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RESUMO

Introducao: Algumas hemoglobinas (Hb) variantes apresentam mobilidade eletroforética
semelhante a da Hb S, o que pode levar ao falso diagndstico de traco ou doenga falciforme. A
maioria dos individuos possuidores das Hbs variantes € assintomdtica, mas em VAarios casos a
Hb estd associada a alfa-talassemia, o que pode resultar em alteracdes hematoldgicas. A
associacdo de Hb variante com a Hb S ou Hb C pode determinar quadros clinicos e/ou
laboratoriais complexos. Objetivo e Métodos: O objetivo deste estudo foi determinar a
frequéncia das variantes de hemoglobina detectadas no Programa de Triagem Neonatal de
Minas Gerais com mobilidade elétrica similar a da Hb S. O DNA de 118 criancas foi utilizado
para verificar a presenca do alelo A’ O diagndstico de alfa-talassemia do tipo 3.7 ou 4.2 foi
realizado por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) multiplex do tipo gap (gap-
PCR multiplex). Os produtos dessa PCR foram entdo digeridos com endonucleases de
restri¢ao para detectar as mutagdes correspondentes a Stanleyville-II e Hasharon, ja descritas
no Brasil. Nos casos negativos para essas Hbs fez-se sequenciamento dos genes HBA ou HBB.
Dados clinicos foram obtidos das criangas que compareceram a consulta clinica na Fundagao
Hemominas. Resultados: Das 118, apenas 6 criancas apresentaram a Hb S. Dentre as 112
foram encontradas duas criangas, (1,8%) com Hb Stanleyville-Il em homozigose (-

o7 Stanleyvilley o 3-7Stanleyvilley o ytras 94 (84%) com Stanleyville-II em heterozigose (84 tém

3.7;Stanleyville 3.7;Stanleyville

e cinco o>*leq/000) Dentre os 112

3.7Hasharon-

genotipo ao/-o , cinco -o/-a

casos, seis apresentavam Hb Hasharon em heterozigose (todas owo/-ot ). Detectaram-
se ainda cinco casos com Hb Ottawa, um com Hb St Luke’s e um com Hb Etobicoke, todas
variantes de cadeia o, em heterozigose e genétipo ao/aa. Hb G-Ferrara foi encontrada em
duas criancas (uma ao/-o>" e outra ao/oo) e Hb Maputo (owc/—oc3 '7)em uma, ambas variantes
B e em heterozigose. Dentre as hemoglobinas citadas acima, foram encontradas cinco
associacdes com a Hb S: em trés criancas com Hb Stanleyville-II, uma Ottawa e uma St
Luke's. A Hb Etobicoke foi encontrada em uma crianca que possui o alelo hibrido a2/2. Nao
foi observada nenhuma alteragdo clinica decorrente dessas associa¢des. Em vdrias criangas
com Hb Stanleyville-II, todas com ancestralidade africana, foram observadas microcitose e
hipocromia, devido a associacdo com a alfa talassemia do tipo 3.7. Foi estabelecida PCR-
RFLP (Polimorfismo de Fragmento de Restricio) para a identificacdo de todas as
hemoglobinas, com excecdo da hemoglobina G-Ferrara. Conclusoes: 1. Hemoglobina

Stanleyville-II € relativamente comum em Minas Gerais (incidéncia de 1:11.500); 2. A
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presenca das Hbs Stanleyville-II, Ottawa, Maputo, G-Ferrara, Hasharon, Etobicoke e St
Luke's pode levar a falso diagndstico de trago ou doenga falciforme, necessitando-se de testes
adicionais para o diagnostico diferencial correto; 3. A presenca dessas Hbs parece ndo possuir
relevancia clinica, mesmo nos casos encontrados neste estudo quando se detectou associagao
das Hbs variantes St Luke's, Stanleyville-Il e Ottawa com a Hb S; 4. Hipocromia e
microcitose, observadas em vdrias criancas, sdo devidas a co-heranca de a-talassemia e ndo a
presenca da Hb Stanleyville-II; 5. Foram encontrados casos assintomaticos de Hb Maputo e
G- Ferrara em heterozigose com a Hb A. Os pais dessas criancas receberam orientacdo
genética sobre a possibilidade das criancas terem filhos com doenga falciforme se houver co-
heran¢a com a Hb S; 6. A PCR-RFLP pode ser utilizada como método diagndstico para todas

as Hbs variantes identificadas neste estudo, com exce¢ao da Hb G-Ferrara.
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ABSTRACT

Introduction: Some hemoglobin (Hb) variants have similar electrophoretic mobility to that of
Hb S (“S-like”), which can lead to false diagnosis of sickle cell trait or disease. Most
individuals with Hb variants are asymptomatic, but in several cases the Hb is associated with
alpha-thalassemia and may result in hematological changes. The association of a Hb variant
with the Hb S or Hb C may result in complex clinical and/or laboratory features. Objective
and Methods: The aim of this study was to determine the frequency of S-like Hb variants
detected in the Newborn Screening Program in Minas Gerais and to assess the clinical
relevance of these Hbs. The DNA from 118 children was tested for the B° allele. Alpha-
thalassemia types 3.7 or 4.2 were tested in 112 children in 56 cities in Minas Gerais by
mutiplex gap-PCR. The products of this PCR were then digested with restriction
endonucleases to detect the mutations corresponding to Hb Stanleyville-II and Hb Hasharon,
both already reported in Brazil. In the remaining cases sequencing of HBB or HBA genes was
necessary to identify the Hb variant. Clinical data were obtained from children who attended
medical consultations at Hemominas Foundation. Results: Of the 118 children, only six were
positive for the BS allele without any other variant. Among the remaining 112 children there

were two children (1.8%) with homozygous Hb Stanleyville-IT (-o*: St@nleyvilley_q37: Stanleyville)

2

94 (84%) with heterozygous Stanleyville-II (genotypes: 84 aa / - o SVl fiye - o7/ -

o7 Sanleyville apd five o™ oyoer), and six heterozygous Hb Hasharon (all ot / -or >
Hasharony "mive cases with Hb Ottawa, one with Hb St. Luke's and one with Hb Etobicoke, all -
chain variants in heterozygosis and genotype ao/aa, were also identified. Hb G-Ferrara was
identified in two children (one ao/-0°” and the other ao/oo) and Maputo Hb (aa / —(x3'7) in
one, both B variants in heterozygosis. Among the above mentioned Hbs, there were five
associations with the B® allele: three children with Hb Stanleyville-II, one with Hb Ottawa and
one with Hb St Luke's. Hb Etobicoke was found in a child who has a hybrid a2/2 gene. There
was no clinical change due to these associations. In several children with Hb Stanleyville-II,
all from African ancestry, microcytosis and hypochromia were observed because of the
association with a 3.7 alpha thalassemia gene. PCR-RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) with specific endonucleases confirmed all mutations underlying the variant
Hbs, with the exception of Hb G-Ferrara, for which no diagnostic endonuclease was found.
Conclusions: 1. Hemoglobin Stanleyville-II is relatively common in Minas Gerais (incidence

of 1:11,500); 2. Hbs Stanleyville-II, Ottawa, Maputo, G-Ferrara, Hasharon, Etobicoke and St.



Luke's can lead to false diagnosis of sickle cell trait or disease in newborn screening, unless
additional tests for a correct diagnosis are used; 3. These Hbs seem to have no clinical
relevance, even when found in combination with the BS allele, as happened in this study with
the Hb St Luke's, Stanleyville-II, and Ottawa; 4. Hypochromia and microcytosis detected in
several children are due to the co-inheritance of a-thalassemia and not to the presence of Hb
Stanleyville-1I; 5. Asymptomatic cases of heterozygous Hb Maputo and Hb G-Ferrara were
identified. Genetic counseling about the possibility of having children or grandchildren with
sickle cell disease if the BS allele is co-inherited was given to these families; 6. Specific PCR-
RFLP may be used as a diagnostic tool for all variant Hbs identified in the present study,

except for Hb G-Ferrara.
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INTRODUCAO

1- INTRODUCAO

O Nucleo de Acdes e Pesquisa em Apoio Diagnéstico (Nupad) € orgao
complementar da Faculdade de Medicina da UFMG e servico de referéncia em
triagem neonatal de Minas Gerais, credenciado pelo Ministério da Saide. O Nupad
foi criado em 1993 e vem desenvolvendo trabalho com significativo destaque na
saide publica, principalmente por sua amplitude no atendimento macigo e gratuito a
toda populagdo mineira.

O Nupad possui um banco de dados do qual constam nomes da crianca e da
mae, endereco, unidade bésica de saide (UBS) em que se colheram as amostras de
sangue em papel filtro e resultados dos exames laboratoriais. Isso torna possivel
manter contato com os profissionais das 853 secretarias municipais de saude, o que
permite a localiza¢do das criancas € uma comunicag@o para solicitar novas amostras
quando necessdrias, “busca ativa” imediata das criangas detectadas como suspeitas de
casos com potencial significado clinico, agendamento de consultas, distribuicao
gratuita de medicamentos aos doentes e estudo dos dados estatisticos gerados pelo
sistema de informagao do Nupad.

A triagem para hemoglobinopatias foi implantada no programa de triagem
neonatal de Minas Gerais (PTN-MG) em marco de 1998. A cromatografia liquida de
alta resolucdo (HPLC) e a focalizacdo isoelétrica (IEF) eram os métodos de escolha
para a triagem neonatal das hemoglobinopatias e, em especial, da doenca falciforme
no PTN-MG. Esses métodos apresentam elevada sensibilidade e especificidade para o
diagnodstico neonatal das hemoglobinas variantes de maior frequéncia e importancia
clinica: Hb S, Hb C, Hb D, Hb E. No entanto, outras variantes incomuns sao
detectadas por esses métodos, especialmente pela IEF.

No periodo de 03/1998 a 06/2008, foi realizado o teste de triagem para doenca
falciforme e outras hemoglobinopatias em 2.752.731 criancas, tendo sido detectados
1.978 casos de doenga falciforme, 91.754 de portadores do trago falciforme e 1.637
resultados que, aparentemente, representavam hemoglobinas variantes triadas pelos
métodos utilizados — HPLC e IEF, mas ndo identificadas. Os resultados sdo liberados
como hemoglobinas variantes indeterminadas (“ind”) e nova coleta no sexto més de
vida para elucidagdao do diagnéstico € solicitada, o que pode gerar inseguranca e
incerteza nas maes dessas criangas. A maioria das Hbs variantes sdao assintomaticas.

Em associacdo com outras hemoglobinopatias e talassemias, entretanto, pode resultar

1



INTRODUCAO

em doenca grave (Fucharoen et al., 2007). Além disso, existem dezenas de Hb
variantes que podem ser confundidas com a Hb S por apresentar ponto isoelétrico
muito semelhante ao da Hb S, o que pode causar falso diagndstico de doenca
falciforme se ndo forem devidamente confirmadas (Halbrecht et al., 1967; Bannister
et al., 1972; Canizares et al., 1983; Marinucci et al., 1983; Hocking, 1997; Chinelato-
Fernandes & Bonini-Domingos, 2005; Jorge et al., 2007; Fucharoen et al., 2007).

A identificac@o de Hbs variantes que ocorrem em Minas Gerais e a verificacao
da presenca ou auséncia da relevancia clinica dessas hemoglobinas sdo importantes. A
observacao de quais Hbs com ponto isoelétrico semelhante a HbS ocorrem em MG ¢é
essencial para evitar falso diagndstico de traco falciforme. Além disso, concentracao
inusitada de uma determinada variante em uma regido de Minas Gerais pode indicar a
origem étnica daquela populagdo, o que proporciona inferéncias sociais € econdmicas
e contribui para o conhecimento da diversidade genética da populagao brasileira.

Esta tese de doutorado foi elaborada no formato de artigos, sendo estruturada
em Introducdo, Revisdo da Literatura, Objetivos, Métodos, Resultados e Discussao,

sob a forma de artigos, Consideracdes Adicionais e Conclusdes, Anexos e Apéndices.
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3- REVISAO DA LITERATURA
3.1- HEMOGLOBINOPATIAS

A hemoglobina humana normal € um tetramero composto por duas cadeias
polipeptidicas alfa (o), ou semelhantes a o e duas cadeias nao-o.. No adulto, a
hemoglobina é formada por duas cadeias o de 141 aminodcidos e duas cadeias B de 146
aminodcidos. Os genes da cadeia o estdo localizados no cromossomo 16, assim como o
gene zeta (C), similar a o. O cromossomo 11 apresenta o locus ocupado pelo gene
responsavel pela produgdo da cadeia beta (), bem como aqueles genes similares a 3

(épsilon - €; gama - Y e delta - §) (Weatherall & Clegg, 2001) (Figura 1).
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Figura 1- Representagdo dos cromossomos humanos 11 e 16, localizacdo dos

respectivos genes da hemoglobina e cadeias globinicas presentes em diferentes fases da

vida humana (Higgs, 2004).

A estrutura da hemoglobina humana muda de composi¢@o, conforme o individuo
esteja na fase embriondria, fetal ou adulta. Ela depende dos genes expressos em cada
uma dessas fases e, consequentemente, das cadeias do tetramero produzidas. Na fase
embriondria precoce, a eritropoiese ocorre no saco vitelino e os genes das globinas { e €
se expressam. Na fase subsequente hd expressdao dos genes o0 (HBA) e Y (HBG). Assim,

as hemoglobinas que predominam sdo a Gower 1 (€2£2), Gower 2 (a2€2) e Portland
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(£272). Ap6s essa fase, a sintese de cadeias e € é interrompida e apenas os genes HBA
e HBG continuam a ser expressos. A eritropoiese se desloca para o figado e bago fetal e,
ao longo dessa fase, a Hb Fetal (Hb F) (02y2) é a predominante. Ao nascimento ela
representa cerca de 80% da hemoglobina total produzida. A partir do nascimento, a
sintese da cadeia Yy diminui progressivamente, sendo que, na vida adulta, a principal
hemoglobina é a do tipo A (a232) que, em geral, representa 96% a 99% do total da
hemoglobina de um adulto normal. A hemoglobina do tipo A, (01282) totaliza 1 a 3% do
restante ¢ a Hb F passa a representar, entdo, menos de 1% da hemoglobina total
produzida (Weatherall & Clegg, 2001). Ao longo do desenvolvimento humano, a
expressdo coordenada dos genes semelhantes a alfa e beta globinas € essencial para
uma concentracdo balanceada e adequada da Hb dentro dos eritrécitos (Clark & Thein,

2004) (Figura 2).
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Figura 2- Representacdo grafica da expressdo diferencial dos genes da hemoglobina

humana nas diferentes fases da vida (Cunningham et al., 2009).

As hemoglobinopatias constituem um grupo heterogéneo de doencgas causadas
por uma interrup¢do do padrdo normal de expressao dos genes. De acordo com a
Organizacdo Mundial de Sadde, cerca de 7% da populacdo mundial é portadora de
genes subjacentes a tais distirbios (Weatherall & Clegg, 2001).

As hemoglobinopatias podem ser divididas, fundamentalmente, em dois grupos:

a) as variantes estruturais, em que a alteracdo na estrutura da hemoglobina se da pela
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substituicdo de um aminodcido em uma de suas cadeias polipeptidicas e b) as
hemoglobinopatias por deficiéncias de sintese ou talassemias, em que ocorre

desequilibrio na producao de uma ou mais cadeias da globina (Sonati & Costa, 2008).

3.2- TRIAGEM NEONATAL PARA HEMOGLOBINOPATIAS

Em junho de 2001 o Ministério da Satde brasileiro, por meio da portaria n°
822/01, efetivou a inclusao da triagem para hemoglobinopatias no Programa Nacional
de Triagem Neonatal (PNTN), antes limitado a investigacdo da fenilcetonudria e do
hipotireoidismo congénito (Ramalho et al., 2003).

Apesar do principal objetivo dos programas de triagem neonatal para
hemoglobinopatias estar focado na detec¢ao de recém-nascidos com doenca falciforme,
os métodos laboratoriais utilizados na triagem permitem detectar os portadores do trago,
que constituem parcela significativa da populacdo (Murao & Ferraz, 2007).

O estado de Minas Gerais foi pioneiro no Brasil na implantacdo da triagem
neonatal para doencga falciforme e outras hemoglobinopatias. O inicio do programa
ocorreu em marco de 1998 e foi considerado por Serjeant e colaboradores (2005)

estado modelo.

3.2.1- METODO LABORATORIAIS PARA A TRIAGEM NEONATAL DAS
HEMOGLOBINOPATIAS

Os programas para a triagem das hemoglobinopatias no Brasil, em especial a
triagem neonatal, utilizam a eletroforese de hemoglobina ou a HPLC de troca idnica,
como os principais métodos para a identificacio e diagndstico laboratorial das
hemoglobinopatias.

A deteccdo das hemoglobinas € feita, além de outros principios fisico-quimicos,
a partir de diferengas na carga elétrica das diversas variantes, em fungdo da troca de
aminodcidos ocorrida (Hocking, 1997; Kimura et al., 2008). Portanto, nem todas as
variantes podem ser detectadas por meio desse principio, pois mutagdes “silenciosas”
podem resultar em trocas que acarretam pequena ou nenhuma diferenca de carga
elétrica, devido a substitui¢cdes de aminoécidos neutros, o que dificulta ou impossibilita
a deteccdo dessas variantes (Hocking, 1997).

A cromatografia (HPLC) e a IEF eram os métodos utilizado pelo PTN-MG para
6
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a triagem neonatal das hemoglobinopatias e, em especial, da doenca falciforme. Esses
métodos apresentam elevada sensibilidade e especificidade (Campbell et al., 1999; Ou
& Rognerud, 2001), ambas superiores a 99,9%, para o diagndstico neonatal das
hemoglobinas variantes de maior frequéncia e importancia clinica: Hb S, Hb C, Hb D e
Hb E. Outras variantes menos comuns podem ser detectadas por esses métodos,
especialmente pela IEF.

A IEF € considerada método eficiente para a detec¢do tanto das hemoglobinas
normais como das hemoglobinas variantes, além de possibilitar a distincdo de
homozigotos e heterozigotos e identificar fracdes em baixa concentragdo, como por
exemplo a Hb A,. E um método que possui alto poder de resolucio e nitida separacio
de bandas, sendo capaz de diferenciar fenétipos de hemoglobinas na dependéncia do
ponto isoelétrico (pI) de cada fracdo. E técnica relativamente simples, répida e de custo-
beneficio favordvel quando utilizada em larga escala (Paixao et al., 2001).

Apesar da elevada sensibilidade e especificidade do método na identificacdo da
hemoglobina S, a ocorréncia de sobreposi¢ao de bandas ndo € desprezivel. Existem mais
de 100 Hbs, como por exemplo, G Galveston, G Norfolk, Stanleyville-II (Dherte et al.,
1959), Hasharon (Bonini-Domingos & Chinelato-Fernandes, 2005), Maputo
(Marinucci et al., 1983; Moo-Penn et al., 1991), Queen, Ottawa (Fucharoen er al.,
2007), G-Ferrara (Canizares et al., 1983), St Luke’s (Bannister ef al., 1972), Etobicoke
(Crookston et al., 1969) que podem ser confundidas com a HbS por apresentarem
praticamente a mesma posicao na corrida eletroforética.

O PTN-MG utiliza a focalizacdo isoelétrica Wallac Resolve Systems® (Ohio,
EUA), Resolve Neonatal Hemoglobin Screen Kit (Perkin Elmer Life and Analytical
Sciences, Finland) e foi o pioneiro no Brasil a utilizar a IEF como método de triagem
neonatal em larga escala. Paixao et al. (2001) confirmaram a confiabilidade do método
em distinguir tracos para as hemoglobinas AS, AC e AD de outras variantes, e da
combinag¢do com a beta talassemia.

