+0,14 0,0003
Leucocitos 8,66+0,47 7,41+0,87 0,25
(x10°/L)
Plaquetas (x10°/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

*Qs valores de p que sdo significativos estdo em negrito.

Nota-se, pela tabela 13, que ¢ bastante acentuada a diferenga entre os pardmetros
hematologicos dos genotipos “leve” e “moderado” da SB'-talassemia, encontrados no
presente estudo. As excegdes ficaram por conta das contagens de leucdcitos e plaquetas,

equivalentes para os dois grupos mencionados.

A tabela 14 compara parimetros hematologicos entre as duas mutacdes SB°-Tal mais
prevalentes no presente estudo (CD 39 C>T e IVS-I-1 G>A), quanto a co-heranga dealfa

talassemia. Todas as médias sdo equivalentes sob o ponto de vista estatistico.
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Tabela 14- Comparag@o hematologica entre as mutacdes CD 39 C>T e IVS-I-1 G>A em relagdo a

co-heranga de alfa talassemia.

Co-heranga de alfa M¢édia Valor de Co-heranca de Média
talassemia em p alfa  talassemia
Valor d
CD39 C>T em IVS-1-1 G>A alor ce
p
Hb total (g/dL) 4 genes (n=19) 8.0 0.44 4 genes (n=14) 7.9
0.37
2 ou 3 genes
8.4 (n=2) 7.3
2 ou 3 genes (n=3)
Reticuldcitos (%) 4 genes (n=19) 11.6 0.49 4 genes (n=14) 12.6
0.59
2 ou 3 genes
10.1 (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
2 ou 3 genes
16.0 (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
2 ou 3 genes (n=3) 4.5 (n=2) 6.8
Leucocitos (x10°/L) 4 genes (n=19) 11.49 0.45 4 genes (n=14) 13.33
0.90
2 ou 3 genes
2 ou 3 genes (n=3) 12.94 (n=2) 12.96
Plaquetas (x10°/L) 4 genes (n=19) 346.41 0.58 4 genes (n=14) 409.73
0.49
2 ou 3 genes
2 ou 3 genes (n=3) 412.67 (n=2) 320.45
VCM (fL) 4 genes (n=19) 73.4 0.38 4 genes (n=14) 70.6
0.50
2 ou 3 genes
81.8 (n=2) 74.5
2 ou 3 genes (n=3)
HCM (pg) 4 genes (n=19) 22.7 0.24 4 genes (n=14) 214
0.36
2 ou 3 genes
26.2 (n=2) 22.8

2 ou 3 genes (n=3)
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1.5 Caracterizacao clinica

Todos os dados referentes aos eventos clinicos foram extraidos dos prontudriosmédicos da
Fundagao Hemominas. Como anteriormente referido, foram considerados os registros

antes do inicio do uso da hidroxiureia ou do regime de hipertransfusao.

Quanto ao exame de Doppler transcraniano, 70 criancas realizaram o exame até a data final
de acompanhamento do estudo. Entre elas, 66 (94,3%) apresentaram baixo risco para
doenga cerebrovascular e duas (2,9%), risco condicional baixo. Uma crianca (1,4%) teve
acidente vascular cerebral (AVC) e uma, ataque isquémico transitério (AIT).Os dois
resultados de DTC condicional baixo foram observados em criancas com as mutagoes [VS-
[-5 G>A ¢ IVS-I-110 G>A. O unico caso de AVC foi observado em uma crianga com a
mutacao CD 39 C>T e o caso de AIT foi observado em crianga com mutacaolVS-1-1 G>A,

ambas SB°-tal.

Na presente casuistica, 60 criangas (69%) nao apresentaram aumento consideravel do bago
e 27 (31%) apresentaram esplenomegalia. Dentre estas, 23 (85,2%) eram SB°-tal e 4 (4,2%)
eram SB’-tal. No gendtipo SB'-tal a esplenomegalia foi observadanas criangas com a
mutacdo IVS-I-110 G>A. Apenas as criangas com a mutagio IVS II 849 A>G (SB°-tal),
ndo apresentaram eventos de esplenomegalia. Cabe resaltar queesplenomegalia causou

hiperesplenismo clinico em trés criancas (11,1%).

Ainda de forma global e em termos absolutos, das 87 criangas com a mutagdo[3-talassemia
identificada, 73 (83,9%) tiveram registro de CVO, totalizando 665 eventos durante o

acompanhamento; 14 (16,1%) das criancas nao tiveram registro de CVO.

Em relacdo a infecc¢des, apenas 5 criangas (5,7%) ndo tiveram registro do evento nos
prontuarios médicos. Os genotipos que mais frequentemente associaram-se cominfecao
foram CD39 C>T e IVS-I-1 G>A. Em relagdao a sindrome toradcica aguda, 48 criancas
(55,2%) tiveram pelo menos um episoddio durante o seguimento clinico. Os genotipos que
mais frequentemente se associaram a esse evento agudo foram, CD39 C>Te IVS-I-5 G>A.
Em relacdo a transfusdes sanguineas, 49 criangas (56,3%) receberam pelomenos uma

transfusdo, sendo igualmente mais frequentes nos mesmos genotipos ja assinalados.
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Levando-se em conta que o tempo de seguimento foi variavel de crianga para crianga, como
acontece com qualquer coorte, normatizou-se a frequéncia de eventos clinicos por 100
pacientes-ano. A incidéncia de crises vaso-oclusivas para os 87 pacientescom a mutacao 3-
tal identificada foi de 83,6 eventos por 100 pacientes-ano (IC 95%: 77,4 — 90,2). A
incidéncia de infecgdes foi de 65,0 eventos por 100 pacientes-ano (IC 95%: 72,9 — 85,4). A
incidéncia de sindrome toracica aguda foi de 12,9 por 100 pacientes-ano (IC 95%: 12,0 —
17,4) e a de transfusdes foi de 16,9 por 100 pacientes-ano (IC 95%: 19,8 —26,6). A tabela

15 demonstra essas incidéncias de eventos clinicos por cada um dos genétipos de [3-tal.



Tabela 15 - Incidéncia de eventos clinicos por 100 pacientes-ano.
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Mutaciio (n) Incidéncia de infec¢io Incidéncia de Incidéncia de Incidéncia de
(IC 95%)* CVO (C95%)* STA AC95%)*  transfusio (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)

IVS-1-2 T>C (1) 94,8(47,3-169,7)
IVS-I-5 G>A (6) 105(68-155,1)
IVS-1-6 T>C (10) 61,6(48,8-77,2)
IVS-1-110 G>A (8) 109,2(85,8-137,1)
CD 39 C>T (22) 89,6(76,9-103,9)
IVS-II-1 G>A (4) 54,7(34,7-82,1)

IVS-11-839 T>C e IVS-
11-844 C>A em cis (3)

18,9(6,9-44,1)

IVS-I1-849 A>G (2) 107,4(51,5-197.5)

Poliadenilagio (1) 27,6(8,8-66.6)

114,6(97,3-133.9)

86,2(41,3-158,5)

137,5 (94-194,1)

114,2(96-134,9)

73,8(54,8-97,3)

97,2(84-112)

45,2 (27,2-70,6)

11,3(2,3-33,1)

139,6(74,4-23,9)

148,1(91,7-226,4)

40,1(30,2-52,2)

25,9(5,3-75.6)

25,8(9,5-56,1)

7,4(3,4-14)

8,9(3,3-19,3)

10,6(6,6-16.3)

11,9(3,9-27.8)

42,9(11,7-110)

44,5(34,1-57,2)

60,3(24,3-124,3)

12,6(2,6-36.8)

3,3(1-7.,9)

32,5(20,4-49,2)

35,4(27,6-44,8)

33,3(18,2-55,9)

13,8(1,7-49.9)

*1C 95% pelo teste exato de Fisher
CVO: crise vaso-oclusiva; STA: sindrome toracica aguda
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As tabelas 16 a 18 comparam a incidéncia dos quatro eventos clinicos em algunsdos

genotipos mais frequentes na casuistica.