O sistema automatizado de HPLC Variant (BioRad), kit Sickle Cell Disease, foi
utilizado por muito tempo pelo PTN-MG. Esse sistema ¢é bastante sensivel na
identificacdo de Hbs na triagem neonatal, a partir de sangue em papel filtro. Ela é capaz
de detectar pequenas concentracdes de fracdes hemoglobinicas (Melo et al., 2008),
mesmo na presenga de elevada concentragdo de hemoglobina fetal, caracteristica do
periodo neonatal. Por ser um sistema automatizado, hd processamento rdpido das

amostras com alto indice de reprodutibilidade e exatidao (Araujo et al, 2004). No

7



REVISAO DA LITERATURA

entanto, como o método ndo se propde a deteccdo e identificagdo de outras variantes
incomuns, existe a possibilidade de falhas no diagnéstico neonatal.

Apesar da elevada sensibilidade e especificidade da IEF e HPLC, alguns fatores
podem interferir nos resultados, tais como a prematuridade extrema, transfusdo
sanguinea anterior a coleta de sangue, troca de amostras (Murao & Ferraz, 2007) e falta
de qualificacdo da equipe técnica para andlise dos resultados. O ideal seria que todo
laboratério de triagem trabalhasse com dois métodos, sendo um de uso rotineiro € o
outro para complementacio, nos casos duvidosos. E recomendével que todos os casos
que apresentem padrao hemoglobinico inconclusivo ou duvidoso pela técnica
inicialmente utilizada sejam avaliados pelo outro método, de forma a aumentar a

sensibilidade e a especificidade dos resultados da triagem (Murao & Ferraz, 2007).

3.3- HEMOGLOBINAS VARIANTES

As hemoglobinas variantes sdo resultado de mudangas na sequéncia de
aminodcidos das cadeias a, 3, Y ou o dos tetrameros das hemoglobinas A, F e A; As
variantes sdo causadas por alteracdes nos nucleotideos do DNA, tais como delec¢des,
inser¢des e mutacdes de ponto em um dos genes estruturais de globina (Hocking, 1997).

A Hb S € a mais frequente hemoglobina variante conhecida no homem. Ocorre
como resultado de uma mutagio de ponto no gene da 3 globina, que leva a troca de um
tnico aminodcido na sexta posicdo da cadeia polipeptidica (B6 dcido glutimico —
valina). Os eritrdcitos que possuem tal hemoglobina sofrem um processo de falcizacao,
provocado pela baixa tensdo de oxigénio, acidose e desidratacdo (Stuart & Nagel,
2004). As Hbs que ocorrem em baixa frequéncia sdo chamadas de Hb variantes
incomuns.

Em consulta feita ao Globin Gene Server (http://globin.bx.psu.edu/cgi-
bin/hbvar/counter) estdo arroladas 1.149 hemoglobinas variantes até 30 de marco de
2012. As consequéncias das alteragdes estruturais nas propriedades fisico-quimicas da
molécula estdo na dependéncia da natureza do processo mutacional e do local em que
ele ocorre. As consequéncias podem ser anemia hemolitica, quando a alteracdo
determina instabilidade do tetramero da hemoglobina; transporte de oxigénio alterado,
se ha aumento ou diminui¢do da afinidade da Hb pelo oxigénio; reducdo da sintese de

uma cadeia da globina, resultando em uma das formas de talassemia (Naoum, 1997).
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A maioria das Hbs variantes incomuns, na forma heterozigota, sio
assintomdticas, entretanto a presenca de Hb variante junto com outras
hemoglobinopatias e talassemias pode resultar em doenga grave (Harteveld et al., 2005;
Harteveld et al., 2006; Fucharoen et al., 2007; Harteveld et al., 2007a; Harteveld et al.,
2007b; Jorge et al., 2012).

Como exemplo de hemoglobinas variantes incomuns que possuem importancia
clinica e manifestagdo hematoldgica, pode-se citar a hemoglobina Leeds em associagcdo
com [} talassemia que pode causar anemia grave (Williams et al., 2007); Hb Medicine
Lake, em associagdo com a Hb Koln, causa quadro de talassemia grave (Coleman et al.,
1995); Hb Cagliari e Hb Rush causam anemia hemolitica (Adams et al., 1974; Podda et
al., 1991); Hb Zoeterwoude causa eritrocitose e hipdoxia, (Harteveld et al., 2005); Hb
Bleuland gera microcitose e hipocromia (Harteveld et al., 2006); Hb Stara Zagora causa
anemia hemolitica grave (Petkov et al., 2005). Existem cerca de 100 hemoglobinas
variantes relacionadas com aumento da afinidade por oxigénio, o que gera hipdxia e
eritrocitose compensatdria (Wajcman & Galactéros, 2005; Fucharoen et al., 2007).

As hemoglobinas variantes sdo geralmente detectadas quando o paciente
apresenta hipocromia, microcitose, hipdxia, eritrocitose ou parametros hematoldgicos
alterados que ndo podem ser explicados por deficiéncia de ferro e/ou talassemia (
Harteveld et al., 2005; Harteveld et al., 2006; ; Harteveld et al., 2007a; Harteveld et al.,
2007b). Ha casos em que sdo detectadas em doador de sangue (Jorge et al., 2007),
quando € realizado aconselhamento genético ou em casos de investigagdo de
hepatoesplenomegalia (Lacan et al., 2004). H4A também casos em que € feito um
diagndstico de hemoglobina S, mas a porcentagem relativa das hemoglobinas presentes
nao corresponde ao que habitualmente € esperado. Quando a Hb € analisada por outros
métodos, descobre-se, entdo, uma variante desconhecida (Fucharoen et al., 2007).

No Brasil ja foram descritas novas variantes, tais como Hb Itapira, Hb Bom
Jesus da Lapa, Hb Boa Esperanca (Jorge et al., 2007), Hb S-Sdo Paulo (Jorge et al.,
2012), entre outras, e ha significativa possibilidade de que novas variantes sejam
identificadas, uma vez que o Brasil possui grande miscigena¢do genética resultante da
mistura de Amerindios, Europeus e Africanos (Pimenta et al., 2006).

Pesquisadores de vérios centros criaram um banco de dados sobre Hbs variantes
chamado Hbvar localizado dentro do Globin Gene Server disponivel no endereco
eletrobnico  http://globin.cse.pse.edu/globin/hbvar/menu.html.  Nesse banco sdo

encontradas diversas informacgdes sobre cada variante, incluindo a descricdo da
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mutacdo, manifestagdes clinicas associadas, dados laboratoriais, ocorréncia étnica, além
de referéncias bibliograficas. (Hardison et al., 2002). Hid também ferramentas de
notacdo genOmica e alinhamento que podem ser utilizadas, além de protocolos

disponiveis para o diagndstico (Patrinos et al., 2004; Giardine et al., 2007).

3.4- DOENCA FALCIFORME

As doencas falciformes sdo caracterizadas pela presenca da hemoglobina S (Hb
S) nos eritrécitos (Weatherall & Clegg, 2001). Os individuos heterozigotos para a Hb S
(Hb AS), também chamados de portadores do traco falciforme, sdo clinicamente
assintomadticos. Ja os individuos homozigotos (Hb SS) apresentam uma anemia
hemolitica cronica conhecida como anemia falciforme. As consequéncias do intenso
processo de falcizacdo nesses individuos sdo varidveis e dependem de vérios fatores,
entre eles da quantidade de Hb F residual que eles possuem (Tomé-Alves et al., 2000).
Os pacientes comumente apresentam uma anemia hemolitica cronica acompanhada da
oclusdo de pequenos vasos sanguineos, o que leva a lesdo tecidual isquémica, dor,
infartamento e necrose de diversos 6rgaos (Clarke & Higgins, 2000).

A Hb S € a variante mais comum na populacdo brasileira. A incidéncia da
doenca falciforme na triagem neonatal de MG é 1:1.313 e traco falciforme 1:30
(Fernandes et al., 2010). Existem dezenas de Hbs que apresentam perfil cromatografico
e/ou eletroforético similar ao da Hb S o que pode levar a falso diagndstico de doenca
falciforme se nao forem devidamente confirmadas (Chinelato-Fernandes & Bonini-

Domingos, 2005).

3.5- HEMOGLOBINA STANLEY VILLE-II

A Hb Stanleyville-II é uma variante de cadeia alfa [alpha2 or alphal 78(EF7)
Asp>Lis HBA2:c.237C>G (or HBA)] na qual hé substitui¢do do aminodcido asparagina
por lisina, no cédon 78 na regido ndo-helicoidal entre as hélices E e F (EF7). Essa Hb
foi descrita pela primeira vez em 1959, em duas familias do nordeste do Congo,
fronteira do Suddo, em Stanleyville, hoje chamada Kisangani, cidade pertencente a
Republica Democrética de Congo. Uma das familias pertencia a tribo Budu, de lingua
Bantu, vivia no nordeste do Congo Belga e era rodeada por tribo Nilotes. A outra

familia era oriunda do nordeste de Congo, na regidao do rio Uele, cuja populagdo é
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originada de uma mistura das tribos Bantu-Nilote. A descoberta da Hb Stanleyville-II se
deu pelo estudo do sangue de quatro individuos, sendo a mde e um filho de cada
familia. A eletroforese no gel de amido em pH alcalino mostrou além da hemoglobina
A, uma outra fracao indistinguivel das hemoglobinas Hb S e D. Essas fracdes foram
indistinguiveis da Hb A pela eletroforese em pH &cido. O teste de falcizacdo foi
negativo e a Hb variante foi denominada Stanleyville-1I (Dherte et al., 1959).

Posteriormente foi descrito um novo caso de Hb Stanleyville-1I, também em
heterozigose, em uma mulher da republica do Congo. A Hb apresentou as mesmas
caracteristicas na eletroforese alcalina e dcida. Foi possivel visualizar uma fracdo de Hb
A,, mais lenta que a A, tradicional, provavelmente composta de cadeia alfa com a
mutacdo Stanleyville-II associada a cadeia 6 normal. O estudo identificou ainda, no
codon 78 da cadeia alfa, através da técnica de fingerprint, a substituicdo da asparagina
pela lisina. Como essa substitui¢do ocorre em uma regido nao-helicoidal entre as hélices
E e F (EF7), na superficie da molécula da hemoglobina, sem contato com o grupo heme
ou com outra cadeia de globina, os autores previram, acertadamente, que a hemoglobina
variante nao traria consequéncias clinicas (Van Ros et al., 1968).

North e colaboradores (1975) descreveram a Hb Stanleyville-II em heterozigose
em uma familia que vivia na Alsécia, regido da Franca. As caracteristicas eletroforéticas
nao se distinguiam do que ja foi até aqui referido. A fracdo representava 24% da
hemoglobina total na menina de 8 anos. A mae e cinco dos sete irmdos da crianga
também eram portadores da Hb variante. Pelo método de fingerprint verificou-se a
troca da asparagina pela lisina, no cédon 78 (EF7) da cadeia alfa.

Costa e colaboradores (1987) descreveram o estudo de duas familias brasileiras
com Hb Stanleyville-II associada a o-talassemia. Um dos pacientes foi o primeiro caso
descrito de homozigose tanto para Hb Stanleyville-II como para Hb S. Tratava-se de
uma menina brasileira, de quatro anos de idade, negra, apresentando quadro clinico
compativel com doencga falciforme, além de microcitose e hipocromia. O teste de
falcizacdo foi positivo, inclusive nos pais. A eletroforese em acetato de celulose, pH
alcalino, mostrou uma banda de Hb F (azStaYZ), uma banda da Hb hibrida S/Sta II,
migrando na regidao da Hb A,, e uma banda da Hb A, variante (azstaé‘)z) ainda mais lenta
que a Hb A; habitual. J4 a eletroforese dos pais mostrou quatro fragdes de hemoglobina,
migrando nas posicdes da Hb A, da Hb S, da Hb A, habitual e uma fragdo ainda mais
lenta que esta. O padrao eletroforético em pH dcido mostrou Hb S em homozigose para

a crianga e em heterozigose para os seus pais.
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Dodé e colaboradores, (1990) por meio de técnicas moleculares para andlise das
mutacdes no gene daa alfa globina humana, estudaram o DNA de um individuo negro,
do Zaire (atual Republica Democratica de Congo), e demonstraram homozigose para
anemia falciforme em associagdo com Hb Stanleyville-II, na auséncia de alfa
talassemia. Os genes ol e o2 foram sequenciados e verificou-se que a mutagdo envolvia
0 éxon 2 do gene 02: AAC > AAA (Stanleyville-II, o, "*™*).

A andlise dos aminodcidos de cada uma das cadeias de globina pelo fingerprint
mostrou na cadeia alfa a substituicdo da asparagina pela lisina (078 Asn>Lys),
confirmando a Hb Stanleyville-II, e, na cadeia beta, a substituicdo do dcido glutamico
pela valina (Glu>Val), confirmando a dupla homozigose Hb S/Stall na crianca
(0,>"B,"). A quantificacio da sintese das cadeias de globina mostrou que a razio entre a
producdo de cadeias alfa/ndo-alfa variou entre 0,59 a 0,77 nos diversos individuos
estudados, confirmando a hipétese de alfa talassemia. Como ndo foram encontradas
cadeias o0 ou P normais no paciente estudado, os autores concluiram que a dupla
homozigose para as duas variantes sO seria possivel na associagdo da o talassemia em
cis com a o Stanleyville-II. Isso foi demonstrado no trabalho subsequente (Costa et al.,
1991), usando enzimas de restricdo que definiram o estado de heterozigose para a
delecao do tipo 3.7 nos pais e na irma e de homozigose no paciente estudado.

Costa e colaboradores (1991) encontraram a Hb Stanleyville-II em uma mulher
de 20 anos, brasileira, negra. Essa Hb constituia 35% do total das cadeias alfa
produzidas e, pelo mesmo raciocinio acima, a muta¢do deveria estar em cis com a
delecdao de um gene alfa.

Wenning e colaboradores (2000) analisaram 27 pacientes com
hemoglobinopatias estruturais de cadeia alfa, sendo quatro deles (3 negros e um
caucasiano) heterozigotos para a Hb Stanleyville-II em associa¢do com a talassemia o’

(_ aStanleyville

) e sem co-heranca da Hb S. Eles apresentavam microcitose e hipocromia,
provavelmente devidas a associacdo com a O-talassemia. O padrdo eletroforético foi
similar ao ja descrito. Os autores afirmaram que a substituicdo nucleotidica AAC >
AAA foi confirmada por sequenciamento de DNA e estaria presente no gene HBAI.

Serjeant e colaboradores (2005), como parte do estudo de 100 pacientes com doenca
falciforme em Uganda, identificaram, em dois deles, um padrao eletroforético

compativel com hemoglobinopatia SC. Uma investigacdo mais detalhada mostrou

tratar-se de hemoglobina S em homozigose associada com Hb Stanleyville-II em
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heterozigose. A fracdo que se assemelhava a Hb C, na verdade, era a hemoglobina
hibrida 0,>"f,°.

A Hb Stanleyville-1I foi encontrada em heterozigose em um paciente alemao
diabético o qual teve a dosagem de Hb glicosilada superestimada pelo HPLC devido a
presenca dessa Hb. Os autores destacaram a limitagdo da quantificagdo da glicemia pelo
HPLC quando hda uma Hb variante associada a Hb A, pois existem algumas variantes
que influenciam essa quantificacdo (Ostendorf et al., 2005).

Em estudo realizado no Quénia foi encontrada a Hb Stanleyville-II em
heterozigose em uma crianca de um ano com parametros hematolégicos normais e sem
alfa-talassemia. Os autores destacam que o diagndstico diferencial entre essa Hb e a Hb
G-Philadelphia por meio de HPLC € confuso, uma vez que ambas geram padrdes
cromatograficos muito semelhantes (Waitumbi et al., 2007).

Gonzédlez e colaboradores (2008) descreveram o primeiro caso da Hb
Stanleyville-II na Espanha, sendo este o segundo caso em uma pessoa nao-negra na
literatura médica. O estudo mostrou que, pela eletroforese em acetato de celulose em pH
alcalino e pela focalizagdo isoelétrica, a Hb variante se comportava de forma
semelhante a hemoglobina S. No entanto, a mesma ndo se separava da Hb A pela
eletroforese em pH 4cido. O estudo do gene da cadeia alfa por meio de sequenciamento
génico mostrou a mutagdo AAC > AAA, em heterozigose, no cdédon 78 do segundo
éxon da gene 2. No mesmo estudo foi comprovado que a troca de um aminoacido
eletricamente neutro (asparagina) por outro aminodcido eletricamente positivo (lisina)
na superficie externa da estrutura tercidria da cadeia da globina, no segmento EF,
provoca apenas uma variacdo na carga da cadeia. A localizacdo da mutagdo ndo
interfere na estabilidade, solubilidade ou afinidade pelo oxigénio do tetrdmero da
globina, justificando a auséncia de manifestagdes clinicas (Gonzalez et al., 2008).

Moradkhani e colaboradores (2009) realizaram estudo por meio de HPLC, IEF e
sequenciamento de DNA e encontraram dois casos de Stanleyville-II em heterozigose
no gene alfa2 (237C>A) e 3 casos no gene hibrido alfa talassémico (237C>G). Esse € o
unico estudo que relatou a transversao de C por G na posi¢ao 237 do gene.

Em estudo realizado no Rio Grande do Sul com 437.787 neonatos triados, foram
encontrados doze casos de Hb Stanleyville-II em heterozigose pelo sequenciamento dos
genes alfa 1 e 2. Nesse estudo a presenca de alfa-talassemia e a relacdo de parentesco

nao foram avaliadas (Wagner et al., 2010).
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Em estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa foram encontrados dois casos
de dupla homozigose para a Hb Stanleyville-1II e alfa-talassemia do tipo 3.7. A IEF ao
nascimento de ambas as criancas evidenciou apenas duas bandas: uma com corrida
eletroforética na regido da Hb S e outra localizada entre S e C. J4 os perfis
eletroforéticos no sexto més de vida e nas amostras de confirmagdo das duas criangas
evidenciaram homozigose para hemoglobina na regido da Hb S. Os perfis
eletroforéticos dos pais das criancas foram compativeis com traco para hemoglobina
variante na regiao da Hb S. Em ambos casos as criangas apresentavam microcitose e
hipocromia devido, provavelmente, a presenga da alfa-talassemia (Pimentel et al., 2011)

Lin e colaboradores (2011) encontraram a Hb Stanleyville-1I em associagdo com
a Hb Constant Spring, sem associacdo com a alfa-talassemia, em uma mulher chinesa.
A concentragdo de Hb era de 6,6 g/dL., o HCM de 58 fLL e 0o HCM de 16,6 pg. As Hbs
foram estudadas por meio de HPLC e eletroforese em dgar e os genes alfa foram
sequenciados. Segundo os autores, a mutacdo da Hb Stanleyville-II (AAC>AAA) foi
encontrada no gene alfa 1 e a da Hb Constant Spring no gene alfa 2. Esse foi o primeiro
caso descrito de Hb Stanleyville-II na Asia e os autores hipotetizaram que a mutacio
que resulta na Hb Stanleyville-II teria trés origens diferentes: uma na Africa, em geral
associada a alfa talassemia do tipo 3.7, outra européia no gene alfa 2 e outra asidtica, no

gene alfa 1.

3.5.1- ASSOCIACAO DA HB STANLEYVILLE-II COM OUTRAS
HEMOGLOBINOPATIAS

A hemoglobina Stanleyville-II foi observada em associacio com a anemia
falciforme (Serjeant et al., 2005; Burchall & Maxwell, 2010), com a talassemia o
(Costa et al., 1987; Costa et al., 1991; Serjeant et al., 2005; Kimura et al., 2008), com o
trago para a anemia falciforme (Rhoda ef al., 1983; Costa et al., 1987); (Wenning et al.,
2000; Serjeant et al., 2005); (Kimura et al., 2008);(Burchall & Maxwell, 2010), com a
Hb Campinas (Kimura et al., 2008) e com a Hb Constant Spring (Lin et al., 2011).