Tabela 16- Incidéncia de eventos clinicos em alguns dos genotipos mais frequentes da casuistica.

Mutacio (n)

Incidéncia de
infeccao (IC 95%)*

Incidéncia de
CVO (IC 95%)*

Incidéncia de STA

(IC 95%)*

Incidéncia de
transfusao (IC 95%)*

a. CD39 C>T (22)

b. IVS-I-1 G>A (16)

c. IVS-I-5 G>A (6)

d. IVS-1-110 G>A (8)
Valor* de p (avs b)
Valor* de p (avsc)
Valor* de p (avs d)

89,6(76,9-103,9)

122,6(105,1-142,6)

105(68-155,1)
109,2(85,8-137,1)
0,004
0,46
0,18

97,2(84-112)

114,6(97,3-133.9)
137,5 (94-194,1)
73,8(54,8-97,3)

0,14
0,1
0,09

10,6(6,6-16,3)
40,1(30,2-52,2)
25,8(9,5-56,1)
8,9(3,3-19,3)
<0,0000001
0,12
0,89

35,4(27,6-44,8)
44,5(34,1-57,2)
12,6(2,6-36.8)
32,5(20,4-49,2)

0,23

0,09

0,83

*IC 95% e testes comparativos pelo teste exato de Fisher; valores de p significativos, em negrito

CVO: crise vaso-oclusiva; STA: sindrome toracica aguda

Pela tabela 16, nota-se que as criancas com CD39 C>T, em relagao aquelas com [VS-I-1

G>A apresentaram incidéncia significativamente menor quanto as infecgdes e,

principalmente, na incidéncia de sindrome tordcica aguda. E relevante ressaltar que as

criangas com as mutagdes [VS-I-5 G>A e IVS-I-110 G>A, tidas tradicionalmente como

variantes SP'- tal graves, tiveram incidéncias de eventos clinicos, no minimo,

equivalentes sob o ponto de vista estatistico as criangas com CD39 C>T. No caso de

infecgoes, crises dolorosas e sindrome toracica aguda, a incidéncia nas criangas com [VS-

I-5 G>A fo1 até mais alta do que em CD39 C>T, embora sem alcangar significancia

estatistica.

Tabela 17- Comparag@o da incidéncia de eventos clinicos entre trés gendtipos de mutacdo de Sp-

talassemia.

Mutacio (n)

Incidéncia de
infeccio (IC 95%)*

Incidéncia de
CVO (IC 95%)*

Incidéncia de STA
(IC 95%)*

Incidéncia de
transfusdo (IC 95%)*

a. CD39 C>T (22)
b. -29 A>G (9)

c. IVS-1-6 T>C (10)
Valor* de p (avsb)
Valor* de p (a vs ¢)
Valor* de p (b vs ¢)

89,6(76,9-103,9)
54(39,4-72,3)
61,6(48,8-77,2)
0,002
0,007
0,55

97,2(84-112)
32,4(21,4-47,2)
114,2(96-134,9)
<0,0000001
0,17
<0,0000001

10,6(6,6-16,3)
8,4(3,4-17,3)
7,4(3,4-14)
0,76
0,47
0,99

35,4(27,6-44,8)
1,2(0,03-6,7)
3,3(1-7,9)
<0,0000001
<0,0000001
0,65

*IC 95% e testes comparativos pelo teste exato de Fisher; valores de P significativos, em negrito

CVO: crise vaso-oclusiva; STA: sindrome toracica aguda
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Pela Tabela 17, nota-se que as criangas com a muta¢do na regido promotora -29 A>G e

IVS-I-6 T>C tém curso clinico menos grave do que as com CD39 C>T. Comparando-se as

duas mutagdes SP’-talassemia, a excecdo das crises dolorosas, muito mais frequentes nas

criangas com IVS-1-6 T>C, elas realmente comportam-se como formasde gravidade clinica

moderada.

Tabela 18 - Comparac@o da incidéncia de eventos clinicos entre dois genétipos de SP'-talassemia

moderada e trés gen6tipos de SP*-talassemia leve

Incidéncia de
infec¢cdo (IC 95%)*

Mutacio (n)

Incidéncia de
CVO (IC 95%)*

Incidéncia de STA
(IC 95%)*

Incidéncia de
transfusio (IC 95%)*

a. IVS-1I-6 T>C e -29
A>G (n=19)

b. -101 C>T, -92 C>T,
e IVS-1I-839 T>C e
IVS-II- 844 C>A em
cis (n=6)

Valor* de p (a vs b)

58,5 (48,5-70)

23 (12,8-37.9)

0,0002

80,1 (69,1-94,3)

12,2 (5,3-24,1)

<0,0000001

7,81 (4,46-12,68) 2,44 (0,79-5,69)

0 (0, 5,61) 0 (0, 5.61)

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: sindrome toracica aguda

Pela tabela 18, nota-se claramente que as criangas com formas consideradas de SP*-

talassemia leve realmente possuem curso clinico mais leve do que formas moderadasde

SB*-talassemia.

A tabela 19, demonstra os dados de eventos clinicos por 100 pacientes-ano referente a co-

heranga de alfa talassemia.
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Tabela 19 Eventos clinicos por 100 pacientes-ano em relagao a co-heranga de alfa talassemia.

Co-heranca de alfa Incidéncia de infeccao Incidéncia de CVO Incidéncia de STA Incidéncia de transfusao

talassemia (IC 95%)* (IC 95%)* (IC 95%)* (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: sindrome toracica aguda

Ainda quanto aos quatro eventos clinicos considerados, o grupo mais numeroso de criangas
com CD39 C>T (n=22) foi analisado quanto a pertencerem ao subgrupo com haplétipo p°
CAR ou Benin. As incidéncias de transfusdes sanguineas e de crises dolorosas foram
equivalentes nos dois subgrupos (p=0,58 e p=0,75, respectivamente). As criangas com 0
haplotipo Benin apresentaram incidéncia de infeccdes e de sindrome toracica agudaum

pouco superior as criangas com CAR (p=0,04 e p=0,03, respectivamente).

Em relagdo ao sequestro esplénico agudo, 32 (35,9%) dos pacientes tiveram pelomenos um
episodio. Entre eles, seis (18,8%) em criangas tidas como SB*- tal (mutagdes IVS-I1-6 T>C

e IVS-1-110 G>A) e 26 (81,2%) em criangas SB’- tal.

O grafico 7 mostra a curva de eventos de SEA de acordo com a idade ao primeiroevento de
SEA. A idade do primeiro episddio 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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Grafico 7 - Curva de probabilidade de ocorréncia do primeiro episdédio de SEA; método de Kaplan-Meier,
fungdo (1-Sobrevida).

O grafico 8 demonstra a comparagdo das curvas relativas ao primeiro episodiode SEA entre

as crian¢as com mutagdes CD39 C>T e IVS-I-1 G>A (p=0,68).
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Grafico 8 - Curva de probabilidade de ocorréncia do primeiro episdédio de SEA entre as mutagdes CD39 C>T
e IVS-I-1 G>A; método de Kaplan-Meier, fungdo (1-Sobrevida). A diferenca entre as curvas ndo é

estatisticamente significativa (p=0,68)

Em relagdo aos dois haplétipos B° mais incidentes, CAR e Benin, nas criangascom CD39 C>T,
também ndo se constatou diferenca significativa na probabilidade do primeiro episodio de SEA

(grafico 9; p=0,98).
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Grafico 9 - Curva de probabilidade de ocorréncia do primeiro episddio de SEA entre os haplotipos S CAR
¢ Benin nas 22 criangas com a mutagdo CD39 C>T; método de Kaplan-Meier, fungdo (1-Sobrevida). A

diferenga entre as curvas ndo ¢ estatisticamente significativa (p=0,98).
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6 DISCUSSAO

As doengas falciformes sdo reconhecidas como problema de satde publica nomundo e no
Brasil. A populagdo brasileira ¢ caracterizada pela miscigenagdo, com grandecontingente
de imigrantes oriundos do continente africano e de paises europeus (9,157). Dados
censitarios estimam que mais de 5,5 milhdes imigrantes portugueses, italianos e arabes

foram recebidos durante o fluxo migratério para o Brasil (13).

O presente estudo ¢ o primeiro em realizar no estado de Minas Gerais a investigagdo da
associacao entre a HbS e as mutacdes da beta talassemia, os haplotipos dabeta globina,
haplotipos da beta talassemia e co-heranca da alfa talassemia. A relevancia deste estudo
esta relacionada também pela quantidade e a variabilidade dos tipos de mutagdes
encontradas. Determinante no percentual da HbA, essas mutagdes sao fatores importantes
na fisiopatologia da doenca SP-Talassemia (68). Contudo, cabe ressaltar que ao se
comparar a presente casuistica com a literatura disponivel, observa-se que existem poucos
estudos. Além disso, esses estudos apresentam variabilidade de metodologias, numero
amostral, tempo de acompanhamento, idade e mutacdes identificadas, dessa forma,

impossibilita comparagdes mais precisas.

Inicialmente, a casuistica foi composta por 127 criangas com perfileletroforético sugestivo
de SB-Tal. Com a realizacdo do sequenciamento, foi possivel identificar que algumas
dessas criangas 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
caracteristicas que podem dificultar o diagnostico diferencial com SB™ pelos métodos de
IEF e/ou HPLC. Na literatura, alguns relatos de casos de pacientes classificados
inicialmente como HbSS ou trago falciforme e, apds a genotipagem, reavaliados como Sf-
Tal (66,94). Em um dos relatos, o probrando diagnosticado inicialmente como trago
falciforme e que, ao apresentar manifestagdes clinicas caracteristicas de doenca falciforme,
foi submetido a testes moleculares de MLPA,e constatando-se que se tratava de uma delegao
na regido de B-LCR e na verdade, o fenotipocorrespondia a uma SB*-Tal (94). Evidencia-

se, dessa maneira, a importancia do uso da biologia molecular para acuracia do diagnostico.
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Em nosso estudo, o sequenciamento génico permitiu a identificacdo de quatorze tipos de
mutagoes causadoras de beta-talassemia das criangas atendidas noHemocentro de Belo
Horizonte. Em duas criangas, ndo foi possivel detectar nenhuma mutacdo pontual.
Possivelmente, o fenotipo beta-talass€émico estd relacionado com outra heranga genética,
como delegdes que, embora raras, sdo possiveis(71). Nesse caso, seria necessaria a

aplicacdo de outra metodologia para a identificagao da mutagao.

As talassemias tém maior prevaléncia no Mediterraneo e a sua distribui¢do noBrasil se
deve ao processo migratorio e de miscigenacao. As regioes sul e sudesteapresentam maior
prevaléncia de sindromes talassémicas, devido as caracteristicas da composi¢do racial de
caucasoides nessas regides (22). Ao se comparar a casuistica com outros estudos sobre a
identificacao das mutagdes causadoras da beta talassemia no Brasil,observa-se que o padrao
do fluxo génico ¢ heterogéneo entre as regides (16,18,112). . A mutagdo mais prevalente
encontrada nesta casuistica foi a CD39 C>T, corroborando com estudos anteriores
realizados na regido sudeste (108,109,113,114). Em um estudo de metanalise (162), a
mutacdo CD39 C>T foi a mais prevalente em Portugal, seguida das mutacdes IVS-I-1

(G>A), IVS-1-6 (T>C) e IVS-1-110 (G>A).

Durante a colonizagao, os principais grupos trazidos pelos navios negreiros foram oriundos
das regides de Bantu (CAR) e Benin (12). Isso é corroborado com os resultados
encontrados neste estudo sobre a maior frequéncia dos haplotipos CAR (58,1%)e Benin
(29,1%). Além disso, outros estudos realizados no estado de Minas Geraisigualmente
detectaram, também, a maior frequéncia dos haplotipos CAR e Benin em individuos com
as doencas falciformes Hb SS e Hb SC (163,164), sugerindo o mesmo padrao de
ancestralidade dos alelos B5. Acredita-se que os haplétipos possam interferir nagravidade
da doenca falciforme, possivelmente pela influéncia na concentracdo de HbF, sendo
observado maiores niveis de HbF nos haplotipos Senegal e Arabe-Indiano (125,126). No
presente estudo, ndo foi observada diferenca com impacto clinico nas caracteristicas
fenotipicas dos individuos com os haplotipos CAR e Benin, assim como constatado

anteriormente em nossas coortes de criangas HbSS ¢ HbSC (163,164).

Os haplétipos do alelo beta-talassémico, assim como os haplédtipos B, tém papel
fundamental no estudo da origem e distribui¢do dos alelos entre as populagdes. Por outro
lado, grande parte dos estudos ndo avaliou a influéncia dos hapldtipos beta- talassémicos

nos desfechos clinicos nem das talassemias, nem de pacientes com Sp-Tal. Em um estudo
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recente (99) realizado na India, foi sugerido que os pacientes com haplétipolll teriam
manifestagdes clinicas mais graves. Apenas um tipo de mutagao (IVS-1-5 G>C)e um tipo
de haplétipo S (Arabe- indiano) foram incluidos nesse estudo, o que torna maisadequadas
as comparacdes entre haplotipos de beta talassemia. Os hapldtipos com maior frequéncia
no presente estudo foram V (27,9%), I (15,2%) e I (13,9%) foram identificados
principalmente nas mutagdes de origem europeia, como a [VS-1-110 G>A e a CD 39 C>T.
Entretanto, alguns haplétipos sdo de origem africana, como os identificados nas mutagdes
-29 C>T e — 88 C>T. Os haplotipos beta-talass€émicos nao sdo restritos a uma unica
mutacdo e apresentam heterogeneidade em sua distriui¢ao (120). Algumas mutagdes
apresentaram padrdes diferentes dos haplétipos beta-talassémico originalmente descritos
por Orkin (120). Entre elas a IVS-I-Il T>C [  +-+-], IVS 11-849 C>A e IVS-II-839T>C
in cis [----++-+] e [IVS-II- A>G [ --+-++--]. Cabe ressaltar que ndo ha na literatura, outros

estudos que descrevem esses padroes polimoérficos nessas mutagoes.