H4 evidéncias laboratoriais de que a mutagdo o,’® interferiria nas relagdes

intermoleculares quando a Hb Stanleyville-II se combina com Hb S (a,’® ™1¥p,°

Gl>Val) “Haveria estabilizacdo da formacdo de fibras, modificando as propriedades das

formas oxi e deoxi da variante falciforme, levando a diminui¢do da polimerizacdo da
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hemoglobina e consequentemente a um achado clinico semelhante 2 Hb S no estado de
heterozigose (North et al., 1980; Rhoda et al., 1983).

Costa e colaboradores (1987), como ja descrito, descreveram a Hb Stanleyville-II em
associacdo com o alelo f° e com alfa-talassemia em homozigose e ndo encontraram
vantagens clinicas, uma vez que os dados hematoldgicos e a evolugdo clinica dos
heterozigotos compostos foram indistinguiveis de pacientes que apresentavam a forma
grave de anemia falciforme.

Burchall e Maxwell (2010) descreveram um caso de associacdo da Hb
Stanleyville I com a Hb S e alfa-talassemia e observaram que essa associacdo
modificaria o fenétipo da anemia falciforme, diminuindo a gravidade do quadro clinico
do paciente. Eles afirmam que essa associacdo teria papel inibitério na formacdo de
fibras de Hb, o que geraria redu¢do da tendéncia a polimerizacdio e aumento no
mecanismo da estabilidade. Os autores também afirmam que a associacdo da Hb
Stanleyville-1II tdo somente com a beta ou alfa-talassemia parece ndo conferir vantagem
clinica para o paciente.

A associacdo da alfa talassemia com a anemia falciforme tem sido considerada
como fator de bom progndstico para os pacientes. Belisario e colaboradores (2010)
estudaram a influéncia da alfa talassemia nas manifestacdes clinicas e laboratoriais da
anemia falciforme e encontraram valores de leucdcitos, reticuldcitos, VCM e HCM
reduzidos. Além disso, foi encontrada uma diminuicdo significativa no risco de doenca
cerebrovascular. Portanto, a mudanca no fenétipo da anemia falciforme encontrada por
Burchall e Maxwell (2010) pode ser devida a associacdo com a alfa talassemia e nao

com a Hb Stanleyville-II.

3.6- HEMOGLOBINA HASHARON

A Hb Hasharon também conhecida como L-Ferrara, Michigan-I, Michigan-1I,
Sealy e Sinai é variante de cadeia alfa [alpha2 or alphal 47(CES) Asp>His
HBA2:c.142G>C (or HBAI)], na qual ocorre a substituicdo de acido aspartico por
histidina no cédon 47. Ela foi descrita por Halbrecht e colaboradores (1967) em um
individuo heterozigoto sem alteragdes hematoldgicas. Os autores encontraram a Hb com
comportamento eletroforético semelhante ao da Hb S em uma judia Ashkenazi.

A Hb Sealy foi descrita por Scheneider e colaboradores (1968) em uma familia

judia sem alterac¢des clinicas e hematoldgicas. A Hb Sinai foi descrita por Ostertag e
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Smith (1968) em uma familia de descendentes judeus. Nesse ultimo estudo nao foram
avaliados os parametros hematoldgicos.

No Canadé foram pesquisadas as Hbs variantes em 228.300 doadores de sangue
e foram encontrados quatro casos de Hb Hasharon em uma familia judaica. A
associa¢do com alfa talassemia e a relevéncia clinica ndo foram avaliadas (Vella et al.,
1975).

O estudo molecular da Hb foi realizado por Molchanova e colaboradores (1994)

os quais relataram trés casos de Hb Hasharon em heterozigose. Segundo esses autores, a
Hb possui instabilidade média e estd localizada no gene alfa 2.
Em estudo realizado no Brasil foram relatados 15 casos de Hb Hasharon em associacao
com a Hb A em descendentes de italianos, dentre 27 estudados que apresentavam
alteracdes estruturais na Hb; todas as 15, em associacdo com a alfa talassemia do tipo
3.7 (Wenning et al., 2000).

Em estudo realizado com 220 pessoas com suspeita de serem portadoras de Hbs
variantes provenientes de oito estados do Brasil foram encontrados 11 casos de Hb
Hasharon em heterozigose com a Hb A. A maioria dessas pessoas residiam no estado de
Sao Paulo o que indicaria a influéncia de italianos na formagdo da populagdo paulista,
uma vez que a essa Hb € encontrada em italianos e judeus Ashkenazi (Chinelato-
Fernandes & Bonini-Domingos, 2005).

Chinelato-Fernandes e colaboradores (2006) utilizaram-se de varias técnicas
laboratoriais para tentar identificar hemoglobina variante com perfil eletroforético
semelhante ao da Hb S em 10 pacientes. Estabeleceram PCR-RFLP com enzima Taql
que permite identificar a muta¢do que codifica a Hb Hasharon. Em nove pessoas foi
este o diagnostico final e em uma nao foi possivel amplificar o DNA.

A Hb Hasharon foi encontrada em associagdo com a Hb Rio Claro e alfa
talassemia. O paciente apresentou alteracdes hematoldgicas relacionadas a alfa
talassemia (Kimura et al., 2008).

Moradkhani e colaboradores (2009) encontraram trés casos de Hb Hasharon em
heterozigose, dois no gene HBA (um judeu brasileiro € um inglés) e um no gene HBA2
(judeu ingles), todas sem associa¢do com a alfa talassemia. Esse € o tinico trabalho que
encontrou a mutacdo no gene HBA . Os dados hematoldgicos das trés pessoas estavam
dentro da normalidade e a Hb foi considerada estavel.

Em estudo no qual foi pesquisada a causa de anemia leve em 2.020 pessoas da

América Latina, foi encontrado fendtipo alterado de Hb, inclusive talassemias, em
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75,5% dos casos. Entre as 70 variantes estruturais “raras” encontradas (3,5%), 10
(14,3%) foram caracterizadas como Hb Hasharon em heterozigose e duas como Hb
Stanleyville-II. A Hb Hasharon seria origindria do Mediterraneo, o que confirma a
intensa influéncia europeia na composi¢do da populagdo da América Latina (Zamaro &
Bonini-Domingos, 2010) .

Em estudo realizado no Rio Grande do Sul com 437.787 criancas triadas foram
encontrados trés casos da Hb Hasharon em heterozigose no gene alfa 2. A presenca de

alfa talassemia ndo foi avaliada (Wagner et al., 2010).

3.7- HEMOGLOBINA OTTAWA (OU SIAM)

A Hb Ottawa ¢ variante de cadeia alfa [(alphal 15(A13) Gly>Arg
HBA1:¢.46G>C] na qual hda mudanca de uma glicina por uma arginina no cédon 15 do
gene alfal, posi¢cdo A13 da molécula. Ela foi descrita em heterozigose em 1974 em um
canadense que tinha anemia leve, aparentemente nao relacionada a Hb Ottawa (Vella et
al., 1974). Ainda no ano de 1974 foi encontrada a mesma mutacdo em associacdo com a
Hb A em um tailandés de ancestralidade chinesa, tendo sido essa Hb denominada Siam
devido ao ndo conhecimento da descricao j4 feita por Vella e colaboradores (1974). Nao
foram encontradas alteracdes clinicas e hematolédgicas (Pootrakul ef al., 1974).

O primeiro estudo molecular com a Hb Ottawa foi realizado por Yodsowan e
colaboradores (2000) em tailandesa que apresentava microcitose, hipocromia e células
em alvo, provavelmente secunddrias a associacdo com alfa talassemia delecional do tipo
1 que ela apresentava. Na IEF a Hb tinha mobilidade eletroforética na posicao da Hb S e
o estudo molecular localizou a mutacao no gene HBAI.

Em estudo posterior foi encontrada a Hb Ottawa em uma paciente com anemia
leve, dosagem de Hb A, aumentada (5,5%) e beta talassemia associada. O pai e a irma
também apresentavam a Hb; o pai tinha pardmetros hematolégicos normais € a irma
apresentava apenas leve anemia. Todos os casos ocorreram em associacdo com a Hb A.
Nesse estudo foi comprovado, portanto, que a Hb Ottawa nao possui efeito talass€émico
na producao da cadeia globinica (Turbpaiboon et al., 2002).

Fucharoen e colaboradores (2007) desenvolveram uma PCR alelo-especifica
multiplex para detectar as Hbs Queens e Siam, que haviam sido confundidas com a Hb

S por apresentarem ponto isoelétrico semelhante, em duas gestantes com anemia leve.
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Os autores destacam a importancia de técnicas adicionais para distinguir as Hbs que sao
confundidas com a Hb S.

Shih e colaboradores (2010) realizaram estudo com o objetivo de desenvolver
técnica que permitisse a identificacdo de Hb variantes de cadeia alfa e a definicdo do
gene (HBAI ou HBA2) no qual a mutagdo estd presente. Eles estabeleceram uma técnica
chamada high-resolution melting a qual permitiu a identificacdo de varias Hbs, dentro
essas, a Hb Ottawa.

Em estudo realizado em 11.450 pessoas sauddveis em Guangdong (China) com
o objetivo de verificar o perfil epidemioldgico das Hb variantes, foram encontrados
quatro casos de Hb Ottawa em heterozigose (Lin et al., 2012).

Em todos os casos nos quais houve demonstracdo molecular, a mutacdo génica foi

localizada no gene HBAI.

3.8- HEMOGLOBINA MAPUTO

A Hb Maputo é variante estdvel de cadeia beta primeiramente descrita por
Marinucci e colaboradores (1983) em uma crianca de dois anos nascida em Maputo,
Mocambique. Essa Hb ocorre pela substitui¢do de dcido aspartico por tirosina no cédon
47, localizado na superficie externa da molécula (CD6). A crianca descrita tinha
associa¢do com a HbS, apresentava quadro de anemia moderada a grave (Hb 8,5 g/dL),
baco palpédvel a 3 cm do rebordo costal, anisocitose e células em alvo. Além disso, a
concetracdo de hemoglobina A; estava levemente aumentada. O nivel de hemoglobina F
estava dentro do limite normal. Na eletroforese alcalina foi visualizada apenas uma
banda na posi¢ao de S e na eletroforese acida, foram observadas duas bandas: uma na
posicdo da Hb S e outra na posicao da Hb A. Os pais da crianca ndo apresentavam
alteracoes clinicas e hematoldgicas, sendo o pai portador do trago falciforme e a mae de
Hb variante ndo identificada associada a Hb A. Nao foi possivel nesse estudo fazer
avaliacdes funcionais que atribuissem as alterac¢des clinicas observadas a Hb Maputo ou
a associacdo da Hb Maputo com a Hb S (Marinucci et al., 1983).

A hemoglobina Maputo, assim como outras variantes globinicas com mutacao
na posicdo 47 do gene HBB (Hb Gavello, Hb G Copenhagen e Hb Avicenna), parece
ndo ter estabilidade alterada, pois a sua afinidade de ligacdo ao oxigénio e seus efeitos

de cooperatividade sdo normais (Marinucci et al., 1983).
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Posteriormente foi encontrada a Hb Maputo em heterozigose com a Hb A em um
paciente caucasiano dos Estados Unidos, sem alteragdes clinicas ou hematolégicas. O
perfil eletroforético foi semelhante ao encontrado por Marinucci e colaboradores (1983)
na mae da criancga j4 relatada. A Hb A, representava 2,9% do total e ndo foi encontrada
alteracdo no equilibrio de oxigénio nessa Hb (Moo-Penn et al., 1991).

Pesquisa realizada no PubMed em abril de 2012 ndo revelou qualquer outro caso
na literatura internacional. Ainda ndo existe evidéncia experimental do tipo de mutacao

génica que da origem a Hb Maputo.

3.9- HEMOGLOBINA G-FERRARA

A Hb G-Ferrara é variante levemente instavel, de cadeia beta. Nela ocorre a
substituicdo do aminodcido asparagina pela lisina no cédon 57, posi¢ao externa da
molécula. Ela apresenta, em relacdo a Hb A, taxa mais elevada de dissociagdo em
dimeros e alteracao no efeito de ligacdo do oxigénio pelo difosfoglicerato. Isso pode ser
devido a introducdo de carga positiva extra na regido da troca de aminodcidos. Isso
explicaria o aumento do efeito Bohr presente nessa Hb (Giardina et al., 1978).

Essa Hb foi descrita em familias italianas e os portadores foram considerados
hematologicamente normais, apesar de a Hb ter sido considerada instdvel em estudos
feitos in vitro (Giardina et al, 1978; Guerrasio et al., 1979). Os autores relatam que, na
mesma regido da Itdlia, haviam sido observados outros casos semelhantes, nao
publicados ou publicados em revistas as quais nao se conseguiu acesso.

Associagdo da Hb G Ferrara com a Hb S foi observada em crianca de
Mocambique por Canizares e colaboradores (1983). Ela apresentava ovaldcitos,
microcitose, poiquilocitose, anisocitose, células em alvo, drepandcitos, hematdcrito
27%, Hb 8,4 g/dL, reticuldcitos 8% e ferro sérico 77 ug/dL. Os dados indicam que a Hb
G-Ferrara favoreceria a polimerizagdo da hemoglobina S. A eletroforese alcalina
mostrou na paciente uma unica banda na posi¢ao da Hb S; no pai uma banda na posi¢ao
de Hb A e uma na posi¢ao da Hb S, com teste de falcizagcao positivo. Na mae constatou-
se o mesmo padrao do pai, entretanto o teste de falcizacdo era negativo, demonstrando
que, em pH bdsico, a hemoglobina G-Ferrara tem mobilidade semelhante a da Hb S.
Pesquisa realizada no PubMed em abril de 2012 nao revelou qualquer outro caso na
literatura internacional. Ainda nao existe evidéncia experimental do tipo de mutagdo

génica que dé origem a Hb G-Ferrara.
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3.10- HEMOGLOBINA ST LUKE’S

A Hb St Luke’s é variante de cadeia alfa [alphal 95(G2) Pro>Arg
HBA1:¢.287C>G] com padrao migratdrio semelhante ao da Hb S na qual h4 substituicao
de prolina por arginina no cédon 95, posicio G2, no contato das cadeias alfa e beta
(a1f2). Essa Hb foi descrita em heterozigose em uma familia maltesa cujos parametros
clinicos e hematolégicos eram normais. Estudos bioquimicos iniciais mostraram que
essa Hb possuiria leve diminuicdo na interacdo do grupo heme e afinidade ao oxigénio
reduzida (Bannister et al., 1972).

Em outro estudo essa Hb foi encontrada associada a Hb A em um homem,
também da ilha de Malta, com policitemia, dedo do pé amputado, fumante inveterado e
com diabete melito. Estudos bioquimicos mostraram que essa Hb teria afinidade ao
oxigénio aumentada (2,5 vezes mais em relacdio a Hb A no pH 7,4), interacdo heme
reduzida e efeito Bohr levemente reduzido (Lorkin ef al., 1974). O dado de afinidade ao
oxigénio difere do encontrado por Bannister e colaboradores (1972) devido ao fato deste
grupo ter usado uma amostra com alta concentragdo de metemoglobina.

Felice e colaboradores (1981) encontraram 12 casos heterozigotos dessa Hb em
malteses com dados hematoldgicos normais e observaram quantidade de Hb St Luke’s
bem abaixo do esperado (12%). Eles atribuiram essa diminui¢do a um defeito no
momento da montagem da proteina e a uma tendéncia mais acentuada a formar dimeros
devido a mudanga de aminodcido ser no contato das cadeias alfa e beta.

A Hb St Luke’s foi observada no Japdo em uma senhora com colecistite aguda.
Ela apresentava dados hematoldgicos normais € uma concentracdo da Hb variante de
13%. Foram feitos estudos bioquimicos e encontrados um aumento da afinidade pelo
oxigénio, efeito Bohr levemente diminuido, dados comparaveis aos relatados por Lorkin
e colaboradores (1974). Entretanto a interacdo com 2,3-DPG foi considerada normal
(Harano et al., 1983).

O primeiro estudo molecular da Hb St Luke’s foi feito por Molchanova e
colaboradores (1994) que provaram ser a mutacdo que codifica essa Hb exclusiva do
gene HBAI. Nesse estudo a Hb St Luke’s foi considerada instavel por meio de testes de
estabilidade térmica e teste de n-butanol.

Wettinger e colaboradores (1999) estudaram 23.000 malteses e encontraram 40
individuos com Hb St Luke’s associados a Hb A. A média da concentra¢iao dessa Hb foi

de 11,1% do total e os parametros hematolégicos foram normais, com exce¢ao de uma
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mulher que apresentou microcitose e hipocromia, devido a associagdo com beta
talassemia heterozigética. Em todos os casos examinados a muta¢do ocorreu no gene

HBAI.

3.11- HEMOGLOBINA ETOBICOKE

A Hb Etobicoke € variante de cadeia alfa descrita em uma familia canadense
com ancestralidade irlandesa. A mutag¢do ocorre no cdédon 84 (F5) pela qual serina é
substituida por arginina na parte interna da molécula. No primeiro caso descrito foi
encontrada uma concentragdo de Hb variante de 15% na posicao de S ou D e ndo foram
observadas alteragdes hematoldgicas. Algum tipo de alteragdo era esperada devido a
localizagao molecular da mudanca de aminodcido (Crookston et al., 1969).

Em estudo realizado no Japao essa Hb foi encontrada associada a Hb A em um
homem com leve reticulocitose, sem consequéncias clinicas. Estudos bioquimicos
mostraram que essa Hb € instavel e possui afinidade aumentada pelo oxigénio (Harano
etal., 1982).

Estudo posterior realizado nos Estados Unidos em crianga com cinco semanas de
idade descendente de francés, indios Cherokees e inglés foi encontrada a Hb Etobicoke
na posicao de Hb G e em propor¢do de 16% do total. A razdo para a concentracdo baixa
de hemoglobina total (8,9 g/dL) nao foi investigada (Headlee et al., 1983).

O’Brien e colaboradores (2003) encontraram a Hb Etobicoke em heterozigose
em paciente irlandés diabético. Destacou-se a importancia do conhecimento sobre a
presenca de hemoglobinas variantes para a quantificacdo da glicemia através da Hb
glicosilada, pois existem algumas variantes que influenciam essa quantificagdo. Os
autores destacam que essa Hb foi diagnosticada como uma variante na drea de retengao
da Hb D pelo HPLC e na posicao de S pela IEF.

Pesquisa realizada no PubMed em abril de 2012 ndo revelou qualquer outro caso
na literatura internacional. Ainda nao existe evidéncia experimental do tipo de mutacdo

génica que dé origem a Hb Etobicoke.

3.12- HEMOGLOBINA RUSH

A Hb Rush é uma variante instdvel gerada por mutacdo na posicdo 304 do gene

B (G>C) no cdédon 101, que ocasiona a substituicdo de acido glutamico, localizado na
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regido da cavidade central da hemoglobina (G3), por glutamina. Ela foi descrita,
associada a Hb A, em 1974 por Adams e colaboradores em uma mulher negra de 43
anos que apresentou anemia hemolitica leve apds colecistectomia, anisocitose,
poiquilocitose, células em alvo, ponteado basofilo, siderdcitos e sideroblastos. Além
disso, houve queda no nivel de hemoglobina de 12 para 10,3 g/dL, o hematdcrito
diminuiu de 37% para 29,8% e a contagem de reticuldcitos aumentou de 2 para 4% no
quarto dia apds a cirurgia. A mesma hemoglobina foi detectada em uma filha e uma
neta. SO existe essa familia descrita na literatura internacional. Outras cita¢des referem-
se a estudos bioquimicos baseados em amostras dessas pessoas (Frischer & Bowman,
1975; Shih et al., 1985).

Frisher e Bowman (1975) avaliaram a deficiéncia da enzima eritrocitica
glutationa redutase, utilizando a reducao visivel de 2,6-diclorofenol inositol (DCIP) pela
glutationa e observaram que a Hb Rush ndo € precipitada por DCIP, o que indica a
auséncia de deficiéncia da enzima eritrocitica glutationa redutase.