As comparagdes dos pardmetros hematolégicos e clinicos entre SB°-Tal e SB*- Tal
demonstraram que as mutagdes do alelo B-talassémico sdao o principal fator moduladore o
percentual relativo de HbA tem efeito protetor com relagdo a morbidade da doenga,
provavelmente, devido a diminui¢do da polimerizagado, falcizacdo de hemdcias e demais
efeitos fisiopatologicos (79). As mutagdes encontradas na presente casuistica foram
distribuidas em quatro grupos distintos de acordo com a gravidade clinica: o primeiro
compreendendo todos gendtipos sem producdo de HbA, considerados como da SB’-Tal:
IVS-I-1 G>A, 1IVS-1-2 T>C, CD39 C>T, IVS-II-1 G>A e IVS-11-849 A>G. Além disso,
foi incluida a mutagdo IVS-I-5 G>A, descrita na literatura como SP*-Tal (71). Na
casuistica, nenhuma das criancas com essa mutagdo apresentou HbA detectavel por HPLC.
Os individuos com o genotipo SP*-Tal foram distribuidos de acordo com a média de HbA
e divididos entre grave, moderado e leve. Os individuos com a mutagao IVS-I-110 G>A,
com concentragao relativa de HbA menor que 10%, foram incluidos no grupo das mutagdes
SB*-Tal graves. Foram incluidas no grupo moderado os individuos portadores das
mutacdes — 29 A>G, -88 C>T, IVS-I-6 T>C e na regido de poliadelinacdo, com
concentracoes de HbA entre 16% e 26%. A maioria das mutag¢des consideradas leves foram
observadas na regido promotora, como a -101 C>T, — 92 C>T e a mutacdo IVS-II- 839 e
IVS-11-844 in cis, com maiores niveis de HbA. Individuos com a mutacdo IVS-II- 839 e

IVS-II-844 in cis apresentaram fendtipo clinico muito brando, correspondente ao
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percentual elevado de HbA. A identificagdo das mutacdes tem bastante importancia,

portanto, ja que o tipo de mutacao ¢ o principal fator que condiciona a gravidade clinica.

BO perfil hematolégico de criancas com diferentes mutagdes SP°-Tal, de formageral, é
bastante semelhante. Isso sugere que as diferengas de perfil hematolégico nas criangas com
SB*-Tal ocorrem essencialmente pelo percentual relativo de HbA. Na literatura, como os
dados sdo escassos, ¢ dificil realizar comparagdes mais sistemdticas. Deforma geral, nas
comparagdes feitas entre mutagdes causadoras de SP°-Tal e mutacdes consideradas
moderadas, observou-se maior comprometimento hematoldgico nos individuos Sp°-Tal
(67,91). Por outro lado, nas comparagdes restritas a mutagdes moderadas (—29 A>G e IVS-
I- 6 T>C), houve diferencas significativas apenas em dois parametros, Hb total e HbF. No
estudo de Donaldson (165) observou-se que as mutagcdes em regides promotoras, estdo
relacionadas a maiores niveis de HbF. Isso ¢ corroborado pelas observagdes na presente

casuistica.

Quanto aos dados clinicos, a incidéncia de CVO ¢ relativamente alta, pois 83,6% das
criangas apresentaram pelo menos um episédio, o que indica que esse tipo de evento tem
grande ocorréncia na maioria dos genotipos. As crises vaso-oclusivas sdo uma das
principais manifestacdes clinicas e sua patogénese envolve um complexo mecanismo
(47,56). A manifestagdo clinica menos frequente foi a sindrome toracica aguda, com
prevaléncia global de 12,9%. A avaliacdo dos dados clinicos entre as mutagdes revelou, de
modo geral, que a incidéncia de eventos clinicos por 100 pacientes-ano foi semelhante nos
genétipos SP°-Tal e IVS-I-110 G>A. Esses dados podem ser explicados pela baixa
concentracao de HbA observada na IVS-I-110 G>A. No presente estudo, o nivel médio de
HbA observado nas criangas que possuiam a mutagdao I[VS-I-110 G>A foi baixo, 11,2 + 0,7
%, corroborando os dados observados por Boletini (89) e Adekulie (68). Nesses estudos,
a mutacao IVS-I-110 G>A também foi associada a uma apresentagao clinica mais grave.
Esses dados sugerem que a quantidade baixa de HbA nao ¢ suficiente para reduzir a
polimerizacao das HbS e falcizacdo das hemacias, levando a uma apresentacdo clinica tao
grave quanto a observada na SB’-Tal. De forma semelhante, no estudo de Altay (90), os
portadores da mutacdo IVS-I-110 G>A ndo apresentaram gravidade clinica
significativamente diferente quando comparada a SB°-Tal. No presente estudo, observou-

se associagdo da mutagdo IVS-I-110 G>A ao haplotipo beta talassémico I, corroborando
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os achados de trabalhos anteriores (133,166,167). Esses dados sugerem origem europeia

desse alelo no estado de Minas Gerais.

A mutagdo IVS-I-5 G>A ¢ originalmente descrita como SB*-Tal (71). A mutag¢do IVS-I-5
G>A afeta a sequéncia de consenso no sitio doador e diminui a eficiénciado splicing
(71,106). Essa mutagdo geralmente encontra-se associada com a delecdo Corfu,uma das
menores na regido interveniente. Essa delecdo pode fazer parte de um dominio onde a
remo¢ao da sequéncia de 72 kb estd associada ao aumento da HbF. A delecao diminui a
afinidade de fatores transcricionais, mas ndo inativa por completo a sintese da HbA (34,
35). Entretanto, o nivel de HbA produzida € insuficiente para inibir a falcizagao(170). No
estudo de Li e colaboradores, foram relatadas duas criangas hispanicas (irmaos)com essa
mutacdo. Na triagem neonatal, elas foram diagnosticadas com padrao Hb FS. Sem relato
de transfusd@o em um periodo de 10 meses, ambas apresentaram niveis de HbA

< 5%. No Brasil, o estudo de Bezerra (21) , relatou também essa muta¢do na regido
nordeste, com fendtipo grave. Tanto o estudo de Li e Bezerra , os autores nao relataram a
realizagdo de testes para identificacao da delecdo de Corfu. J4 na presente casuistica,
nenhuma das criangas apresentou percentual de HbA durante todo acompanhamento e a
mutacao nao foi associada a delecdo de Corfu. Nao ha estudo mais aprofundamdo sobre a
modulacdo eventualmente determinado pela delecdo Corfu. Além disso, outros fatores
moleculares desconhecidos, também podem estar associados a essas modulacdes e ainda
ndo foram descritos e requer um niimero amostral maior. De modo geral, os dados clinicos
de quatro das seis criancas apresentaram risco condicional baixo no exame de Doppler. As
incidéncias de infeccdo, STA e CVO foram maiores em relagdo as criangas com a mutagao
CD39 C>T, entretanto, sem valor significativo. Esses dados demonstram que o percentual
de HbA nao detectavel nos individuos com essa mutagdo precisam de acompanhamento

clinico conforme protocolo clinico destinado aos individuos SB°-Tal.

Sob o ponto de vista clinico, individuos com a mutacado CD39 C>T apresentaramaspectos
clinicos mais graves, com o Unico caso de AVC observado na casuistica. Dos 22 pacientes
com essa mutagdo, 14 (63,64%) tiveram SEA. A mutagdo foi associada ao haplétipo II do
alelo beta talassémico. Além desse haplotipo, em outros estudos observou- se a associagdo
da mutagdo CD 39 C>T com os haplétipos I e IX (120,167). Ao analisar a influéncia dos
haplotipos CAR e Benin nas manifestagdes clinicas dessa mutacdo, de modogeral, os dois
subtipos comportaram-se de forma semelhante, com excec¢do para infec¢do e STA. As

diferengas observadas corroboram a hipdtese de que o haplétipo CAR leva a quadroclinico
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mais grave. Entretanto, o impacto clinico ndo ¢ significativo, visto que a diferenca nas
incidéncias dos eventos nas criangas com os haplotipos CAR e Benin é pequena,

inviabilizando a utilizacao do haplétipo como marcador de gravidade da SB-Tal.