Shih e colaboradores (1985) estudaram as Hbs Bristish, Rush, Columbia,
Potomac e Alberta, que possuem diferentes mutagdes no cédon 101 do gene beta, para
elucidar o papel do 4cido glutdmico na ligagdo da Hb ao oxigénio, uma vez que este esta
localizado no contato da subunidade a3, da Hb A, que € essencial para a propriedade de
ligacdo de O, Eles evidenciaram que a Hb Rush possui fun¢do normal em relacdo a
afinidade pelo oxigénio. Adams e colaboradores (1974) demonstraram que a Hb Rush
possui uma curva de dissociacdo de oxigénio normal.

A tabela 1 resume os dados das Hbs citadas ao longo da revisdo da literatura.
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Tabela 1- Hemoglobinas variantes citadas na revisao da literatura, com as respectivas

alteracOes genética e apresentacdo clinica

Hemoglobina Gene Alteragdo Cédon Apresentacao clinica Referéncia
genética em heterozigose

Etobicoke a2 AGC>AGG 84 Normal Globin gene server

G-Ferrara § AAC>AAA 57 Normal Guerrasio et al.,
1979; Giardina et al,

1978
Hasharon al ou a2 GAC>CAC 47 Normal Globin gene server
Maputo § GAT>TAT 47 Normal Globin gene server
Ottawa al GGT>CGT 15 Normal Globin gene server
Rush § GAG>CAG 101 Anemia hemolitica Globin gene server
média

Stanleyville-1T al ou a2 AAC>AAG 78 Normal Globin gene server
St Luke's al CCG>CGG 95 Normal Globin gene server

3.13- ALFA TALASSEMIA

A alfa talassemia constitui um grupo de doencas hereditdrias de distribuicao
mundial causada pela deficiéncia de sintese de uma ou mais cadeias alfa da Hb
(Cancgado, 2006). E a doenga monogénica mais comum sendo mais prevalente em dreas
tropicais. Devido a migrac@o populacional, também tem sido encontrada em paises nao
tropicais (Higgs et al., 1989; Weatherall & Clegg, 2001).

A alfa talassemia € mais frequentemente causada por dele¢des envolvendo um
ou ambos os genes alfa, mas também pode ser causada por mutagdes pontuais ou
inser¢des de nucleotideos envolvendo as sequéncias que regulam a expressdao do gene
alfa (Higgs et al., 1989).

No caso de alteracao delecional as o-talassemias sdo caracterizadas de acordo
com o numero de genes afetados, podendo atingir de um a quatro genes da o globina.
No portador silencioso (ou talassemia alfa minima), ocorre a delecao de apenas um gene
HBA (-a/oo); no trago alfa talassémico (ou talassemia alfa menor), hd a dele¢do de dois
genes HBA (-o/-at ou --/ot); na doenca da Hb H (ou talassemia alfa intermédia), 3
genes HBA sdo deletados (--/ -o) e na Sindrome da Hidropsia Fetal ha delecao dos 4
genes (--/--). A alfa-talassemia minima € a mais comum e é praticamente assintomatica
e com alteragdes laboratoriais minimas (leve microcitose e hipocromia) ou inexistentes
o que dificulta o diagnéstico laboratorial ( Naoum, 1997; Cangado, 2006).

O grupo dos genes da o globina estd localizado no brago curto do cromossomo
16 e estdo arranjados na posicdo 5°—3” conforme a expressdo durante a ontogénese
(figura 6). Apesar dos genes HBAI e HBA2 terem grande homologia e codificarem

exatamente a mesma cadeia de aminodcidos, a expressdo do gene HBA2 € de duas a trés
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vezes maior do que a expressdo do gene HBAI. Ambos os genes sdo expressos durante
o periodo embriondrio, fetal e na vida adulta (Higgs et al., 1989).

A figura 3 mostra que os genes HBA2 e HBAI estdo localizados dentro de
regides de homologia, representadas pelas letras X, Y e Z, e que sdo interrompidas por
trés regides curtas e nao-homodlogas, representados pelos nimeros I, I e IIL
Recombinagdes reciprocas entre os segmentos Z, que possuem 3,7 kb, produzem
cromossomos com apenas um gene HBA chamado de gene hibrido (-o™") resultando em
um tipo de talassemia. As mutagdes delecionais ocorrem por efeito de crossing-over
desigual, devido ao desalinhamento entre os cromossomos 16 durante o processo de
meiose. O crossing-over entre as regides homologas Z deleta 3,7 kb de DNA e a
delecdo do tipo -a*? resulta de crossing-over entre as regides homélogas X e deleta

4,2 kb de DNA.

yoal a2 al
—— ik 1k o

I oI
—3 [BZzzz20 ) | ZZZA]

X YZ XY Z

e — ~o*2 (oo 42
— | _aa,TI (oo antla.7)
1 o370
T —37m

Figura 3- Localiza¢do dos genes HBA2 e HBAI no cromossomo 16 e destaque para as
regides homologas duplicadas (X, Y, Z) e regides ndo homoldgas (I, 11 e III). A
extensdo de cada delecdo alfa talass€mica € representada pelas caixas sélidas (Higgs et

al., 1989).

A delecdo -0 é heterogénea e possui trés subtipos diferentes dependendo da
localizag¢do exata do ponto de quebra da regido Z do gene (Higgs et al., 1989). Essa
delecdo € a causa mais comum de alfa-talassemia, sendo mais encontrada na populagcdo
de origem africana ou mediterranea. As alteragdes hematoldgicas geradas por essa
delecdao podem ser leves ou ausentes (Borges et al., 2001). .

Em um estudo realizado em Campinas com 339 pacientes que apresentavam
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microcitose e hipocromia sem anemia foi encontrada a alfa talassemia em 49,9% dos
mwmm%,wmm428%dogm&@o&f”wn53%—@”#@”625%cmnnmmgkmﬁo
delecionais. Esse dado mostra que a alfa talassemia, em especial a delecdo 3.7, é causa
comum de microcitose e hipocromia, sem anemia. Essa € uma informac¢ao importante,
pois muitas vezes o médico pesquisa, sem sucesso, a etiologia dessa alteracdo
hematoldgica e a trata erroneamente como se fosse deficiéncia de ferro (Borges et al.,
2001).

Virios estudos brasileiros mostram a ocorréncia da delecao do tipo 3.7 causando
a alfa talassemia. Sonati e colaboradores encontraram a alfa talassemia do tipo 3.7 em
21,3% das 47 pessoas negras estudadas (Sonati et al., 1991). Adorno e colaboradores
(2005) estudaram 590 recém-nascidos da Bahia e encontraram a delecdo 3.7 em 22,2%.
Tomé-Alves e colaboradores (2000) estudaram 1002 portadores de trago falciforme com
anemia e encontraram a alfa talassemia em 1,59% (16), o que destaca a importancia de
avaliar a presenca de alfa talassemia em individuos AS, apds descartar a presenca de
ferropenia. Couto e colaboradores estudaram a presenca da delecao 3.7 em 106
gestantes, 53 com Hb AA e 53 AC. Eles encontraram frequéncia de 21,7% nas AC e
23% nas AA. Quando comparados os dados hematoldgicos dos grupos com e sem alfa
talassemia, houve diferenca estatisticamente significativa o que indica a importancia do
estudo dessa delecdo no acompanhamento das gestantes para evitar complicacdes a
crianca e a mae (Couto et al., 2003). Belisario e colaboradores estudaram a associagcao
da alfa talassemia em 208 criancas SS e 13 SB° e encontraram 27,9% heterozigotas e
1,4% homozigotas para a delecdo 3.7 (Belisario et al., 2010).

No Brasil jd foram também encontradas, com menor frequéncia, as delecdes
— a*?, frequente na populacdo Asidtica e do Mediterraneo, — oM™ e — a**, que causam
talassemia o na populacdo mediterrinea (Wenning et al., 2000; Borges er al., 2001;
Belisario et al., 2010).

A alfa talassemia € encontrada em associa¢do com vérias Hbs variantes
(Higgs et al., 1989), havendo varios indicios de melhora no quadro clinico dos
pacientes, especialmente quando em associacdo com o alelo #° em homozigose (Higgs
et al., 1982; Tomé-Alves et al., 2000; Serjeant et al., 2005; Belisario et al.,, 2010;
Burchall & Maxwell, 2010). Existem também hemoglobinas variantes que geram
fenétipo talass€mico, como por exemplo a Hb E e a Hb Knossos, entre outras (Higgs et

al., 1989).
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5- OBJETIVO GERAL

Estudar os genes da hemoglobina em criancas cujos perfis eletroforéticos e/ou
cromatograficos nos exames de triagem neonatal de MG foram registrados como
indeterminado ao nascimento e que, reanalisados no 6° més de vida, apresentaram-se

com perfil semelhante ou igual ao da hemoglobina S.

5.1- OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar hemoglobinas variantes incomuns que ocorrem em Minas Gerais e verificar a
relevancia clinica dessas hemoglobinas;

Estudar a associacdo de alfa talassemia com as hemoglobinas variantes; determinar se as
hemoglobinas variantes de cadeia alfa estdao presentes no gene HBAI, HBAI ou hibrido,
se houver delecdo talassémica;

Otimizar PCR-RFLP para identificacdo das mutacdes génicas correspondentes a
hemoglobinas variantes incomuns que ocorrerem com frequéncia mais elevada em MG

ou nas quais for importante a distin¢gdo com a Hb S.
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6- PACIENTES E METODOS

6.1- ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi desenvolvido dando continuidade a pesquisa intitulada
“Identificacdo de hemoglobinas com corrida eletroforética semelhante a da
hemoglobina S no Programa Estadual de Triagem Neonatal de Minas Gerais (PTN-
MG)”, defendida como dissertacio de mestrado por Fernanda Silva Pimentel. Essa
pesquisa havia sido aprovada nas instancias académicas da Faculdade de Medicina da
UFMG e dos Comités de Etica em Pesquisa da UFMG (parecer n°ETIC295/07), da
Fundagdo Centro de Hematologia e Hemoterapia de Minas Gerais - Hemominas (oficio
n°67/2007) e pela Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensao do Hospital das Clinicas da
UFMG (processo n°106/2007).

Para o desenvolvimento do estudo acima citado foi realizado contato com as
Unidades Basicas de Saide (UBS) para fornecer esclarecimentos sobre a pesquisa,
solicitar que fossem realizadas as coletas de amostras de sangue total em papel filtro e a
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido pelos pais ou responsaveis.
Como no presente estudo o objetivo era estudar as mesmas criancas da pesquisa
anterior, identificando-se as hemoglobinas variantes, foram incluidas apenas as criancas
cujos pais ou responsdaveis ja haviam autorizado a participacao no estudo.

Para a inclusdo de outras pessoas no estudo (ver explicagdes abaixo), foi
solicitada a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido pelos pais ou
responsaveis (Anexo 16.1).

A pesquisa atual foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da
UFMG (parecer n°ETIC 163/08) (Anexo 16.2) e pelo Comité de Etica (CEP) da
Fundag¢do Hemominas (Oficio n°15/2009) (Anexo 16.3).

6.2- POPULACAO ESTUDADA
No banco de dados SQL Server 2000 (Microsoft®), utilizado rotineiramente pelo
Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais (PTN-MG), havia 294 criancas triadas

no periodo de marco de 1998 a junho de 2008 provenientes de 56 cidades de MG cujo

primeiro resultado da triagem neonatal havia sido liberado como indeterminado e o
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resultado da amostra do 6° més de vida, registrado como perfil eletroforético semelhante

ou idéntico ao da hemoglobina S (Figura 4).

A B

Resultado da triagem " Resultado do
emumcaso (F A, ~ 6"mésde
F e 2 bandas ' S vida

! > indeterminadas, '

' \ na ordem) '
Padrao normal ' N Padrao AFSC
deRN(F_AF) (na ordem)

Figura 4- Visao parcial de gel de IEF contendo Hb variante. A- Resultado da triagem

neonatal ao nascimento. B- Resultado do 6° més de vida.

Das 294 criancas, 128 (43,5%) participaram da pesquisa de Fernanda Silva
Pimentel na qual foi realizada a PCR alelo-especifica para a HbS. Destas, novo contato
para coleta de sangue total foi bem sucedido em 118 familias: 7 nao foram localizadas
na busca ativa realizada pela UBS e em 3 casos a UBS ndo quis colaborar na coleta de
sangue. Embora as amostras colhidas em papel filtro para a pesquisa de Fernanda ainda
estivessem disponiveis, coleta de sangue total foi necessdria, pois para o diagndstico
molecular de alfa talassemia € necessario o isolamento de DNA a partir de sangue total,
pois fracassaram as tentativas de fazé-lo a partir do papel filtro. Essa coorte de 118
criancas (Figura 5) foi utilizada para célculo da incidéncia de hemoglobinas variantes
em Minas Gerais. A IEF ao nascimento e do 6° més de vida das 176 criangas que
pertenciam a coorte original e que ndo participaram do estudo molecular foram
analisadas para calcular a incidéncia da Hb Stanleyville-II.

Outras quatro criangas foram adicionadas no presente estudo por solicitagdo de
médicos que estavam acompanhando essas criancas em atendimento ambulatorial na
Fundacdo Hemominas. Elas ndo foram utilizadas no célculo de incidéncia de
hemoglobinas variantes em MG porque trés delas nasceram ap6s o periodo estabelecido
para defini¢do da coorte e uma possuia provdvel associagdo de hemoglobina variante
com a hemoglobina C e ndo com a S.

Dezesseis membros de uma familia com descendéncia italiana que estavam em
acompanhamento na Fundacdo Hemominas foram adicionados nesse estudo. O

propositus ndo havia participado da triagem neonatal, pois nasceu antes do inicio do
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programa para hemoglobinopatias em Minas Gerais. Os pacientes apresentavam uma
anemia hemolitica média a moderada e um perfil de bandas na eletroforese diferente do
habitual: em pH bdsico trés bandas, uma correspondente a Hb A e duas indeterminadas
na posicdo da Hb fetal e, em pH 4cido, uma correspondente a Hb A e outra entre as

posicdes das Hbs S e C.

294 recém-nascidos (1998-2008) com hemoglobina S-like

166 criangas nao localizadas ou pais ndo assinaram
termo de consetimento

128 criangas: feita PCR alelo-especifica paraa Hb S

- | 10 crian¢as nao localizadas para determinara Hb
variante (uma dessas com variante + Hb S)

4 criangas incluidas por

118 criangas + solicitac&o de médicos

Total = 122 criangas ‘

Figura 5- Fluxograma contendo detalhes sobre a populacio estudada
6.3- DIAGNOSTICO DE HEMOGLOBINOPATIAS EM MINAS GERAIS

O PTN-MG foi criado em setembro de 1993, numa acdo conjunta entre a
Secretaria de Estado de Saidde e a Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
Atualmente esse programa viabiliza o diagndstico precoce de doenga falciforme,
fenilcetonuria, hipotireoidismo congénito e fibrose cistica. Ele envolve o Ministério da
Saude, a Secretaria Estadual de Saude, a Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), a Fundacdo de Desenvolvimento da Pesquisa (Fundep), a Fundacdo
Hemominas, as Secretarias Municipais de Satde e o Centro Geral de Pediatria (CGP).
Para a realizac¢do dos testes o PTN-MG realiza coleta de amostras de sangue em 1.933

postos de coletas, localizados principalmente nas unidades basicas de saidde, dos 853
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municipios no estado.As amostras de sangue sdo coletadas, preferencialmente, do
terceiro ao quinto dia de vida, do calcanhar dos recém-nascidos, em papel-filtro,
seguindo os critérios estabelecidos para a triagem neonatal das demais doencas triadas
(Janudrio & Mourao, 1998). Apds a secagem, as amostras sd@o acondicionadas em
envelope contendo todos os dados de identificacdo da crianca e transportadas, por
correio ou portador, ao laboratério de triagem neonatal do NUPAD, localizado no
quinto andar da Faculdade de Medicina da UFMG, em Belo Horizonte onde sdo
processadas.

As criancas com resultado positivo para a doenca falciforme ou outras
hemoglobinopatias sdo encaminhadas para acompanhamento médico em um dos centros
regionais da Fundacdo Hemominas, cabendo ao Nupad, através do setor de controle de
tratamento, a responsabilidade pelo controle e acompanhamento dos casos especiais,
como por exemplo casos de criangas faltosas nas consultas ou que abandonaram o
tratamento. O PTN-MG oferece aos pais das criangas com resultado positivo para
hemoglobinopatias a realizagdo do estudo familiar, de forma a complementar a
avaliacdo do diagnéstico.

A triagem para hemoglobinopatias foi implantada no PTN-MG em marc¢o de
1998. Do inicio do programa até marco de 2002 apenas o método de eletroforese por
focalizacao isoelétrica (IEF) foi utilizado na determinacdo do perfil hemoglobinico dos
recém-nascidos (Paixdo et al, 2001). Foram utilizados insumos e equipamentos de
eletroforese Wallac Resolve Systems® (Ohio, EUA) e Resolve Neonatal Hemoglobin
Screen Kit (PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Finlandia). As amostras com
resultados alterados ou duvidosos foram repetidas pelo mesmo método, para
confirmacao.

A partir de mar¢co de 2002, o laboratério passou a trabalhar também com a
técnica de cromatografia liquida de alta resolugcdo utilizando o equipamento Bio-Rad
Variant Hemoglobin Test System e insumos do Kit Sickle Cell Short, também da BIO-
RAD. No presente momento (maio de 2012), as amostras tém sido avaliadas somente
por IEF e os casos suspeitos de doenca falciforme sao confirmados por testes
moleculares utilizando-se PCR alelo-especifica para o cédon 6 selvagem, mutacdes da

Hb C e S, além da mutacdo que gera a Hb D-Punjab no c6don 121.
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6.3.1- CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCAO (HPLC) - KIT
VARIANT TM SICKLE CELL SHORT PROGRAM

O Kit Sickle Cell Short Program utiliza os principios do HPLC através da troca
catidnica.

As amostras diluidas s@o mantidas no Variant a 12 + 2° C na camara do
amostrador automadtico e, posteriormente, sdo injetadas sequencialmente no fluxo de
andlise. Por meio da utilizacdo de um gradiente de fon fosfato, gerado pela mistura de
dois tampdes de diferentes forcas idnicas para eluicdao, as hemoglobinas sdo separadas
por uma coluna de troca cationica.

Duas bombas de duplo pistao controlam o fluxo da mistura dos tampdes (1 e 2)
de eluicdo na coluna analitica. A forca idnica desta mistura é incrementada pelo
aumento da contribui¢io (percentagem) do tampdo 2. A medida que a forca idnica da
mistura aumenta, maior € a quantidade de hemoglobinas retidas que atingem a elui¢do a
partir da coluna analitica.

Um fotdmetro de filtros com duplo comprimento de onda (415 e 690 nm)
monitora a elui¢do a partir da coluna. A medida que as hemoglobinas eluem na coluna e
passam pelo fotometro de filtros, sdo detectadas alteracdes na absorbancia a 415 nm.
Um filtro secundario de 690 nm corrige na linha de base os efeitos causados pela
mistura de tampoes de diferentes forgas idnicas. Os dados sdo processados e é gerado
um cromatograma (grafico de absorbancia versus tempo) impresso, que contém o0s
diferentes picos referentes as hemoglobinas identificadas em diferentes janelas, o tempo
de retencdo, a drea das mesmas e o percentual relativo de cada uma delas. Cada
hemoglobina ou grupo de hemoglobinas t€m um tempo de retengdo caracteristico. O
tempo de retencdo € medido desde o momento da inje¢cdo da amostra até o ponto
méximo de cada pico. A identificacdo das hemoglobinas é feita pela comparacdo do
tempo de retengdo da hemoglobina desconhecida com o tempo de retencdo de

hemoglobinas conhecidas, analisadas no mesmo sistema (Colah et al., 2007).