Dentro do grupo das mutagdes que afetam o processamento do RNA, a troca de nucleotideo
guanina para adenina na posi¢do IVS-I-I G>A, impede o processo de emenda normal ¢ a
producdo de RNAm ¢ abolida (71) . Essa mutac¢ao ¢ muito incidente nosul de Portugal e ja
foi descrita em menor propor¢ao em outros paises da bacia do Mediterraneo (162,167). O
haplétipo beta talass€mico mais frequente associado a mutagaolVS-I-1 G>A foi o haplotipo
V. Essa mutacdo também ¢ descrita em associacdo com os haplétipos I, III e IX em menor
proporg¢ao (26). Um individuo com essa mutagdo apresentou um caso de ataque isquémico
transitorio (AIT). Observou-se que houve mais registros de episodios de STA, maior
numero de casos com SEA e infecgdes em comparagao com a CD 39 C>T. A STA foi
aproximadamente quatro vezes mais incidentenas criangas com a mutagdo [VS-I-1 G>A,
possivelmente pelo maior percentual de HbF observado nas criangas com a mutagao CD
39 C>T em relacdo a IVS-I-1 G>A. Nao hé naliteratura dados comparativos entre essas
duas mutagdes beta talassémicas, em relacdo as manifestacdes clinicas da SB-Tal. Nao
houve diferenca significativa entre individuos comgenotipo HbSS e aqueles com essas
mutagdes quanto a ocorréncia de STA no estudo de Adekile (68). No nosso estudo, as
diferencas entre os varios genoétipos ficaram prejudicadasno que tange ao acometimento
neurologico, pois a incidéncia de AVC e, mesmo, de resultados de Doppler transcraniano,

¢ muito baixa para que sejam encontradas diferencasestatisticamente significativas

Outras trés mutagdes encontradas neste estudo afetam a regido de juncao de splicing, a
IVS-I-II-T>C, IVS-II-I-G>A e IVS-II-849 A>G. Essa ultima ainda ndo foi relatada
anteriormente no Brasil; tem maior distribui¢do entre os negros norte- americanos(71), e
observada também na Venezuela (171) e Jamaica (170). Nos estudos brasileiros, a IVS-II-
[-G>A foi descrita apenas no estado do Amazonas, com a frequéncia de 2,7%, sendo que
nao houve avaliacdo dos aspectos clinicos (18). Na presente casuistica, o nimero de
pacientes ¢ muito baixo para se fazerem ilagdes mais detalhadas sobre o comportamento

clinico e hematoldgico dessas mutagdes.

Na comparacdo entre os grupos de criangas portadoras das mutagdes consideradas

moderadas (IVS-1-6 T>C e -29 A>QG) 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 diferencas significativas nos eventos clinicos e nas
caracteristicas hematoldgicas. Sob o ponto de vista hematologico, com excecao do
percentual de plaquetas e leucdcitos, todos os parametros apresentaram diferencas
significativas, principalmente o percentual de HbA. Em relacdo a incidéncia dos eventos
clinicos, notou-se também acentuada diferenga, com excecao da incidéncia de transfusao.
A principal discrepancia entre os grupos moderado e leve foi na incidéncia de crises de
vaso-oclusdo, muito mais frequentes nas criangas portadoras de mutagdes classificadas
como moderadas. Esses dados mostram que a concentragdo de HbA ¢ inversamente

proporcional a gravidade clinica.

A mutagdo IVS-I-6 T>C foi a terceira mais frequente na presente casuistica. Dados de
Cabral (17) e Aratjo (19) demostraram que essa mutacdo ¢ mais frequente na regido
nordeste do Brasil, com frequéncia de 53,8% e 62,8% respectivamente. O Doppler
transcraniano indicou baixo risco de doenga cerebrovascular e somente um paciente teve
SEA. Entretanto, nove dos dez pacientes tiveram pelo menos uma CVO. Comparando-se
com as criangas com a mutagdo -29 A>QG, observou-se diferenga significativa nos eventos
de CVO. A taxa foi aproximadamente trés vezes maior para as criangas com [VS-1-6 T>C.
Nesses casos, as criangas portadoras dessas mutacdes, ndo apresentaram grandes
discrepancias em relagdo ao nivel de HbA. Por outro lado, a média de HbF foi maior nas
criangas com a mutagdo -29 A>G, sugerindo que o menor nimero de CVO possa estar
relacionado a concentragdo de HbF. De forma geral, ambas foram consideradas moderadas,

levando em consideragao os outros eventos clinicos avaliados nessa casuistica.

A prevaléncia de esplenomegalia nessa casuistica foi de 31%. Em concordianciacom outros
estudos (12,69). A prevaléncia foi maior em pacientes com o gendtipo SB’-Tal. Cabe
ressaltar que somente as criangas SB*-Tal com a muta¢do IVS I 110 G>A apresentaram
esplenomegalia, sugerindo, mais uma vez, que o baixo percentual de HbA nesses casos nao
exime esses pacientes de terem manifestacdes clinicas similares as observadas em SB°-Tal
. Em outros estudos previamente publicados (70,72), os pacientes com SP+-Tal foram mais
propensos a ter esplenomegalia em comparagio aos com SB’-Tal.Entretanto, esses tltimos
estudos nao avaliaram todos os possiveis moduladores que poderiam influenciar no
desfecho clinico e, além disso, em alguns deles, 0 nimero amostralfoi muito pequeno para

comparagoes estatisticas.
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Mutagdes nas regides promotoras podem produzir percentual consideravel de HbA (67).
Dentro do grupo de mutagdes transcricionais, a mutagao -101 C>T foiobservada em apenas
um (1,1%) caso. Descrita em outros estudos como uma mutagao silenciosa, essa mutagao
afeta a caixa CACCC, levando a leve reducdo do nivel transcri¢dodo gene da B-globina
(71,172,173). Embora o nimero amostral seja pequeno, os dados clinicos referentes a essa
crianga estdo de acordo com o descrito na literatura (172,173). Onivel de HbA de 45,1

(g/dL) explica o fendtipo oligossintomatico (67).

A mutacdo — 92 C>T ¢ reportada na Sicilia. Na presente casuistica, foiassociada a nivel
elevado de HbA, corroborando outros estudos que a caracterizaram comouma mutagao
silenciosa que leva a um fendtipo quase assintomdtico (71,84,88). Os pardmetros
hematologicos encontravam-se dentro da faixa dos valores de referéncia, com excecao da
HbF e a HbAs. As criangas portadoras dessa muta¢do ndo apresentaram manifestagio
clinicas como esplenomegalia, SEA, STA e CVO. Geralmente, niveis de HbA superiores

a 30% levam a um curso clinico mais brando (87).