6.3.2- ELETROFORESE POR FOCALIZACAO ISOELETRICA (IEF) -
HEMOGLOBIN TEST KIT

A IEF é um método de eletroforese que separa proteinas tendo como base seus

pontos isoelétricos (pI) em um gradiente de pH (Hocking, 1997).
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A separacdo das hemoglobinas € realizada por meio da aplicagdo da amostra de
hemolisado sobre um gel de agarose contendo anfolitos RESOLVE com pH entre 6 e 8.
Os anfolitos RESOLVE sao compostos de moléculas anfotéricas de baixo peso
molecular e variados pontos isoelétricos. Quando uma corrente elétrica é aplicada no
gel, essas moléculas migram sobre o gel até seus pontos isoelétricos (pI’s), formando
um gradiente de pH estavel, geralmente entre 6 e 8.

As proteinas sdao formadas por cadeias de aminodcidos que possuem
propriedades anfotéricas (podem ser carregadas positivamente ou negativamente). Essas
propriedades deixam as proteinas carregadas quando em meio liquido, podendo
movimentar-se na presenca de uma corrente elétrica. O pH de uma soluc¢do na qual um
aminodcido é colocado determina suas cargas, modificando seus grupos (carboxi ou
amino), tornando-os positivos ou negativos de acordo com o pH.

Quando uma corrente elétrica € aplicada, as hemoglobinas migram sobre o gel
até alcancarem a drea onde seus pI’s se igualem ao pH correspondente no gel. O ponto
isoelétrico corresponde a carga total zero da proteina: neste ponto, o niimero das cargas
negativas se iguala ao das cargas positivas e a migracdo cessa. No ponto isoelétrico

cessa a difus@o da hemoglobina focalizando uma banda fina e discreta.

6.4- CONTATO COM AS UNIDADES BASICAS DE SAUDE

A partir das informagdes existentes no banco de dados do Nupad e das planilhas
Excel contendo dados da pesquisa de mestrado de Fernanda Pimentel foi feito, via
telefone e logo apos, via correspondéncia (Anexo 16.4), novo contato com a unidade
basica de saide para explicacdes sobre a necessidade de nova coleta de amostra de
sangue total. Kits contendo todo o material necessario para a coleta do sangue total em
tubo com EDTA e a adequada refrigeracdo, para posterior envio pelo correio a Belo
Horizonte (BH), foram enviados a todas as UBS envolvidas.

Também foi feito contato com os pais, via telefone e correspondéncia, para
explicar que nova coleta de sangue total seria necessaria para identificar a Hb da crianca
(Anexo 16.5).

Ap6s concluido o estudo molecular, foi enviada as UBS correspondéncia
contendo o resultado da pesquisa da crianca na forma de carta explicativa em trés vias
para que os funciondrios as distribuissem da seguinte maneira: uma para ser colocada no

prontudrio médico da crianca na UBS (Anexo 16.6) , uma para ser arquivada na UBS e
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uma para ser entregue aos pais ou responsaveis pela crianca (Anexo 16.7). Foi solicitada
a UBS que fosse marcada uma consulta com o pediatra ou clinico geral da unidade para
que 0 mesmo entregasse a carta para a mae e tirasse as dividas que ela apresentasse.
Esse procedimento foi adotado nos casos das criangas que tiveram o resultado da
triagem neonatal do 6° més de vida liberado como Hb A associada a uma variante rara,
pois nesses casos tratava-se tdo somente de esclarecimento do diagndstico feito
inicialmente, sem consequéncias clinicas relevantes. Nos casos em que o resultado
havia sido liberado como traco falciforme (perfil hemoglobinico AS), os familiares
foram convidados para consulta clinica no Hemocentro de Belo Horizonte, com a
finalidade de explicar o equivoco cometido e entrega do correspondente documento
pelo médico responsével pela pesquisa.

O telefone gratuito do Centro de educagcdo e apoio para hemoglobinopatias
(Cehmob Atende -0800) foi colocado na carta aos pais para que os mesmos entrassem

em contato caso surgissem davidas adicionais.

6.5- DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS

Os dados hematoldgicos foram gerados pelo laboratério de Hematologia da
Fundacdo Hemominas e os dados clinicos obtidos nas consultas médicas realizadas no
consultério médico do setor de pesquisa da Fundacao Hemominas-BH.

As consultas médicas foram marcadas para 63 criangas devido aos seguintes
motivos: 51 tiveram resultado da triagem neonatal, ao sexto més de vida, liberado como
AS (grupo A); sete eram portadoras de variantes de Hb com poucos casos descritos na
literatura (grupo B) e cinco eram criancgas que apresentaram traco falciforme associado a
outra Hb variante (grupo C). Dezenove criangas faltaram a consulta, sendo 17
pertencente ao grupo A (14 Hb Stanleyville-1II, 2 Hasharon e 1 Ottawa), uma ao grupo B
(Hb Ottawa) e uma ao grupo C (Hb Ottawa co-herdadada com Hb S). Foram realizadas,
portanto, 44 consultas: do grupo A consultaram-se 33 criangas (29 criancas com Hb
Stanleyville-II, duas com Hasharon, uma G-Ferrara, uma Maputo), do grupo B
consultaram-se 6 criancas (duas com Hb Hasharon, duas Ottawa, uma G-Ferrara e uma
Etobicoke) e por fim, do grupo C consultaram-se quatro criangas (uma com a Hb St
Luke’s e trés com a Stanleyville-1I).

Nas consultas, os pais ou responsdveis receberam uma carta explicativa

contendo o resultado da pesquisa (Anexo 7), um esclarecimento sobre a variante de Hb
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que a crianca apresentava e sobre a co-heranca de alfa-talassemia, quando era o caso.
ApOs a consulta, nova amostra de sangue total da crianga foi colhida para a realiza¢ao
da eletroforese de Hb em meio acido e alcalino e hemograma. Procedimento similar foi
adotado com o progenitor que a acompanhava com o intuito de se fazer o estudo
familiar, caso houvesse concordancia para tal.

Os dados hematoldgicos avaliados foram: concentracdo total de Hb (g/dL),
volume corposcular médio (VCM, fL), Hb corpuscular média (HCM, pg), leucometria
total (xlOg/L), concentracdo de Hb fetal, dosagem de Hb A; e contagem de reticuldcitos.
O contador eletronico de células T-890, COUTER foi utilizado para realizar o
hemograma. A quantificacio de Hb fetal foi realizada pelo método de imunodifusdo
radial (HbF Quiplate, Helena Laboratories) e a contagem de reticuldcitos foi realizada

sob microscopia 6ptica, corando-se o esfregaco com azul de cresil brilhante.

6.6- ELETROFORESE DE HEMOGLOBINA

Para a eletroforese de Hb obtém-se hemolisado homogeneizando 10 pL de papa
de hemacia com 100 uL de solu¢ao hemolisante (REP/SPIFE hemolysate reagent-
Helena Laboratories). O sangue deve ser coletado em tubo contendo EDTA e deixado
em repouso ou centrifugado para a separacdo dos componentes do sangue. Foram
colocados 17 uLL do hemolisado no poco da placa. A eletroforese é realizada em gel
alcalino (agarose) e 4cido (dgar citrato) (Helena Laboratories) e a coloragdo das bandas
para melhor visualizacdo € feita com azul 4cido (acid blue stain, Helena Laboratories).
A eletroforese foi feita em aparelho SPIFE 3000 (Helena Laboratories) pela técnica

responsavel pelo laboratério de hematologia da Fundagdo Hemominas.

6.7- ELETROFORESE DE CADEIA GLOBINICA

Com o objetivo de definir se seriam utilizados os iniciadores direcionados para o
gene HBA ou HBB, foi feita inicialmente a eletroforese de cadeias globinicas para
identificar se a crianga possuia uma Hb variante de cadeia alfa ou beta. Entretanto, essa
eletroforese foi necessdria para poucas criangas, uma vez observado o padrdo de bandas
na IEF ao nascimento quando comparado com o do sexto més de vida. Se a banda com
localizagao diferente da habitual desaparecia na IEF do sexto més de vida, tratava-se de

variante de cadeia gama; se o padrio da IEF ao nascimento era de uma banda
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relativamente forte entre as posicoes das Hbs S e C (alfa"*gama®™) e no sexto més a

mesma desaparecia e deslocava-se para a posicdo de S (alfa"*beta®), tratava-se de
variante de alfa. Caso a banda da Hb variante se localizasse perto da posi¢dao S na IEF
de nascimento, mantendo a mesma posi¢do no sexto més, provavelmente tratava-se de
variante beta. A co-heranca de alfa-alassemia e de mutacdes simultineas em duas
cadeias tornavam a interpretacdo mais complexa, principalmente se havia co-heranca do
gene beta S, comum em MG.

Para a eletroforese de cadeia globinica, foi feito um hemolisado adicionando-se
10 uL de sangue total a 100 uL. de um reagente hemolisante (Helena Laboratories). Essa
solucdo foi homogeneizada cinco vezes com a pipeta automdtica. Em seguida, em outro
tubo, 25 pL do hemolisado foram misturados com igual volume de 2-beta-
mercaptoetanol 1M (BIORAD) e em tampao Tris-Borato-EDTA uréia, pH 8,6 (uréia
8M, Tris base 80 mM, EDTA 1,6 mM, acido bérico 50 mM) com o objetivo de separar
as subunidades do tetramero da hemoglobina e o grupo heme. Esta amostra foi deixada
em repouso por 1 h a temperatura ambiente e entdo, aplicada no acetato de celulose,
préxima ao polo positivo da cuba (Helena Laboratories). A fita de acetato de celulose
utilizada para fazer a eletroforese foi imersa em tampao Tris-Borato-EDTA e beta-2-
mercaptoetanol 1M 1% por 2 h. A corrida eletroforética foi realizada a 100 volts por 50
min e mais 40 min a 200 volts. O produto da eletroforese foi corado por meio do
corante Ponceau S. Solucao de acido acético 5% foi utilizada como descorante. Apds a
descoloragdo, seguiu-se a imersao em metanol 100%. Para armazenamento da fita de
acetato de celulose, ela foi transparentizada a temperatura de 60°C por 5 min com uma
solugdo transparentizadora (metanol 84%, acido acético 15% e glicerina 1%). Essa
metodologia foi adaptada de Schneider (1974) e Bonini-Domingos (2003). E importante
destacar que essa eletroforese pode ser substituida pelo HPLC de fase reversa, nao

disponivel no laboratorio..

6.8- ISOLAMENTO DE DNA GENOMICO

Inicialmente foi testado o isolamento do DNA gendmico de sangue contido em
papel filtro. Para isso foi testado um método simples realizado no Centro de Pesquisa
Rene Rachou-FIOCRUZ, que utiliza basicamente dgua e proteinase K. Depois foram
testados o método da resina Chelex (Biorad), o da resina Instangene Matrix

(Invitrogen), do Fenol Cloroférmio e, por fim, o do papel filtro FTA-Classic
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(Whatman). Para todos os métodos, com excec¢do do papel filtro FTA Classic o qual
possui picotador especifico, foram utilizados circulos de papel filtro de 5 mm de
diametro obtidos com picotador manual (Tecnosuma).

Com nenhum desses métodos foi possivel amplificar o gene HBA e,
consequentemente, ndo era possivel fazer o diagndstico da alfa talassemia. A partir de
tal observacdo, o DNA foi isolado a partir de sangue total contido em tubo com EDTA
pelo método fenol-cloroférmio e, posteriormente, quando houve disponibilidade no

laboratério, por meio do kit comercial QIAamp® DNA Blood mini kit (QIAGEN).

6.8.1- METODO FENOL/CLOROFORMIO

Ao tubo contendo 200 uL de sangue total ou 3 picotes de 5 mm de papel filtro
contendo sangue total foram adicionados 100 pL de tampao de extracao (50 mM Tris
HCI, pH 8,0, 50 mM EDTA, 100 mM NaCl, SDS 1%) e proteinase K a 50 pug/mL. A
amostra foi incubada a 37°C por 16 h ou 55°C por 3h com agitacdo, para digestao do
material. Foi adicionado volume igual de fenol e a amostra foi agitada por 10 min em
agitador de inversdo, até formar uma emulsdo. Foi centrifugada a 15.000 g por 10 min a
temperatura ambiente. A fase aquosa superior foi retirada e transferida para um novo
tubo, acrescentando-se, aproximadamente, metade de seu volume, de fenol e metade de
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1). A amostra foi agitada por 10 min e centrifugada a
15.000 g por 10 min. A fase aquosa superior foi retirada e transferida para novo tubo,
onde se adicionou volume igual de cloroférmio-dlcool isoamilico. A amostra foi
novamente agitada e centrifugada. A fase aquosa superior foi transferida para novo tubo
e depois acrescentado 1/10 deste volume de acetato de s6dio 3M, pH 5,2. Foram
adicionados 2,5 volumes de etanol a 100% a 4°C, homogeneizados suavemente e o tubo
foi colocado a —70°C por 1 h. A seguir foi centrifugado a 15.000 g por 10 min a 4°C. O
sedimento foi lavado 2 vezes com etanol a 70%, a 4°C, centrifugando a 15.000 g por 10
min, a 4°C. O sobrenadante etandlico foi eliminado e o tubo contendo o sedimento foi
incubado, com a tampa aberta, a 37°C para evaporar o etanol remanescente. O DNA foi
eluido em 25 pL de tampao TE (10 mM Tris, | mM EDTA, pH 8,0) e estocado a —20°C.
Este método foi inicialmente utilizado para extrair DNA, pois era o que estava

disponivel para ser feito no momento em que algumas amostras de DNA de sangue total
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chegaram das UBS. Posteriormente, o método que passou a ser utilizado foi o do kit

comercial QIAamp® DNA Blood mini kit (QIAGEN)

6.8.2-KIT COMERCIAL QIAamp® DNA Blood mini kit (QIAGEN)

Inicialmente, foi obtida a camada leucocitdria por centrifugacdo do sangue total
e depositada em microtubo de 1,5 mL.

O DNA foi obtido adicionando-se, em um microtubo de 1,5 mL, 20 pL de
protease, 200 uLL da camada leucocitdria a temperatura ambiente e 200 pL. do tampao
AL homogeneizado previamente. O microtubo foi agitado em voértex por 15 seg. O
tubo foi incubado a 56°C durante 30 min em dry bath e centrifugado brevemente em
microcentrifuga para remover as gotas na tampa. Adicionaram-se 200 uL de etanol
100% e o microtubo foi agitado durante 15 segundos e centrifugado brevemente para
remover as gotas na tampa. O conteudo foi transferido para a coluna de centrifugagdo e
essa colocada em um tubo coletor de 2 mL. Centrifugou-se a 12.000 rpm por 5 min e,
em seguida, o tubo coletor foi descartado. A coluna de centrifugacdo foi colocada em
um novo tubo coletor de 2 mL e adicionaram-se 500 puL do tampdao AW1 a coluna.
Centrifugou-se a 12.000 rpm por 5 min e, em seguida, o tubo coletor foi descartado. A
coluna de centrifugacdo foi colocada em um novo tubo coletor de 2 mL e adicionaram-
se 500 uL. do tampao AW2 a coluna. Centrifugou-se a 14.000 rpm por 3 min e, em
seguida, o tubo coletor foi descartado. A coluna de centrifugacdo foi colocada em um
microtubo de 1,5 mL e adicionaram-se 200 ul. de Tampao AE. Incubou-se a
temperatura ambiente por 5 min e centrifugou-se a 10.000 rpm por 1 minuto. O DNA

foi estocado a -20°C até o momento do uso.

6.9- DOSAGEM DAS AMOSTRAS DE DNA

A dosagem das amostras de DNA obtidas a partir de sangue total foi realizada
em espectrofotdmetro Nanovue (GE Healthcare). Foi observada a absorbancia para
acidos nucleicos que é obtida no comprimento de onda de 260 nandmetros (nm). Por
esse método, uma unidade de absorbancia 260 nm corresponde a 50 ng/uL de édcidos
nucleicos; a absorbancia para proteina € obtida no comprimento de onda de 280 nm. A

pureza para acidos nucleicos foi aferida pela relacdo das absorbancias A260/280. Este
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valor indica a relacdio DNA/proteina e, consequentemente, a pureza da amostra de
DNA. Para a amplificacdo do gene HBA € extremamente importante o nivel de pureza e
quantidade de DNA. Essa dosagem nao foi realizada nas amostras obtidas de sangue em

papel filtro.

6.10- DIAGNOSTICO MOLECULAR DE ALFA-TALASSEMIA

Para o diagnéstico de alfa-talassemia delecional foi utilizada uma reagdao em
cadeia da polimerase (PCR), multiplex, do tipo gap, desenvolvida por Tan e
colaboradores (2001). No presente estudo, foram utilizados apenas os iniciadores
direcionados para detectar as delecOes causadoras da alfa-talassemia do tipo 3.7 e 4.2
por serem essas mutacdes frequentes nos testes realizados na rotina da Fundagdo
Hemominas. Além desses, foram utilizados os iniciadores que amplificam o gene HBA2
normal e parte da regido 3’ ndo-transcrita do gene LIS 1, localizado em cromossomo
diferente do gene HBA e utilizado como controle positivo do sucesso da amplificacdao
do DNA. O uso de iniciadores que amplificam o gene HBA2 normal € vantajoso, pois
qualquer uma das sete delecdes remove parte ou todo o gene HBA2. Logo, sua
amplificacdo, juntamente com a amplificacdo de um alelo hibrido, indica que a mutagdo
encontra-se em heterozigose.

O correto alinhamento dos iniciadores com as sequéncias de interesse foi
conferido com as informacdes disponiveis no NCBI utilizando a ferramenta BLAST. A

Tabela 2 contém informac¢des dos iniciadores utilizados.

48



PACIENTES E METODOS

Tabela 2- Sequéncia de iniciadores utilizados para o diagndstico molecular da alfa-
talassemia, respectivas concentragdes utilizadas nas reacdes de PCR e tamanho

esperados dos fragmentos amplificados.

Nome Seqiiéncia 5°-3’ Concentracio Tamanho do fragmento
LIS1-F ATACCATGGTTACCCCATTGAGC 0.5 uM
LISI-R AGGGCTCATTACATGTGGACCC 0.5 uM 2.351 pb
a2/3.7-F CCCCTCGCCAAGTCCACCC 0.2 uM
3.7/20.5-R  AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG 0.2 uM 2.033 pb
a2/3.7-F CCCCTCGCCAAGTCCACCC 0.2 uM
a2-R AGACCAGGAAGGGCCGGTG 0.2 uM 1.803 pb
4.2-F GGTTTACCCATGTGGTGCCTC 0.5 uM
42-R CCCGTTGGATCTTCTCATTTCCC 0.5 uM 1.628 pb

Adaptado de Tan et al., 2001

A figura 6 representa esquematicamente o grupamento do gene HBA indicando

a extensao representativa de cada delecdo e a posicao relativa de cada oligonucleotideo.
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Figura 6- Ilustracao do cluster HBA, extensao das delecdes e posicao dos iniciadores

(Tan et al., 2001)

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando kit comercial para PCR
multiplex (Kit Multiplex PCR Qiagen) utilizando o seguinte protocolo de reacao:
volume final de 25 puL contendo 12,5 uL de master mix (100 uM de cada dNTP, 0.75
UM MgCl, e 1.25 U HotStarTaqg DNA polimerase), 2,5 UL do pool de iniciadores em
concentracdes distintas (Tabela 1), 2.5 uL de solucdo Q, 3,5 UL de dgua livre de RNA e
200 ng de DNA gendmico.

Com relacdo aos ciclos da PCR, foram utilizadas as seguintes condigdes:

ativagdo da enzima hotstart e desnaturagdo do DNA a 96°C por 15 min, seguido de 30
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ciclos de 98°C por 45 segundos para desnaturacdo do DNA, 62°C por 90 segundos para
anelamento dos iniciadores, 72°C por 135 segundos para a¢do da DNA polimerase,
seguido por uma extensdo de 5 min a 72°C.