A troca do nucleotideo citocina por timina diminui a transcricdo do gene da beta-globina
devido a redugdo da ligagdo por fatores transcricionais € promove a transcri¢ao da cadeia
delta. Essas alteracdes sdo desencadeadas pela mutacdo na regido promotora, a — 88 C>T.
Ela possui maior incidéncia em negros americanos, africanos e indianos (71,174). Ja na
populacdo em estudo, apresentou uma frequéncia de 3,3%. O nivelmédio de HbA produzida
foi de 15,1% =+ 6,0. Os valores de HbF 13,3 g/dL (+ 8,1) estdo de acordo com a literatura
(174). Em outro estudo, realizado na Jamaica, as comparagdes entre os indices
hematologicos das mutagdes que causam SB*-Tal (-88 C>T, -29 A>G, IVS-6 T>C e Poli A
(67) revelaram que dentre essas mutacgdes, a -88 C>T apresentou niveis maiores de HbF,
VCM e HCM. No presente estudo, as manifestacdes clinicas dos portadores dessa mutacao
foram brandas, com apenas um episodio STA relatado, além debaixo risco para doenga

cerebrovascular pelo exame de Doppler.

A mutacao — 29 TATA box, embora frequentemente relacionada a apresentagdo clinica
branda, foi associada em outros estudos a desfechos clinicos mais graves relacionados com
a viscosidade do sangue (67,81). Na presente casuistica, as criangas com a mutagao —

29 TATA box apresentaram uma média de trés CVO, com nimero maximo de onze
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episodios. Dos nove pacientes com essa mutagdo, cinco tiveram STA e em média de 2
(£3,4) episoddios no periodo. A mutacdo — 29 TATA box ocorreu emconjunto com 0s

haploétipos B-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). Mutagdes na regido conservada AATAAA modificam uma por¢ao do sinal de
reconhecimento para clivagem do precursor mRNA da beta-globina, formando transcritos
de RNA longos (71,120). A mutacao na regido de poliadenilacio AATAAA>AACAA tem
origem étnica entre negros norte-americanos (71). A frequéncia na presente casuistica foi
muito baixa, apenas uma crianga (1,1%). O percentual médio deHbA observado foi de
16,4%. Dados comparativos de Serjeant sobre as mutagdes do tipo III, a poli A apresentou
menores niveis de Hb A2, HbF, Hb, VCM ¢ HCM e maiores niveisde reticulocitos em
relacdo a -88 C>T (67). Esses achados sao semelhantes ao do presenteestudo. A crianga
que possuia essa mutacao apresentou baixo risco para doenga cerebrovascular e auséncia

de manifesta¢des clinicas como esplenomegalia, STA e SEA.

Os parametros hematoldgicos e clinicos da doenga falciforme podem serinfluenciados
também pela co-heranga da alfa talassemia (151). Entre as criangas que realizaram os
exames para o diagnostico da co-heranca da alfa talassemia, 22,7% apresentaram um ou

dois genes alfa afetados.

Os efeitos da co-heranca da alfa-talassemia em individuos com SB-Tal ainda nao sdo bem
compreendidos e ha controvérsias na literatura. Alguns autores estabelecem que a alfa-
talassemia seria um forte modulador para SB-Tal (65,81), porém outros estudosndo
encontraram valor significativo em suas comparagdes (68,155,175). Alguns estudos
tiveram um nimero limitado de pacientes com SB-Tal, o que dificulta fazer uma inferéncia
mais apurada sobre os resultados encontrados. A co-heranga de alfa-talassemia nao teve
influéncia significativa nos parametros hematoldgicos das criangas com as mutagdes de
maior frequéncia neste estudo, a IVS-I-1 G>A e a CD 39 C>T. Referente aos dados
clinicos, a co-heranca de alfa-talassemia também nao apresentou valores significativos.
Portanto, nessa coorte, a alfa talassemia ndo foi considerada um modulador da SB-Tal.

Contudo novos estudos sdo necessarios para compreender a influéncia da co-heranca de

alfa talassemia no fendtipo de individuos com SB-Tal, com maior amostragem,

principalmente em relacdo as mutagcdes com baixa frequéncia nesse estudo.
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A tunica triplicacdo de genes alfa observada foi encontrada em um paciente com a mutacao -
29 Tata box. O favorecimento do desequilibrio entre as cadeias a e B podem agravar a doenca.
Dados de Mikobi e colaboradores (159), demonstraram que os niveis de HbF foram
significativamente menores no grupo de pacientes com triplicacdo. Entretanto, no presente
estudo, o nivel de HbF observado foi maior em relagdo as criangasque nao apresentaram a

triplicagdo. Mas o nimero foi muito pequeno para inferéncias estatisticas.

Em sintese, o presente estudo mostrou que ¢ fundamental a identifica¢ao do tipo de mutacao
do alelo beta talassémico, em ambos os gendtipos SB*-Tal ou SB°-Tal, ndosendo suficiente
somente a caracterizacdo fenotipica, devido a amplas variagdes clinicas ehematologicas
observadas em SB'-Tal, com variagdes da producdo das cadeias B. Os resultados
encontrados corroboram que quanto maior o percentual de HbA residual, menora gravidade
da SB-Tal. Um fator que merece investigacao futura ¢ a influéncia dos niveis de HbF no
fendtipo da SP-Tal. No nosso estudo, o maior percentual de HbF em algumas mutagdes do
alelo talassémico, foi sugestivo para uma menor incidéncia de eventos clinicos, uma vez
que a HbF inibe a polimeriza¢do da HbS e sua participacdo na copolimerizacdo ¢ menor
em relagdo a HbA e de acordo com Steinberg e colaboradores ,apenas 10 pg de HbF, seria

necessaria para reduzir a polimerizacao da HbS (50).

Como a distribuicdo das mutagdes da beta talassemia € heterogénea, a principaldificuldade
do estudo foi justamente realizar comparagdes com os poucos dados existentesna literatura.
Em grande parte, os estudos, mesmo internacionais, ndo avaliaram os pardmetros
moduladores investigados nesta casuistica. Da mesma forma, muitos estudos também nao
identificaram as mutacdes causadoras de beta-talassemia. A baixa frequénciade algumas
mutagoes, tanto neste estudo, como em outros, foi um fator limitante para umaavaliagdo
mais apurada dos dados observados. Outros fatores genéticos, além do alelo beta
talassémico, podem estar modulando as caracteristicas clinicas e hematologicas nesses
pacientes, mas tal estudo requer um niimero ainda maior de pacientes € o uso de outras

metodologias para identificagdo em investigagdes futuras
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CONCLUSAO

A incidéncia relativa da SB-Tal na amostragem, representa cerca de 6% do total de
casos com doenca falciforme. O subtipo SB’-Tal é um pouco mais frequente que o SB'-
Tal.

Os diferentes alelos beta-talassémicos sdao o principal fator modulador das
manifestacdes clinicas e hematoldgicas da doenca falciforme SPB-talassemia.

Os parametros hematoldgicos e a incidéncia de manifestacdes clinicas sdo bastante
semelhantes nas criancas com os diferente alelos SB°-Tal. H4, entretanto, algumas
caracteristicas especificas em algumas delas que necessitam de nimero mais elevado
de casos para que se confirmem os achados do presente estudo.

Na mutagao B-Tal IVS-I-5 G>A, presente em seis casos na presente casuistica, ndo ha
producdo de HbA detectavel por HPLC. As manifestacdes clinicas e hematoldgicas
nio se distinguem de mutagdes tipicamente consideradas como causadoras de Sp°-Tal.
Na mutagdo B-Tal IVS-I-110 G>A, presente em 0ito casos na casuistica, a produgdo
de Hb A esta presente, mas em pequena quantidade, o que € insuficiente para amenizar
o quadro clinico e hematologico, devendo ser considerada, a nosso ver, uma forma
grave de SB*-Tal, indistinguivel das formas de SB’-Tal.