Para visualiza¢ao dos produtos da gap PCR multiplex foi realizada a eletroforese
em gel de agarose. Para isso 10 [/L do produto adicionado de 1 pL do tampdo de
corrida xileno cianol 5X (Tris 50mM pH 7,6; EDTA 5M; SDS 5%; xileno cianol 0,1%;

sacarose 28%) foram aplicados em gel de agarose 1% (UltraPure ™

Agarose,
Invitrogen) contendo brometo de etidio (10 pg/mL). A eletroforese foi feita a 80 volts,
durante 90 minutos em tampao TAE 1X (40 mM Tris base, 20 mM é&cido acético; 1 mM

EDTA (pH 8,0). O gel foi visualizado sob luz ultravioleta para andlise dos fragmentos.

6.11- ESTUDO DOS GENES HBB e HBA

Como citado anteriormente, a IEF ao nascimento quando comparada a do 6° més
de vida realizadas na triagem neonatal fornece indicios se a Hb variante é de cadeia alfa
ou beta. A partir dessa observagdo, foram utilizados os iniciadores direcionados para o
gene HBA ou HBB conforme descrito abaixo.

Para o estudo dos 3 éxons do gene HBB foram utilizados os iniciadores
desenhados por Chingchang (2005) (Tabela 3). Para a PCR foram utilizados 0,75 U de
Tagq DNA polimerase (INVITROGEN), tampdo da enzima, fornecido pelo fabricante
(Tris-HCI 10 mM pH 8,0, 1,5 mM de MgCl, KCIl 50 mM), 3,0 mM de MgCl,, 0,2 uM
de cada iniciador, dNTPs (200 uM de cada um dos desoxirribonucleotideos) e 200 ng de
DNA para um volume final de 50 pL. A PCR foi realizada em termociclador Techne,
com 5 min a 95°C para desnaturagdo da fita de DNA e 35 ciclos consistindo de 30 seg a
94°C para desnaturagdo, 30 seg de anelamento para os iniciadores, na temperatura
calculada para cada iniciador - Tabela 2 (BGEXI1L, BGEX1R, BGEX3L, BGEX3R
temperatura de 55°C e BGEX2.2R e BGEX2.1L temperatura de 52°C) 30 seg a 72°C
para extensdo, finalizando com uma extensdo de 5 min a 72° C e mantido a 4°C apds o

término da reacdo.
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Tabela 3- Iniciadores utilizados para o estudo do gene HBB

Iniciador Sequéncia 5’- 3’ Referéncia
BGEXIL CATTTGCTTCTGACACAACTG Chinchang et al., 2005
BGEXIR GGTCTCCTTAAACCTGTCTTG Chinchang et al., 2005
BGEX2.1L TGCCTATTGGTCTATTTTCC Chinchang et al., 2005
BGEX2.2R AACATCAAGGGTCCCATAG Chinchang et al., 2005
BGEX3L CATGTTCATACCTCTTATCTTCCTC Chinchang et al., 2005
BGEX3R CCCCAGTTTAGTAGTTGGACTTAG Chinchang et al., 2005

Para o estudo do gene HBA, inicialmente foi feita gap PCR multiplex, pois se
houvesse delecao alfa talassémica seria necessario selecionar os iniciadores adequados
para o sequenciamento de DNA. Posteriormente foram feitas as PCR-RFLPs descritas
abaixo.

Para o estudo dos genes HBAI e HBA2, isoladamente, foram utilizados os pares
de iniciadores desenhados por LIU e colaboradores 2000 (Tabela 4). As condi¢des da
PCR foram 0,75M de betaina (Sigma), 5% DMSO, 0,1 uM de cada iniciador, 200 uM
de cada ANTP, 1,25 U de Taq Platinum (Invitrogen), tampao fornecido pelo fabricante
[200 mM Tris HCI1 (pH8.,4), 500 mM KCl], 200 ng de DNA gendmico para um volume
final de 25 pL. A amplificacdo foi realizada em termociclador Mastercycler gradient
(Eppendorf) com um aquecimento inicial de 15 min a 95° para desnaturagao da fita de
DNA seguidos de 35 ciclos consistindo de 1 min a 95°C para desnaturagio, 1 min a 65°
de anelamento para os iniciadores, 2 min e 30 seg a 72°C para extensdo, finalizando

com uma extensao de 10 min a 72° C e mantido a 4°C apds o término da reacao.

Tabela 4- Iniciadores utilizados para o estudo dos genes HBAI ¢ HBA2

Iniciador Sequéncia 5’- 3’ Referéncia
S1 CAC AGA CTC AGA GAG AACC Zorai et al., 2002
S18 CGT TGG GCA TGT CGT CCAC Zorai et al., 2002
S3 CAC GGC AAG AAG GTG GCC GAC Zorai et al., 2002
S6 TCC ATT GTT GGC ACA TTC CG Zorai et al., 2002
S7 TGG AGG GTG GAG ACG TCCTG Harteveld et al, 1996
3.7F AAG TCC ACC CCT TCC TTC CTC ACC Liu et al., 2000
37(R1) ATG AGA GAA ATG TTC TGG CAC CTG CAC TTG Liu et al., 2000
3.7(R2) TCC ATC CCC TCC TCC CGC CCC TGC CTT TTC Liu et al., 2000

* S7 foi testado com o iniciador 3.7/20.5-R (Tabelal) para amplificar o gene hibrido ou

HBA2, mas nio foram obtidos resultados satisfatorios
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Como os fragmentos obtidos com os iniciadores desenhados por Liu e
colaboradores (2000) eram grandes para serem sequenciados, foram feitas nested PCR
para o estudo dos 3 éxons dos genes HBAle HBA2. Para amplificar o éxon 1 e parte do
éxon 2 dos genes HBA foram utilizados os iniciadores S1 e S18 (Tabela 4). Para
amplificar o restante do éxon 2 e o éxon 3 dos genes HBAI foram utilizados os
iniciadores S3 e 3.7R1 (02) e 3.7R2 (al) (Tabela 4). Os iniciadores S6 e S8 desenhados
por Zorai e colaboradores (Zorai et al., 2002) foram testados, entretanto nao foi possivel
a amplificacdo com esses iniciadores.

Para a nested PCR foram utilizados 0,5 uM de cada iniciador, dNTPs (200 uM
de cada um dos desoxirribonucleotideos), 1uL do produto amplificado com os
iniciadores de LIU e colaboradores (2000) e tampao fornecido pelo fabricante (pH 8,5;
7,5 mM MgCl,) para um volume final de 50 uL. Separadamente foi feito um mix
contendo 2,5 U de Tag DNA polimerase (Go Tag-Promega) e tampado fornecido pelo
fabricante (pH 8,5, 7,5mM MgCl,). O mix da enzima foi colocado no termociclador
faltando 1 min e 45 seg para completar a desnaturagdo inicial de 5 min a 96°C. A PCR
foi realizada em termociclador Techne, com 5 min a 96°C para desnaturacdo da fita de
DNA, e 35 ciclos consistindo de 45 seg a 96°C para desnaturacdo, 1 min a 60°C para
anelamento dos iniciadores, 2 min a 72°C para extensdo, seguidos de mais 5 ciclos
consistindo de 45 seg a 96°C, 1 min a 60°C, 5 min a 72°C e mantido a 4°C apds o
término da reacdo.

Justifica-se a associacdo de iniciadores desenhados por diferentes autores pela
dificuldade de se amplificar o gene HBA (Clark & Thein, 2004) e por erros detectados
na andlise das sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI. Por exemplo, o
iniciador S6 (Zorai et al., 2002) ndo ¢é especifico para o gene HBA2 e S8 (Zorai et al.,
2002) parece ter sido desenhado baseado em uma sequéncia na qual havia polimorfismo
genético. A avaliagdo sobre a formacdo de dimeros e temperatura de anelamento dos

iniciadores foi feita no programa Oligos versao 9.1.

6.12- SEQUENCIAMENTO DE DNA

O produto de PCR foi utilizado como molde para a reacdo de sequenciamento.
No caso das variantes de cadeia alfa, os dois genes foram sequenciados para determinar
em qual deles a mutacdo se localizava. Para a purificacdo, 40 uL desse produto foi
adicionado a tubo contendo mesmo volume de solucao de PEG 8000 20% (Prodimol).

52



PACIENTES E METODOS

Essa mistura foi homogeneizada com o uso da pipeta automatica, incubada a 37 °C por
15 min, centrifugada por 15 min a 13.000 rpm e o sobrenadante descartado.
Posteriormente foram adicionados 125 pL de etanol 80% gelado e centrifugado por 5
min a 13.000 rpm. Esse passo do etanol foi repetido uma vez para melhor purificacdo do
material. Ap6s todo o etanol ter sido descartado por inversdo, o tubo foi deixado com a
tampa aberta por 5 min a temperatura ambiente para a completa evaporacdo do etanol.
O DNA foi entdo ressuspendido em 25 pL de dgua a 37°C. A mistura foi
homogeneizada 3 vezes com o auxilio da pipeta e deixada a temperatura ambiente em
repouso por 10 min.

Posteriormente esse produto purificado foi quantificado em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio com o auxilio do Low DNA Mass Ladder (Invitrogen).
Foi colocado no gel 2uL desse reagente com 0,5uL. do tampao de corrida fornecido pelo
fabricante [10mM Tris-Hcl (pH 7,5), ImM EDTA].

Para a reacdo de sequenciamento foram misturadas 3 a 10 ng de produto de PCR
purificado (dependendo do tamanho do fragmento de DNA), 0,7 uM de iniciador, 3 pl
do tampdo de diluicdo (Applied Biossystems), 2 ul de BIG Dye Terminator Cycle
Sequencing Standart Version 3.1 (Applied Biossystems) e 4dgua para completar um
volume final de 20 pl. Essa reacdo foi realizada em termociclador 9600 (Applied
Biossystems) com 96° por 1 min e 35 ciclos consistindo de 15 seg a 96° , 15seg na
temperatura de anelamento do iniciador e 4min a 60°C, sendo mantido a 4° apds o
término da reacdo. Para os iniciadores S1, S18, BGEXIL, BGEXI1R, BGEX2.1L,
BGEX2.2R, BGEX3L e BGEX3R (Tabela 3) foi utilizada a temperatura de anelamento
de 50°C e para os 3.7F, 3.7R1, 3.7R2 e S3 (Tabela 4) a temperatura de 60°C.

Para a precipitacao da reacdo de sequenciamento foi adicionado ao produto da
reacdo de sequenciamento 90 uL de uma mistura contendo 60 pL de etanol 100%, 3 pL
de NaAc 3M e 27 puL de dgua deionizada e depurificada. Essa mistura é deixada em
repouso durante 15 min a temperatura ambiente, homogeneizando por inversdao algumas
vezes.

Posteriormente foi feita a centrifugacdo a 3.500 rpm por 30 mim e o
sobrenadante é descartado por inversao da placa. Em seguida sdo adicionados 150 pL de
etanol 70% mantido a -20°C. Posteriormente foi feita a inversdao 10 vezes e centrifugado
a 3500 rpm por 10 mim. O sobrenadante foi descartado por inversdo da placa e a mesma
foi centrifugada invertida por 300 rpm durante 1 min. Foi adicionado 10 pL de

formamida (Applied Biosystems) e vortexado vigorosamente por 3 min. No momento de
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colocar a placa no sequenciador a amostra de DNA foi desnaturada por 2 min a 96°C e
em seguida colocada no gelo para o transporte até o aparelho..

O sequenciamento de DNA foi realizado no sequenciador ABI prism 3100 -
Avant Genetic Analyser (Applied Biosystems). Os dados foram analisados com o auxilio

dos programas Bioedit versdo 7.0.9.0 e Codon Code Aligner.

6.13- REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) - POLIMORFISMO DO
TAMANHO DO FRAGMENTO DE RESTRICAO (RFLP)

Com base no fato de que foram encontrados dois casos de Hb Stanleyville-II no
estudo de Fernanda Pimentel foram pesquisados sitios de restri¢do para a mutagdo que
codifica essa Hb nos fragmentos obtidos na gap-PCR multiplex. Foi encontrado que se
a mutacdo estd presente, os fragmentos possuem apenas um sitio de clivagem para a
enzima Afel. Esse sitio estd ausente no alelo selvagem e no gene LIS/ utilizado como
controle positivo da reacdo (Pimentel et al., 2011).

Existem casos na literatura de que a mutagdo que codifica a Hb Stanleyville-II
estaria presente no gene HBAle HBA2 (Wenning et al., 2000; Ostendorf et al., 2005;
Globin gene Server). Através da gap PCR multiplex é possivel amplificar apenas o gene
HBA?2 ou o gene hibrido. Entdo, as criangcas que ndo apresentaram a Hb Stanleyville-II
pela PCR-RFLP descrita acima tiveram o gene HBAI amplificado por meio dos
iniciadores 3.7(F) e 3.7(R2) (Tabela 4) e posteriormente submetido a restricio com a
enzima Afel.

Para a deteccdo da Hb Stanleyville-1I o produto amplificado na gap PCR (10 uL)
foi incubado, por 2 h a 37°C, com 2 U da enzima Afel (New England Biolabs) e tampao
da enzima fornecido pelo fabricante (50 mM acetato de potéssio, 20 mM Tris-acetato,
10 mM acetato de magnésio, | mM DTT, pH 7.9) numa reacdo de volume final igual a
20 uL.

Posteriormente foi realizada uma PCR-RFLP para detectar a Hb Hasharon, uma
vez que existem casos dessa Hb descritos no Brasil (Wenning et al., 2000; Chinelato-
Fernandes & Bonini-Domingos, 2005; Chinelato-Fernandes et al., 2006; Kimura et al.,
2008; Wagner et al., 2010; Zamaro & Bonini-Domingos, 2010). Os iniciadores
utilizados na gap-PCR multiplex foram separados em duas PCRs, uma que amplificava
o gene HBA2 (02/3.7-F e a2-R-Tabela 2) e o gene LISI (LIS1-F e LIS1-R- Tabela 2) e
outra que amplificava o gene hibrido (a2/3.7-F e 3.7/20.5-R -Tabela 2) e o gene
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LISI(LIS1-F e LIS1-R- Tabela 2). O fragmento LISI (2.350 pb) é clivado em dois
fragmentos (1.307 e 1.043 pb) pela enzima Tagl. Para detectar a Hb Hasharon o
produto amplificado na gap PCR (10 pL) foi incubado, por 2 h a 65°C, com 2 U da
enzima Taql (New England Biolabs) e tampao da enzima fornecido pelo fabricante (10
mM Tris-HCI (pH 8.0), 5 mM MgCl,, 100 mM NacCl, 0.1 mg/ml BSA) numa reacdo de
volume final igual a 20 pL.

Ap6s o conhecimento, através do sequenciamento de DNA, das mutacdes que
codificam as Hbs Ottawa, Etobicoke, St Luke’s e Maputo, foram estabelecidas PCRs-
RFLP que permitiram o diagndstico dessas Hbs nos casos em que houve estudo
familiar. A tabela 5 mostra todas as enzimas utilizadas para detectar as respectivas
hemoglobinas variantes, os sitios de restricdo, os iniciadores utilizados na PCR, o
tamanho dos fragmentos obtidos na PCR e na restricdo enzimaética.

Para a determinacdo da presenca da mutagcdo que codifica a Hb Ottawa foram
incubados, por 2hs a 60°, 10 uL do produto da PCR com 1U da enzima Bsall e tampao
da enzima fornecido pelo fabricante (50 mM acetato de potéssio, 20 mM Tris-acetato,
10 mM acetato de magnésio, 1 mM DTT, pH 7.9) numa reacio de volume final igual a
20 uL.

Para detectar a Hb St Luke’s foram incubados, por 7hs a 37°C, 10 uL do produto
da PCR com 2U da enzima NlalV (New England Biolabs), 20ng de BSA e tampao da
enzima fornecido pelo fabricante (50 mM acetato de potdssio, 20 mM Tris-acetato, 10
mM acetato de magnésio, | mM DTT, pH 7.9) numa reacao de volume final igual a 20
pL.

Para detectar a Hb Maputo foram incubados, por 2hs a 37°C, 5 uL do produto da
PCR com 4U da enzima Dpnll (New England Biolabs) e tampao da enzima fornecido
pelo fabricante (100mM NaCl, 50 mM Bis Tris-HCI, 10 mM MgCI12, 1mM DTT, pH
6.0) numa reagdo de volume final igual a 20 pL.

Para a Hb Etobicoke foram incubados, por 2hs a 37°C, 10 uL do produto da PCR
com 2U da enzima Bsu36l (New England Biolabs) e tampao da enzima fornecido pelo
fabricante (100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT, pH 7.9) numa
reacdo de volume final igual a 20 pL.Para a Hb G-Ferrara ndo foi encontrada enzima

que possibilitasse a deteccdo do alelo mutado.
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Tabela 5- Dados das enzimas utilizadas para detectar a presenca das mutacdes que

codificam as respectivas hemoglobinas variantes e fragmentos obtidos com a restricao

enzimatica
Hb Enzima Sitio de Iniciadores Fragmento Fragmentos Fragmentos
restricao utilizados clivado obtidos no obtidos no
(gene) (pb)  alelo selvagem  alelo mutado
(pb) (pb)
Stanleyville-  Afel AGC|GCT a2/3.7-Fe 1.803 ( 1.803 1.386, 417
II a2-R HBA2)
Stanleyville-  Afel AGC|GCT a2/3.7-Fe 2.033 2.033 1.386, 647
II 3.7/20.5-R (hibrido)
Stanleyville-  Afel AGC|GCT 3.7Fe 2.213 2.213 1.627, 586
II 3.7R1 (HBA1)
Hasharon Taql TJ]CGA 02/3.7-F e 1.803 1589, 709, 894, 582, 327
a2-R (HBA2) 582,327
Hasharon Taql T|CGA 02/3.7-F e 2.033 705, 582,557, 894,582,557
3.7/20.5-R (hibrido) 185
Ottawa Bsa]l C|CNNGG S1eS18 378 (Exon  97,50,45,42, 97,87,50, 35,
1; HBA1) 35, 34, 29, 22, 34,29, 22,
13,11 13,11
St Luke’s NlalV'  GGN|NCC  S3e3.7R2 651 (éxon3; 241,160,110, 240,171, 160,
HBA1) 71,61, 8 71,8
Maputo Dpnll AGC|GCT  BGEX2.IL 519 (éxon2- 320, 156,43 476, 43
e BGEX3R B)
Etobicoke  Bsu36l CC|TNAGG 377F e 2217 2217 1.388, 829
3.7R1 (HBA2)

Os produtos de PCR-RFLP foram detectados apds fracionamento em gel de

acrilamida 12% (Invitrogen) e corado pelo brometo de etidio (10 pg/mL) ou em gel de

agarose 1% contendo brometo de etidio (10 pg/mL), dependendo da diferenca de

tamanho dos fragmentos.

6.14- METODOS ESTATISTICOS

Andlise estatistica foi realizada apenas com os dados das criancas com a Hb

Stanleyville-II, pois foi encontrado ndmero

significativo de casos dessa Hb.

Comparagao entre as médias dos valores de Hb, VCM e HCM foi realizada para as vinte
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e nove criangas com a Hb Stanleyville-II que compareceram a consulta médica (Anexo
16.8). A andlise de variancia (ANOVA) foi utilizada para avaliar a variabilidade entre
os trés grupos de criancas, sem alfa-talassemia, com delecdo de um gene ou com
delecdo de dois genes alfa. Para comparar as médias dos grupos, duas a duas, foi

utilizado o teste post hoc de Bonferroni.