Os diversos genotipos de SB*-Tal ndo podem ser considerados num unico grupo
quando de andlises clinicas e de dados hematologicos. Na presente casuistica, foram
notadas diferencas muito significativas entre fenotipos "leves" (-101 C>T, -92 C>T, e
IVS-1I-839 T>C e IVS-II- 844 C>A em cis) e "moderados" (IVS-1-6 T>C e -29 A>G).
Para as demais mutagdes encontradas, o numero de casos ¢ muito restrito para tentar
sua classificagdo adequada.

O alelo B-tal, na maioria das vezes, teve origem europeia. Como esperado, varios alelos
B*-Tal, principalmente os localizados na regido promotora, tiveram provavel origem

africana.
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A mutacdo CD39 C>T, mais incidente na casuistica, esta de acordo com as
observacoes em outros estudos do Brasil, demonstrando forte associagdo com o fluxo
génico do alelo B-talassémico proveniente da Italia.

AVC foi identificado somente no paciente com a mutacdo CD39 C>T e o AIT foi
observado em uma crianga com a mutagao IVS-I-I G>A, corrobora com o tipo de
genotipo associado, o SP °-Tal, onde ndo ha producio de HbA.

Nas mutagdes IVS-I-5 G>A e IVS-I-110 G>A foi observado pelo DTC, risco
condicional baixo para AVC e AIT, demonstrando que genotipos SP *-Tal, com baixos
percentuais de HbA, também sdo susceptiveis para estas manifestagoes clinicas.

A frequéncia de co-heranca de talassemia -0’7 em SB-Tal , foi inferior a das criangas
SS, pois apenas um dos pais (o que tem o alelo BS) geralmente proveio de ancestrais
africanos, reconhecidamente portadores de prevaléncia mais elevada do alelo -a*7 do
que a populagdo europeia.

A co-heranca de alfa talassemia ndo teve influéncia significativa nos parametros
hematologicos e clinicos.

A incidéncia dos haplétipos B corrobora com outros estudos da doenga falciforme no
estado de Minas Gerais e confirma o mesmo padrao de distribui¢ao dos alelosafricanos
em nossa populacdo. Os hapldtipos CAR e Benin ndo tiveram diferencas expressivas
nos parametros hematologicos e na incidéncia de eventos clinicos.

O sequenciamento do gene da beta globina ¢ essencial no diagndstico preciso e na
determinagdo dos genotipos de SB-Tal, principalmente em populagdes nas quais a
diversidade étnica ¢ muito grande.

A caracterizagdo clinica, hematologica e as bases moleculares dos gendtipos Sp-Tal ¢
util para o prognostico e um manejo terapéutico mais adequado para pacientes com

esse subtipo de doenga falciforme.
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9.2 Anexo 2 :Termo de consentimento livre e esclarecido

TEEMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECIDO
Conselho Nacional de Satde. Resolugio 466/12

Titmlo da Pesquisa: Estudo de moidéncia e lustoria natoral da deenga faleiforme do
subtipo SBeta-talassemia em coorte de criancas triadas pelo Programa de Triagem Neonatal
de Minas Gerais e acompanhadas na Fondacio Hemominas

As doencas falciformes sdo enfermudades do sanpgue canzadas pela alteracio na
forma dos globnles vermelhos (hemacias). que ficam parecidas com foice, ao mveés de tera
forma normal arredendada. Ela e uma doenca genética, ou seja. o pal e a mie fransmitem
para os filhos a alteragio molecular que capsa a deenga. A doenga acontece por um defeito
na hemoglobina, que € a parte do glébulo vermelho responsavel por carregar o oxigénio dos
pulmées para o restante do corpo. Dentre as doengas falciformes estudaremos a Sp-
Talassemia. ou seja. a heranca da hemoglobina S juntamente com a p-Talassemia A SP-
Talassemia cansa diferentes sintomas nos pacientes. Algoens casos sdo mais leves e outros,
mais graves. A gravidade da doenca depende de fatores ambientais e caracteristicas
genéticas dos mdividuos. Dentre elas, destaca-se alteracio melecular gue causa a B-
Talassemia. Quando essa alteracio camsa a completa inativagio do gene beta. a doenca
falciforme resultante € conhecida como E‘-ﬁﬁ—Ta]asseru_ia e a apresentagio clinica tende a
mais grave. Entretanto. gquando o defeito genético cansa a diminui¢io da produgio do gene
beta, a doenga falciforme resultante € conhecida como SP -Talassemia. caracterizada por
uma ampla variacio de gravidade climica que depende do nivel de comprometimento da
producido de cadeias beta. Mosso objetivo € descrever o perfil das manifestacdes clinicas,
hematologicas e genéticas em criancas com SP-Talassemia no estado de Minas Gerais. As
criangas seric beneficiadas diretamente porque a pesquisa busca conhecer melher como a
doenca se manifesta no pacients, para gque ¢ médico tenha condigdes de realizar acdes mais
adequadas de tratamento e prevencio de complicagdes.

Ao concordar com a participagdo na pesquisa, vocé estarda autorizando que os
pesgquisadores consultemn os dados clinicos e laboratoriais de seu filho ou da crianca pela
qual vocé é responsavel nos prontwarios meédicos. Caso vocé austorize, vocé ndo fera
nenhum cesto. Iremos colher 5 ml de sanguwe da weia da crianca no dia da consulta
agendada na Fondacio Hemominas para realizar exames genéticos gque podem ajndar o
medico a conhecer ¢uais os pacientes terdo maior risco de ter uma doenca mais grave. e
assim orienti-lo no tratamento mais adequado para evitar as possiveis complicagdes. A
coleta de sangue sera feifa por um profissional treinado. mas em algons cases pode ccorrer
um hematoma (cor roxa) na regido do braco onde a agulha foi introduzida. Caso seja feita
uma ccleta de sangue para exames referentes ao acompanhamento clinico. o que ocorre
comumente, a amostra podera ser usada para nossa pesquiza, sem pecessidade de mova
coleta. Os dados e o material coletado ficarfio guardados na Fendacic Hemominas. Vocé
podera se recusar a participar ou solicitar desligamento do projeto de pesquisa. em qualquer
faze da pesquisa sem penalizacio alguma e sem nenbum prejuizo ao coidado de seun filho
em sen atendimentc e acompanhamento ambulatorial e laboratorial na Fundagdo
Hemominas Vocé nio recebera remmneracio por participar do estudo. Na divolgacio dos
resultados. o nome da pessca nio serda mostrado. garantindo sigilo e privacidade. WVocé
recebera vma via deste termo de consentimento livre e esclarecido. Além disso. o

lde?



participante da pesquisa tera direito a indenizacio em caso de eventval dano sofrido em
razdo da pesqguisa.

Caso vocé auterize, o material genético (DNA) recolhido para este estudo podera
ser usade pelos mesmos pesquisadores envolvidos nestas pesquisas em  foturas
investizacdes com objetivos semelhantes. Nesse case, a amostra da crianga serd conservada
por um prazo maxime de dez anos. Durante todo o tempo de armazenamento, voc tem o
direito de conhecer os resultados obtidos nas pesquisas, além de poder retirar a autorizagdo
de armazenamento. Para isso, basta entrar em contato com os pesquisadores nos telefones
forpecidos abaixo. Apés o prazo maximeo de dez anos ouw até antes se os pesguisadores
julgarem necessario, o material armazenado sera descartado. Vocé pode negar a permissio
para o uso da amostra em estudos fituros, e ainda participar deste projeto. Se vocé autorizar
o uso fotoro da amostra da crianca, qualquer novo estedo vtilizando essa amostra deverd ser
avaliado e autorizado pelo Comité de Ftica em Pesquisa da Fundagio. Qualquer divida
que vocé tiver, fale com Marcos Borato Viana, no telefome 3409-09772, cu com André
Polim Belizario, no telefone 3268-0548, nos horarios de 8:00 as 17:00h. Vocé tambem
podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa da Fundacio Hemominas (Alameda
Ezequiel Dias, 321, Santa Efigénia, Belo Horizonte, telefone 37684587).