6.15- FINANCIAMENTO
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8- ARTIGO 1: Hemoglobin Stanleyville-1I [alpha2 78 (EF7) Asn> Lys; HBA2: ¢.237C>A]:

incidence of 1:11,500 in a newborn screening program in Brazil

Os resultados observados em relagcdo a Hb Stanleyville-II e alguns dados gerais da
pesquisa foram agrupados neste artigo que foi aceito pela revista Hemoglobin no més de
fevereiro de 2012. Segundo informacdo da Editoria, serd publicado no fasciculo 4 do volume

36 (2012).
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.9- ARTIGO 2: Unstable hemoglobin Rush [beta 101(G3) Glu>Gln, HBB:c.304G>C]

in a Brazilian family with moderate hemolytic anemia

Este artigo contém os resultados relativos a identificacio de hemoglobina
variante em varios membros de familia com descendéncia italiana que estavam em
acompanhamento na Fundacdo Hemominas. O propositus ndo havia participado da
triagem neonatal, pois nasceu antes do inicio do programa para hemoglobinopatias em
Minas Gerais.

O artigo foi aceito para publicacdo na Annals of Hematology em 30 de dezembro de

2011.
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10- ARTIGO 3: Homozygous Hb Stanleyville-II [alpha2 78(EF7) Asn>Lys;
HBAZ2:¢c.237C>A, not C>G] associated with genotype -a3.7/-a3.7 in two Brazilian

families

Este artigo foi publicado como resultado do mestrado de Fernanda Silva
Pimentel que foi muito relevante para o desenvolvimento da pesquisa atual. Faz parte da
presente tese porque o método de polimorfismo de tamanho do fragmento de restri¢ao
(PCR-RFLP) para deteccdo do gene mutante que codifica a hemoglobina Stanleyville-II
foi desenvolvido como parte do presente trabalho de tese e a doutoranda participou

ativamente da redagdo do artigo, figurando como segunda autora.
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11- ARTIGO 4: Hb Etobicoke mutation in a hybrid HBA212 allele [HBA212 84 (F5)
Ser>Arg; HBA212: c.255C>G]

Este artigo foi aceito para publicac¢do no periédico Annals of Hematology em

maio de 2012. Segue o artigo no formato ja publicado online.
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12- ARTIGO 5: Descri¢do clinico-molecular das hemoglobinas Maputo [beta 47(CD6)
Asp>Tyr HBB:c.142G>T] e G-Ferrara [beta 57(E1) Asn>Lys HBB:c.174C>A] em

triagem neonatal no Brasil.

Este artigo serd submetido, apds versdo para o inglés, ao periddico International

Journal of Laboratory Hematology.

65



ARTIGO 5

Artigo

Descricao clinico-molecular das hemoglobinas Maputo [beta 47(CD6) Asp>Tyr
HBB:c.142G>T] e G-Ferrara [beta 57(El) Asn>Lys HBB:c.174C>A] em triagem

neonatal no Brasil

Marcilene Rezende Silva, MSCI’Z, Shimene Mascarenhas Sendin® , Isabela Couto de
Oliveira Araujoz’ Fernanda Silva Pimentell, Alvaro José Romanha' e Marcos Borato

Viana, MD, PhD!*

'Nicleo de A¢des e Pesquisa em Apoio Diagnéstico (Nupad), Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, Brazil; 2Departamento de Pediatria da UFMG,
Belo Horizonte, Brazil; 3Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG, Belo Horizonte,

Brazil ; *Universidade Federal de Santa Catarina

Correspondéncia: Marcos Borato Viana, Departamento de Pediatria da UFMG, Av.
Alfredo Balena, 130 — Sala 267, Belo Horizonte 30130-100 — Brazil, Fax: 55-31-

34099770, e-mail: vianamb @ gmail.com

66



ARTIGO 5

Resumo

As hemoglobinas Maputo e G-Ferrara possuem ponto isoelétrico semelhante ao da Hb S
e por isso podem levar a falso diagnéstico de traco falciforme em programas de triagem
neonatal. Durante a rotina do programa de Minas Gerais, entre 1998 e 2008 foram
detectadas 122 criangas que tiveram resultado de hemoglobina indeterminada ao
nascimento e no sexto més de vida perfil idéntico ou semelhante ao da Hb S. O DNA
gendmico das criancas foi utilizado para avaliar a presenca do alelo B°, de alfa-
talassemia delecional e para sequenciamento dos gene HBB, HBA1 e HBA2. Nos casos
de Hb Maputo também foi feita PCR-RFLP com Dpnll. Das 122 criangas estudadas,
doze apresentaram a Hb S, duas a Hb Maputo [beta 47(CD6) Asp>Tyr HBB:c.142G>T]
e duas a Hb G-Ferrara [beta 57(E1) Asn>Lys HBB:c.174C>A], todas em heterozigose.
As quatro maes eram portadoras das correspondentes hemoglobinas e mutagdes. Foi
observada associacdo de alfa-talassemia em um caso de Hb Maputo e um de G-Ferrara.
Na eletroforese em meio alcalino ambas as hemoglobinas possuem mobilidade
semelhante a da Hb S; em meio dcido comportam-se como a Hb A. Em uma das maes
foi encontrada Hb S associada a Hb G-Ferrara, na auséncia de alfa-talassemia. Nao foi
observada alteracdo clinica nas criancas. As alteracdes hematoldgicas observadas nas
criancas foram provavelmente devidas a presenca da alfa-talassemia. Esta é a primeira
descricdo das hemoglobinas Maputo e G-Ferrara no Brasil e a primeira a identificar,

internacionalmente, as alteracdes em nivel molecular.

Palavras-chave: Hemoglobin G-Ferrara, hemoglobina Maputo, alfa talassemia, doenca

falciforme
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Introducgao

A Hb Maputo € variante estdvel de cadeia beta na qual o 4cido aspartico é
substituido por tirosina no cédon 47, localizado na superficie externa da molécula
(CD6). Foi descrita primeiramente em crianca nascida em Mogambique. Ela possuia
associacdo com Hb S, Hb 8,5 g/dL, baco palpavel a 3 cm do rebordo costal, anisocitose,
células em alvo, concentracdo de Hb A, levemente aumentada e de Hb fetal dentro dos
limites de referéncia (Marinucci et al. 1983). Na eletroforese alcalina foi visualizada
apenas uma banda na posi¢cdo de S e na eletroforese dcida foram observadas duas
bandas: uma na posi¢do da Hb S e outra na posicao da Hb A. Os pais da crianca ndo
apresentavam alteracdes clinicas e hematoldgicas, sendo o pai portador de tragco
falciforme e a mae da Hb variante. A Hb Maputo foi descrita também em heterozigose
em paciente caucasiano dos Estados Unidos, sem alteracdes clinicas ou hematologicas
(Moo-Penn et al. 1991).

A Hb G-Ferrara é variante de cadeia beta levemente instavel na qual ocorre
substituicdo do aminodcido asparagina pela lisina no cédon 57, posi¢ao externa da
molécula. Essa Hb apresenta, em relacdo a Hb A, taxa mais elevada de dissociacdo em
dimeros e aumento da afinidade da ligacdo do oxigénio em pH 4cido, o que poderia ser
explicado pela introdu¢do de carga positiva extra na regido da substituicio dos
aminoacidos (Giardina et al. 1978). Essa Hb foi descrita em familias italianas e os
portadores foram considerados hematologicamente normais (Guerrasio et al. 1979).
Associacdo da Hb G-Ferrara com a Hb S foi descrita em crianca de Mogambique
(Canizares et al. 1983). Ela apresentava ovaldcitos, microcitose, poiquilocitose,
anisocitose, células em alvo, drepandcitos, Hb 8,4 g/dL, hematdcrito 27%, reticuldcitos
8% e ferro sérico 77 ug/dL. Os dados indicam que a Hb G-Ferrara favoreceria a
polimerizacdo da hemoglobina S, resultando no quadro clinico de doenga falciforme. A
eletroforese alcalina mostrou na paciente uma tnica banda na posicao da Hb S; no pai
uma banda na posi¢do da Hb A e outra na posi¢do da Hb S; o teste de falcizacao foi
positivo. Na mae constatou-se o mesmo padriao do pai, entretanto o teste de falcizacao
era negativo.

Esta € a primeira descri¢cdo das hemoglobinas Maputo e G-Ferrara no Brasil e o
primeiro estudo a nivel internacional que fornece dados experimentais sobre a mutacdo

génica subjacente a alteracao proteica. O estudo dessas Hbs é importante devido ao fato
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de terem ponto isoelétrico semelhante ao da Hb S, o que pode levar a falso diagndstico

de trago falciforme nos programas de triagem neonatal.

Metodologia

Foram estudadas 122 criancas do Programa de Triagem Neonatal de Minas
Gerais, Brasil, no periodo de 06/1998 a 06/2008. Essas criangas tiveram resultado de Hb
indeterminada ao nascimento e no 6° més de vida observou-se perfil idéntico ou
semelhante ao da Hb S (Silva et al. 2012).

A focalizacdo isoelétrica (IEF) e a cromatografia liquida de alta resolugdo
(HPLC) foram realizadas na triagem neonatal. No 6° més de vida apenas a focalizacdo
isoelétrica foi realizada como método confirmatério.

O DNA gendmico das criancas foi utilizado para verificar a presenca do alelo f°

por PCR alelo especifica (Sanchaisuriya et al. 2004) ou por PCR-RFLP com a
endonuclease de restricdo Ddel. A presenca da talassemia do tipo 3.7 e 4.2 foi
verificada por gap PCR multiplex (Tan et al. 2001). Para o estudo do gene beta foram
utilizados iniciadores anteriormente descritos (Chinchang et al. 2005). O
sequenciamento de DNA foi realizado no ABI Prism 3130 (Applied Biosystems) por
meio de iniciadores forward e reverse para se ter certeza da muta¢do encontrada.
Para confirmar a presenca da Hb Maputo e fazer o estudo familiar, foi feita a restricao
com a endonuclease Dpnll no produto da PCR que amplifica a regido alvo. Para a Hb
G-Ferrara ndo foi realizada a PCR-RFLP, pois ndo existe endonuclease de restricao que
reconheca o sitio da mutacdo.

Os exames hematolégicos foram processando no aparelho Coulter T-890.
Eletroforese de hemoglobina foi realizada em meio dcido e alcalino (SPIFE kits, Helena

Laboratories, Beaumont, TX).
Resultados

Das 122 criangas estudadas, 16 apresentaram variantes de cadeia beta em
heterozigose, sendo 12 com o alelo BS (traco falciforme), duas com a mutagdo que

codifica a Hb Maputo (GAT>TAT) e duas com a Hb G-Ferrara (AAC>AAA) (Figuras
1A e 1B).
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Na triagem neonatal as quatro criancas tiveram Hb indeterminada ao nascimento e,
quando reanalisadas no sexto més de vida, uma crianca com Hb Maputo e uma com Hb
G-Ferrara tiveram seus resultados laboratoriais liberados como trago falciforme (Hb
AS) e as outras duas como Hb “rara” associada a Hb A. Para o presente estudo, os geis
originais da IEF foram reanalisados pelos pesquisadores e observou-se que nos quatro
casos a hemoglobina variante era ligeiramente mais catddica que a Hb S.

A eletroforese de Hb dessas variantes apresentou perfil de Hb AS na eletroforese
em meio alcalino e Hb AA em meio 4cido. A mae de uma das criancas com Hb G-
Ferrara também possui Hb S e €, portanto, dupla heterozigota para as duas
hemoglobinas (Figura 2).

No estudo molecular dos quatro casos acima citados, foram encontradas nas
maes a mesma hemoglobina variante que nos filhos. O resultado da PCR-RFLP feito
para a Hb Maputo € visualizado na figura 3. O DNA das maes das crian¢as com Hb G-
Ferrara também foram sequenciados e mostraram a mesma alteracdo ilustrada na Figura
1B. Na mae de uma das criancas foi detectada em trans a mutacdo beta 6(A3) Glu>Val
HBB:c.20A>T, caracteristica da Hb S. No alelo ° também se demonstrou a presenca do
polimorfismo rs713040 em HBB:c.9T>C (His>His), ausente no gene que continha a
mutacdo G-Ferrara, pois a crianga, naquela posi¢cdo, era homozigota para o nucleotideo
T.

Os dados hematoldgicos estao resumidos na Tabela. No exame fisico nao foram
observadas alteragdes clinicas. Todas as quatro familias tinham ascendentes africanos,

segundo relato das maes das criangas.

Discussio

Os casos descritos de hemoglobina Maputo e G-Ferrara na forma heterozigota
sdo assintomaticos (Giardina et al. 1978, Guerrasio et al. 1979, Canizares et al. 1983,
Marinucci et al. 1983, Moo-Penn et al. 1991). Os dados clinicos encontrados no
presente estudo confirmam essa informagdo. A co-heranca de Hb S pode levar a quadro
clinico semelhante ao da anemia falciforme (Canizares et al. 1983, Marinucci et al.
1983). Por isso, todas as familias envolvidas com essas variantes receberam orientagao
genética pertinente.

A IEF é considerada método eficiente para a detec¢do tanto das hemoglobinas

normais como das hemoglobinas variantes, além de possibilitar a distincdo de
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homozigotos e heterozigotos e identificar fracdes em baixa concentragdo, como por
exemplo a Hb A, (Paixao et al. 2001). Apesar da elevada sensibilidade e especificidade
do método na identificacdo da hemoglobina S, a ocorréncia de sobreposi¢do de bandas
nao € desprezivel. Como j4 citado, as hemoglobinas Maputo e G-Ferrara, por exemplo,
apresentam ponto isoelétrico muito semelhante ao da Hb S. No presente estudo foi
observado que essas hemoglobinas apresentaram mobilidade eletroforética ligeiramente
mais lenta do que a Hb S o que destaca a importancia de profissionais atentos e
experientes para interpretar a IEF corretamente, evitando-se, assim, o falso diagndstico
de trago falciforme.

A talassemia do tipo 3.7 em heterozigose ocasiona microcitose e hipocromia
discretas e seus portadores sdo assintomdticos. Tem prevaléncia elevada no Brasil,
especialmente nos pacientes com doencga falciforme (Belisario et al. 2010). No presente
estudo foram encontradas duas criancas (uma com Hb Maputo — crianga 4 € uma com
Hb G-Ferrara — criangca 1) com leve anemia, microcitose e hipocromia (Tabela) que
podem ser devidas a co-herancga de alfa-talassemia. Nas crianga 3, a leve microcitose e
hipocromia sdo de causa desconhecida.

A mae de uma das criangas com Hb G-Ferrara co-herdou a Hb S e merecera
estudo mais detalhado sob os pontos de vista clinico e hematoldgico para se avaliar a
relevancia de tal associacao.

Concluindo, trata-se do primeiro estudo das hemoglobinas Maputo e G-Ferrara
em nivel molecular e também dos primeiros casos descritos no Brasil. A presenca das
hemoglobinas Maputo e G-Ferrara pode levar a falso diagndstico de trago falciforme ou
doenca falciforme se apenas a focalizacdo isoelétrica for utilizada na triagem neonatal.
S@o necessarios testes adicionais para o diagndstico diferencial correto e andlises
moleculares para identificacdo da hemoglobina variante. A PCR-RFLP com Dpnll é
método simples, rdpido e econdmico para o diagndstico da Hb Maputo e dispensa o
sequenciamento de DNA. Entretanto essa técnica ndo pode ser feita no caso da Hb G-

Ferrara, pela inexisténcia de enzima de restricdo adequada.
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Tabela: Exames hematoldgicos de quatro criangas e respectivas maes, portadores de

hemoglobina G-Ferrara e Maputo.

Idade Gené6tipo HBB Eletroforese de Hb VCM HCM  Genétipo Hematoscopia
(anos) Hb (g/dL) (fL) (pg) HBA
Crianca 1 9,6 pApCFeman A 69%:; F 1%; G- 11,6 74,5 24.5 ao/-o7 Hipocromia,
Ferrara 28%; A, microcitose, células
3% em alvo,
poiquilocitose
Mie 1 38 pSpUtemara F 3%; S 51%; G- 12 76,4 244  -a’’/-o’"  Hipocromia e células
Ferrara 41%; A, em alvo
5%
Crianca 2 10,1 pApCFeman A 59%:; F 2%:; G- 14,8 84.8 292 ao/ao Células em alvo
Ferrara 36%; A,
3%
Mie 2 38 pApCFeman A 62%; F 2%; G- 14 95,7 33,1 § Células em alvo
Ferrara 34%; A,
2%
Crianga 3 1,3 BABMap‘“" A 56%; F 1%; 14,2 78,6 25,8 oo/oo Hipocromia,
Maputo 41%; A, microcitose e
2% anisocitose
Maie 3 30,2 pApMapute A 61%; F 1%; 14,0 N § N N
Maputo 36%; A,
2%
Crianca 4 3.6 pApMapute A 58%; F 2%; 11,5 77,9 25,7 ao/-a.>7 Sem alteracdes
Maputo 38%; A,
2%
Mie 4 § BABMap‘“" A 56%; F 2%; 13,5 88 29,3 oo/ oo Sem alteracdes
Maputo 40%; A,
2%

§ dado ndo disponivel
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Figura 1- Eletroforegrama correspondente ao sequenciamento do éxon 2 do gene HBB
A- Sequéncia de DNA de uma das criancas que possui a mutacdo GAT>TAT em
heterozigose no cédon 47 (seta), a qual resulta em Hb Maputo. B- Sequéncia de DNA

de uma das criangaa que possui a mutacdo AAC>AAA em heterozigose no cédon 57
(seta), a qual resulta em Hb G-Ferrara.

74



ARTIGO 5

1 2 3
1 23 =
- Hb S S
Hb S
HbA s
HbA e 5 -
+
B ~ HbA -
Hb A
Hb S
Hb S +
_|_

Figura 2- Eletroforese de hemoglobina em pH alcalino (parte superior) e dcido (parte
inferior). O individuo amostrado na canaleta 1 € o controle AS. Painel A: hemoglobina
Maputo em heterozigose numa das criangas (canaleta 3) e sua mae (canaleta 2). Em
meio alcalino, a Hb Maputo tem mobilidade semelhante a da Hb S; em meio dcido,
semelhante a da Hb A. Painel B: hemoglobina G-Ferrara em heterorizogose numa das
criangas (canaleta 2). A amostra 3 pertence a sua mae que é dupla heterozigota para a
Hb G-Ferrara e Hb S. A mobilidade eletroforética da Hb G-Ferrara nos meios alcalino e

acido é semelhante a da Hb Maputo.
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Figura 3- Estudo molecular por PCR-RFLP da Hb Maputo. A: Produtos de PCR para
parte do gene HBB, éxons 1 e 2 visualizados em gel de agarose 1% . B: Restricao
enzimatica com Dpnll realizada nos produtos de PCR da figura 1A visualizados em gel
de poliacrilamida 12% corado com brometo de etidio. As amostras 3 e 5 sdo
heterozigotas para a Hb Maputo, pois o gene mutado foi quebrado em fragmentos de
476 pb e 43 pb (este ultimo nao visualizado no gel). O gene beta selvagem € clivado em
fragmentos de 320 pb, 156 pb e 43 pb (ndo visivel no gel), pois existe um sitio adicional
de restricdo entre os fragmentos de 320 e 156 pb que é abolido pela mutacdo G>T.

MM=marcador molecular; pb=pares de base; CN= controle negativo.
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13- OUTROS ARTIGOS

Ainda serdo redigidos mais dois artigos, um sobre as hemoglobinas variantes de
cadeia alfa encontradas no presente estudo, principalmente sobre as hemoglobinas
Ottawa, Stanleyville-II e St Luke's que foram encontradas em associacao com a Hb S e

uma revisdo de literatura sobre hemoglobinas variantes incomuns.
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14- CONSIDERACOES ADICIONAIS E CONCLUSOES

A Hb Stanleyville-II € relativamente comum em Minas Gerais (incidéncia
estimada de 1:11.500) e parece ter sido trazida pelos escravos africanos, uma vez que
houve concentracdo dos casos na regido mineradora do estado, regido esta que
concentrou os escravos vindos da Africa nos séculos XVII a XIX da histéria brasileira
(Figura 7A). E possivel que essa incidéncia seja ainda maior j4 que criancas com
associacdo de outras hemoglobinas, como o caso em que foi encontrada a Hb
Stanleyville-II associada a Hb C, ndo fizeram parte da populacdo estudada por nao
possuirem o perfil eletroforético selecionado para inclusdo na pesquisa.