CONSENTIMENTO INFORMADO

Eun, abaixo assinado, declaro que apds ter sido
convenientemente esclarecido sobre a pesquisa “Estudo de incidéncia e histéria natoral da
doenga falciforme do subtipe SBeta-talassemia em coorte de criangas triadas pelo Programa
de Triagem Necnatal de Minas Gerais e acompanhadas na Fundagio Hemominas™, consinto
em participar oA gualidade de responsavel pela crianga
, até que en decida em contrario.

Ouanto ac armarzenamente de amostras, margoe com vm X no quadrado abamxo swva
decisdo:

Estou ciente das condicfes de armarenamento e aceito que os pesquisadores guardem a
amosira coletada para uso em estudos futuros.

NAQ aceito que os pesguisadores guardem a amostra coletada para uso em estudos
futuros.

Assinatura do responsavel:

Assinatura do pesquisador:

Local e data: Belo Horizonte, de de 20

Pesquisadores responsavess: André Rolim Belisano, Célia Maria Silva, Marcos Borato
Viana, Paule do Val Rezende, Cibele Velloso Rodrigues, Erica Louback de Oliveira,
Eahyssa Fodrigues Sales.
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9.3 Anexo 3: Termo de assentimento livre esclarecido

Pigina 1 de 2

TERMQO DE ASSENTIMENTO

Conzelho Nacional de Sande, Besolugio 466/12
Titulo da Pesguisa: Estndo de incidémeia e histdria matural da doenca falciforme do
subtipo SBeta-talassemia em coorte de criangas tnadas pelo Programa de Triagem
MNeonatal de Minas Gerais e acompanhadas na Fundagio Hemominas

Vocé esti sendo convidado para participar de um projeto de pesquisa. Seus pais ja
permifitam sua parficipacdo. Parficipardo desta pesquisa criangas e adolescentes com
doenca falciforme. A doenga falciforme & uma deenga do samgue gue provoca muitos
“medmodos™, como vocE ja deve saber. Existem tipos diferentes de doenga faleiforme e
neste projeto iremos estudar a S5P-Talassemia. A 5P-Talassemia causa diferentes
“meémodos™ nos pacientes. Algumas pesseas tem “incdémodos™ mais leves e outras, mais
graves. A gravidade dos “immcémodos” depende de vinas ceisas, inclundo o local onde a
pessoa mora, o gue ela come, se segue as onentagdes do médico, além de caracteristicas do
DNA. O DNA & mnito importante para nos, pois possul a receita utilizada para formar todo
o nosso corpo. MNosso objetivo € descrever o perfil dos “incomodos™, caracteristicas do
sangue e caracteristicas do DNA em criancas com Sf-Talassemia no estade de Minas
Gerais.

Nz estamos pedindo sua permiss3o para utilizar wm pouco do seu sangue nesta
investigagdo. Daremos preferéncia para utilizar a amostra de sangue coletada para exames
de rotina, ou seja, o sangue que vocod coleta para fazer os exames que o seu médico solicita.
Se nio for possivel, iremos colher wm pouco do sen sangue. A coleta de samgue serd feita
por uma pessoa treinada, mas em alguns casos pode cansar uma coloragio roxa no brago.
Usaremos a amostra de sanguie para realizar testes que podem ajudar o médico a conhecer
quals os paclentes terfo malor msco de ter uma doenga mais grave, € assim ajudar no
tratamento mais adequado para evitar as possivels complicagies. Serd necessdro também
coletar alguns dados mo seu prontuirio, como, por exemplo, resultados de exames de
sangie & informacdes de quando wvocé teve os “incimodos™ da doenca. Os dados e o
material coletade ficarfo guardades ma Fundagfo Hemominas. Ma divulgacie dos
resultados, o seu nome nioc serda mostrado. Vocd nio recebera dinheiro pela participagio na
pesquisa. Também & importante esclarecer que vocé tem toda a liberdade para decidir se
guer ou ndo autorizar sua participacio nesta pesquisa. Se vocé nio autorizar, vocé nio serd
prejudicado no atendiments. Vocé pode sawr da pesgquisa mesmo tends dado a sua
autorizagio para participagdo sem nenhuma penalizagdo. Vocé receberi uma via deste
termo de assentimento. Além disso, vocé tera direito a indemzacdo em caso de eventuoal
dano soffido em razdo da pesquisa.

Caso wvocé antorize, o DMNA colhido para este estudo poderi ser usado pelos
mesmos pesquisadores envolvidos nestas pesguisas em outras pesquisas com objetivos
semelhantes: investigar quais as receitas presentes no DNA s3o capazes de fazer com que
os “incémodos” da doenga falciforme sejam mais ou menos graves. Neste caso, a amoestra
serd puardada por um prazo maximo de dez anos. Durante todo o tempo que a amostra
ficar guardada, vocé tem o direito de conhecer os resultados obtidos nas pesquisas, além de
poder tetirar a autorizagio de armazenamento. Para isso, basta entrar em contato com os
pesquisadores nos telefones formecidos abaixo. Apds o praze médximo de dez anos ou até
antes se os pesquisadores ulparem mecessdnio, o matenal armazenado sera descartado.
Vocé pode negar a permissfio para o uso da amostra em outros estudes e ainda assim
participar deste projeto. Se voceé autorizar o uso da amostra em outros estudos, qualguer
novo estudo utilizando esta amostra deverd ser avaliado e autorizado pelo Comité de Etica
em Pesquiza da Fundagio Hemominas. Qualguer divida que vocé fiver, fale com Marcos
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Borato Viana, no telefone 3409-9772. ou com André Rolim Belisario, no telefone 3268-
0548, nos horirios de 8:00 as 17:00h. Vocé também poderi consultar o Comité de Etica
em Pesquisa da Fundacio Hemominas (Alameda Ezequiel Dias, 321, Santa Efigénia, Belo
Honzonte, telefone 37684587).

Eu, ., declaro que apés ter sido
convenientemente esclarecido sobre a pesquisa “Estudo de incidéncia e histdria natural da
doenca falciforme do subtipo SBeta-talassemia em coorte de criancas triadas pelo Programa
de Triagem Neonatal de Minas Gerais e acompanhadas na Fundagio Hemominas™, dou
anuéncia para minha participacio na pesquisa, até que eu decida em contrino.

Quanto ap armazenamento de amostras, marque com um X no quadrade abaixo sua
decisio:

[0 Estou ciente das condigdes de armazenamento e aceito que os pesquisadores guardem a
amostra coletada para uso em estudos futuros.

0 NAO aceito gque 05 pesquisadores guardern a amostra coletada para uso em estudos
futuros.

Assinatura do menor de 18 anos:

Assinatura do pesquisador:

Local e data: Belo Heonizonte, de de 20

Pesquisadores responsiveis: André Rolim Belisirio, Célia Mana Silva, Marcos Borato
Viana, Paulo do Val Rezende, Cibele Velloso Rodngues, Enca Louback de Oliveira,
Rahyssa Rodrigues Sales.