As hemoglobinas Ottawa, Maputo, G-Ferrara, Hasharon, Etobicoke e St Luke's
foram encontradas nas regides de Minas Gerais assinaladas na Figura 7B. Nao se nota
concentracdo evidente de nenhuma delas em regiao particular do estado. Todas essas
hemoglobinas, além da Hb Stanleyville-II, podem levar a falso diagndstico de traco
falciforme ou doenca falciforme se apenas a focalizagdo isoelétrica for utilizada na
triagem neonatal. S3o necessdrios testes adicionais para o diagndstico diferencial
correto e andlises moleculares para identificacdo da hemoglobina variante.

E bastante provével que outras hemoglobinas variantes de cadeia beta possam
nao ter sido detectadas pelo estudo devido ao ponto isoelétrico ser idéntico ao da Hb S e
na IEF neonatal ji terem sido rotuladas como “traco falciforme”. Os quatro casos
detectados (dois de Hb Maputo e dois de Hb G-Ferrara) foram selecionados pela
metodologia da pesquisa porque apresentavam padrao de IEF indeterminado ao
nascimento e padrao semelhante ao da Hb S no sexto més de vida. Reanalisando-se os
géis dessas criancas, foi verificado pelos pesquisadores que, na verdade, ambas as
hemoglobinas variantes eram um pouco mais “lentas” que a Hb S, mas a diferenca era
muito pequena e justificava a conduta que havia sido tomada na rotina do programa,

qual seja, a de repeticdo do exame no sexto més de vida.
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Figura 7- Distribui¢do geografica das Hbs variantes com ponto isoelétrico semelhante
ao da Hb S encontradas no presente estudo. A- Localizacdo dos casos de Hb
Stanleyville-II. Os nuimeros entre parénteses representam a quantidade de criangas
diagnosticadas correspondentes a cada asterisco vermelho. B- Localizacdo dos casos de
Hb Maputo, G-Ferrara, St Luke's, Etobicoke, Ottawa e Hasharon. Cada crianca
diagnosticada corresponde a um asterisco cujas cores representam a hemoglobina

variante encontrada (ver legenda interna a figura).

Nao se encontrou evidéncia de relevancia clinica das hemoglobinas de cadeia
alfa detectadas nos presente estudo, mesmo nos casos em que houve associagdo de St
Luke's e Stanleyville-1I com a Hb S. Devido ao pequeno nimero de casos da presente
casuistica, ndo se pode afastar, entretanto, que outros autores venham a detectar
alteracdes clinicas ou hematoldgicas decorrentes dessas Hbs variantes. No caso das
hemoglobinas de cadeia beta, G-Ferrara e Maputo, também ndo foram detectadas
manifestagdes clinicas da forma heterozigética com o alelo normal A. De acordo com a
literatura consultada, entretanto, a co-heranca de Hb S com as hemoglobinas Maputo ou
G-Ferrara pode levar a quadro de doenca falciforme cuja gravidade € dificil de se
avaliar pelo nimero exiguo de casos relatados (Marinucci et al., 1983; Canizares et al.,
1983). Por isso, todas as familias envolvidas com essas variantes receberam orientagao

genética pertinente.
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A PCR-RFLP utilizando Afel e Tagl realizada diretamente no produto da gap-
PCR que detecta alfa-talassemia € simples, rdpida e econdmica, tornando desnecessario
o sequenciamento de DNA, realizado para identificacdo dos dois primeiros casos de Hb
Stanleyville-II e nos de Hbs Maputo, G-Ferrara, Ottawa, Etobicoke e St Luke's.

A associacdo de alfa talassemia do tipo 3.7 foi encontrada com as Hbs Hasharon,
Stanleyville-II, Maputo e G-Ferrara. Nos casos da Hb Stanleyville-II foi possivel
comprovar estatisticamente que a hipocromia e microcitose sdo devidas a co-heranca de
a-talassemia e ndo devido a presenca da Hb variante em si (p < 0,05 em todas as
associagdes - ver anexo 16.8). A auséncia co-heranga com alfa talassemia foi constatada
em cinco casos de Hb Stanleyville-II e em trés destes havia relacdo de parentesco. Foi
possivel observar por métodos moleculares que as mutacdes correspondentes as Hbs
Ottawa e St Luke's estavam localizadas no gene HBAI, a Hb Etobicoke no alelo hibrido
0212, a Hb Hasharon no gene hibrido -’ e a Stanleyville-II tanto no gene HBA2
quanto no gene hibrido o

Do total de 112 criangas estudadas, 51 haviam sido consideradas, pela IEF,
como portadores de Hb indeterminada ao nascimento e de trago falciforme no sexto més
de vida. Todas nasceram nos primeiros seis anos do programa. Nos anos subsequentes,
a partir da experiéncia adquirida, as criancas foram consideradas como portadoras de
hemoglobinas “raras”, a serem investigadas, o que se materializou no presente estudo.
Métodos moleculares sdo necessdrios para a identificagdo da variante. Atualmente no
PTN-MG todos os casos suspeitos de doenca falciforme sdo confirmados por testes
moleculares utilizando-se PCR alelo-especifica para o c6don 6 selvagem, mutacdes da
Hb C e S, além da mutacao que gera a Hb D-Punjab.

A co-heranca de mutacdes nas cadeias o ou y e do alelo ° ou € torna a leitura
da IEF mais complexa. A comparagdo evolutiva dos géis ao nascimento e no 6° més
auxilia na correta interpretacao, mas sao necessarias atencao e experiéncia.

Para o estudo molecular de uma variante ainda desconhecida, a eletroforese de
cadeia fornece a informacgdo se a Hb variante é de cadeia alfa ou beta. Entretanto, é
possivel, na maioria dos casos, obter-se esse dado comparando-se o padrao de bandas na
IEF ao nascimento com o do sexto més de vida. No caso de variante de alfa, a fracao
que se observa entre as regides de S e C ao nascimento desaparece no sexto més em
decorréncia da diminui¢do acentuada da produgio de cadeias . As variantes de cadeia 3

ndo possuem tal perfil. Inclusive, essa diferenca de perfis encontrados nas variantes e
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cadeia beta e alfa pode justificar a maior quantidade de Hbs variantes de cadeia alfa
encontradas no presente estudo.

O estudo do gene alfa é bastante drduo devido a homologia acentuada entre os
genes HBAI e HBA2 e a elevada porcentagem de citosina € guanina presentes nas
regides ndo codificantes. Ainda mais trabalhoso foi o estudo do alelo hibrido 0212, uma
vez que o mesmo nado era conhecido na populacdo brasileira e os relatos internacionais
sdo escassos (Gu et al., 1988; Law et al., 2006 . Esse gene parece ter sido resultado de
um crossover desigual entre um cromossomo selvagem contendo os genes HBA2 e
HBAI e um cromossomo contendo o gene hibrido -o™’. Pode ser que haja outros casos
do gene hibrido 0212 devido ao grande ndmero de casos de gene hibrido o
encontrados na populacao brasileira.

No presente estudo foi possivel estabelecer PCR-RFLPs para detectar as Hbs St
Luke's, Etobicoke, Ottawa, Stanleyville-1I, Hasharon e Maputo. Na rotina da triagem
neonatal, em caso de ddvida na leitura da IEF, a PCR alelo-especifica para a Hb S é
suficiente para se evitar falso diagndstico de trago falciforme e é mais barata do que a
técnica de restricao enzimatica. Ela ndo identifica a hemoglobina variante, mas afasta o
diagndstico de tragco ou doenca falciforme. O teste de falcizacdo, rotineiramente
utilizado em laboratdérios de hematologia para detectar a presenca da Hb S, ndo pode ser
usado na triagem, pois a amostra de sangue enviada ao Nupad € coletada em papel
filtro. Além disso falso negativo em recém-nascido € a regra, pois a quantidade de Hb S
€ reduzida e a de Hb fetal é elevada.

O estudo envolveu 56 municipios de Minas Gerais. O fato de ser uma coleta de
sangue total em tubo e a necessidade de envio da amostra para Belo Horizonte foram
desafios para a pesquisa, mas foi possivel a obtencdo da maioria das amostras, pois a
rotina do Setor de Controle de Tratamento do Nupad e seus contatos com as UBS de
todo o estado facilitaram sobremaneira a tarefa. O envio das correspondéncias para as
UBS contendo os resultados da pesquisa precisou ser feito com muita atencao uma vez
que foram encontrados sete tipos diferentes de hemoglobinas variantes, podendo, ainda,
serem associados com a alfa-talassemia e, em alguns casos, com a Hb S, o que fez
aumentar o nimero de tipos de cartas para serem enviadas.

Como perspectiva futura, o estudo poderd ser completado com os casos de
hemoglobina com perfil eletroforético semelhante ao da Hb S encontrados de julho de
2008 até a presente data. Outra possibilidade interessante é a pesquisa da relevancia
clinica e da distribui¢do geografica das 1.637 hemoglobinas indeterminadas encontradas
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pela triagem neonatal no periodo estudado. Essa defini¢do € importante, pois existem
véarias criancas com Hb indeterminada que foram encaminhadas, pelo Nupad para
acompanhamento médico na Fundacio Hemominas. Muitas poderiam, com segurancga,
ter esse acompanhamento suspenso com a identificacdo precisa da variante. Outras
teriam orientacdo genética dirigida para o tipo de manifestagdo clinica esperada. Em
poucos casos, seria possivel a descricdo de novas variantes uma vez que € elevado o
grau de miscigenagdo genética da populacdo brasileira. Com certeza, seria contribui¢do
relevante para o conhecimento internacional sobre essa importante proteina do ser
humano.

Além disso, é possivel, a partir dos resultados do presente estudo, o surgimento
de uma nova linha de pesquisa na pds-graduacio da Faculdade de Medicina da UFMG,

que estudaria as hemoglobinas variantes incomuns que ocorrem em Minas Gerais.

Conclusoes

1. A Hb Stanleyville-1II € relativamente comum em Minas Gerais (incidéncia de
1:11.500);

2. A presenca das hemoglobinas Stanleyville-II, Ottawa, Maputo, G-Ferrara,
Hasharon, Etobicoke e St Luke's pode levar a falso diagndstico de tragco ou doenca
falciforme, esta ultima se a variante estiver em homozigose, necessitando-se de testes
adicionais para o diagndstico diferencial correto;

3. As hemoglobinas detectadas no presente estudo parecem ndo possuir
relevancia clinica, mesmo nos casos em que se detectou associacdo das variantes St
Luke's, Stanleyville-II e Ottawa com a Hb S, e no caso da associacdo do gene hibrido
0212 com a Hb Etobicoke em heterozigose;

4. A Hb Rush em heterozigose acarreta hemolise discreta, mas esta pode
acentuar-se em situagdes de estresse;

5. No presente estudo foram encontrados os primeiros casos no Brasil das
hemoglobinas Ottawa, Maputo, G-Ferrara, , Etobicoke e St Luke's e do gene a212;

6. A hipocromia e microcitose observadas em vérias criangas que possuem a Hb
Stanleyville-II sao devidas a co-heranca de o-talassemia e ndo a presenca da referida
variante;

7. Apesar de ndo terem sido encontrados casos de associagdo das hemoglobinas Maputo
e G-Ferrara com a Hb S, é preciso estar atento a esse fato, pois a co-heranca dessas
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mutagdes pode gerar quadro clinico semelhante ao da anemia falciforme;
8. A PCR-RFLP pdde ser utilizada como método diagndstico para todas as

hemoglobinas detectadas, com excec¢do da Hb G-Ferrara.
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16 - ANEXOS
ANEXO 16.1 - Termo de consentimento livre e esclarecido
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado (a) como voluntério (a) a participar da pesquisa: “Estudo
genético de hemoglobinas variantes incomuns em criancas triadas pelo programa

estadual de triagem neonatal de minas gerais (PETN-MG)”.

A maioria das pessoas apresenta a hemoglobina A nos glébulos vermelhos (hemacias).
Entretanto existem aquelas pessoas que possuem uma mutacdo no DNA e o resultado
desta mutagcdo é uma alterac@o da estrutura da hemoglobina normal resultando em uma
hemoglobina diferente denominada variante ou rara. Existem no mundo cerca de 1037
hemoglobinas variantes, dentre elas a hemoglobina S, responsiavel pela anemia

falciforme que € a doenca hereditaria mais comum no Brasil.

Ja foram detectadas nos testes de triagem neonatal de Minas Gerais (teste do pezinho)
varias variantes de hemoglobina. A maioria delas nao € clinicamente significativa,
entretanto existem diversas hemoglobinas variantes incomuns que possuem importancia
clinica e manifestacao hematoldgica, e existem, pelo menos, cinco que sdo confundidas
com a hemoglobina S, presente na doenca falciforme. E necessdrio diferenciar a
hemoglobina S dessas outras hemoglobinas com a finalidade de excluir a doenga
falciforme e de verificar sua importancia clinica. Além disso, a identificacdo genética de
hemoglobinas variantes incomuns € importante, pois pode evitar falso diagndstico de
doenca falciforme, pode propiciar a identificacio de hemoglobinas variantes que

ocorrem em Minas Gerais, a verificacdo de relevancia clinica de determinada

hemoglobina, assim como a identificacdo de novas hemoglobinas variantes.

Para sua participagao no estudo, serd necessdria a coleta de nova amostra de sangue em
tubo de vidro para que seja feito o isolamento do DNA (dcido desoxiribonucléico) e

analise deste.

O unico desconforto existente para a participacdo na pesquisa consiste na retirada de
sangue, procedimento que serd realizado por profissionais treinados e qualificados.

Raramente, pode ocorrer hematoma (mancha de sangue) no local de penetragdo da
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agulha que se usa na coleta de sangue. Caso vocé apresente algum problema em seus

exames, vocé serd encaminhado(a) para consulta médica e aconselhamento.

Nenhum tipo de pagamento ou gratificacdo financeira sera feito pela sua participagao.
Asseguramos que todos os dados obtidos sdo sigilosos e serdo utilizados somente para
esta pesquisa, ndo sendo armazenados para estudos futuros. Garantimos sua liberdade

de retirar o presente consentimento em qualquer momento que desejar fazé-lo.

Eu, (pai, mae ou

responsavel) do menor R

declaro que li (ou ouvi a leitura) e tive a oportunidade de ter as minhas dividas a
respeito dessa pesquisa esclarecidas. Autorizo a minha participacao e a coleta de
sangue. Estou também ciente que nao sou obrigado(a) a dar essa autorizacio e, se
o faco, nao me sinto coagido(a) a fazé-lo. Foi-me garantido que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento e a nao-autorizacio para realizacdo dos

procedimentos nao trara nenhum prejuizo para mim ou minha familia.

Assinatura

Local: Data: / /

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP / UFMG

Av. Presidente Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa 2 — 2° andar - CEP
31.270-901 - BH /MG - Tel (31) 34094592 — coep @prpq.ufmg.br

Pesquisadora : Marcilene Rezende Silva— Tel (31) 9901-1590

Coordenador da Pesquisa: Dr. Marcos Borato Viana — Tel (31) 3409-9772/(31) 9202-
3938
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ANEXO 16.2 - Parecer do COEP-UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 163/08

Interessado(a): Prof. Marcos Borato Viana
Departamento de Pediatria
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 7 de maio de 2008, o projeto de pesquisa intitulado "Estudo
genético de hemoglobinas variantes incomuns em criangas triadas
pelo programa estadual de triagem neonatal de Minas Gerais
(PETN-MG)" bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apds o inicio do projeto.

I IN=

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 - Unidade Administrativa IT - 2° andar — Sala 2005 - Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coepudiprpg.uling.br
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ANEXO 16.3 - Parecer do CEP da Fundaciao Hemominas

Funtiagho Centro
de Hemalologa e
Hemctersnia de

Minzs Gerals

HEMOMINAS

Bele Haorizonte, (4 de margo de 2008

OFICIO N2 15 ] 2009
COMITE DE ETICA EM PESQLISA
FITNDACAD HEMOMIMNAS

Prezado Senhor Pesgquisador, Marcos Borato Yiana

Encaminhamos o parecer consubstanciado referente a0 sen projeto de pesquisa “Estudo
genctico de hemoglohinas variantes incomuns em criangas triadas pelo Programa Estadual de
Triagem Neonatal de Minas Gerais (PETN-MG)", n® de registro 221. Seu projeto foi
aprovads por nosso Comité, e entdo, a partir deste momento, sud pesquisa pode ser
desenvolvida no &mbito da Fundagie Hemominas, Mo entanto, solicitamos as seguintes
modificagcbes:

1- Alterar o TCLE, de modo que o texts sgja referente ao rosponsavel pela crionga, ¢ nio @
Prapria criangt, uma vez que ndo ¢ a cranga que esia dando o scu consentimento, e sim o st
regponsivel legal.

2- Adterar a folha de rosto, campo “Projeto multicéntrico™. Foi assinalade que se trata de um
projeto multicéntrico. mas este ndo o & Sepundo a COMEP. um projeto multicéntrico se
aplica apenas s¢ um mesmo protecolo de pesquisa for aplicado em vifos centros

Solicitamos tambem que a folha de rosto seja perada a partir do sistema SISNEP,
Desejamos boa sorie @ sucesso em zeu estudo,

Atenciosamente, ;
’éﬁ;ﬁa I'.ol'!am Martins
Secretiria do Comité de Etica em Pesquisa

Fundagio Hemominas



ANEXOS

ANEXO 16. 4- Carta de orientacao a unidade basica de satide para coleta de

sangue total

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS N U P
FACULDADE DE MEDICINA
NUCLEO DE ACOES E PESQUISA EM APOIO DIAGNOSTICO - NUPAD

Belo Horizonte, de de

Ao Responsdvel pelo Programa Estadual de Triagem Neonatal

Conforme informamos anteriormente, sera necessaria a coleta de nova amostra de
algumas criangas, cuja andlise dos resultados obtidos pelas técnicas de eletroforese por focalizagdo
isoelétrica (IEF) e andlise do DNA por meio da técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
mostrou que o diagnéstico laboratorial é compativel com a presenca da hemoglobina A em associagdo
com uma hemoglobina “rara”, com corrida eletroforética semelhante a da hemoglobina S (hemoglobina
da doenca falciforme). Em anexo, encaminhos a rela¢do das criangas que deverao realizar a nova coleta.

Seguem algumas orientacdes a serem seguidas:
1-ORIENTACOES GERAIS:
- Sempre use luvas para manusear o material.

- Coloque o gelo reciclavel no minimo 4 horas antes para congelar.

2-IDENTIFICACAO DA AMOSTRA:
Rotular o tubo com esparadrapo para nao descolar e escrever o nome e o c6digo da crianca, data da coleta
e hordrio, destacar que a amostra é para a pesquisa da hemoglobina rara com caneta esferogréfica para
ndo borrar
Exemplo: Maria Aparecida da Silva/ COD.: WWW/1234

Data coleta: 12/01/99 Hora Coleta: 08:00 hs

Pesquisa hemoglobina rara

3-COLETA:
A coleta deverd ser de sangue venoso, em EDTA (aproximadamente 4,9 ml), e devera ser realizada entre
segunda e quarta-feira, preferencialmente na parte da manhda. Ndo € necessdria a realizagdo de jejum.

NAO PODE SER EM PAPEL FILTRO.

4-EMBALAGEM:
Colocar o tubo dentro do plastico enviado, para melhor protecdo de todos.
Fixar o plastico contendo o tubo com sangue junto ao gelo recicldavel com gominha.
Colocar o tubo com o pléstico em caixa de isopor bem acondicionado; se necessdrio, use papel picado

ou amassado de forma a fixar bem o tubo dentro da caixa, evitando que fique solto.
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. Fechar bem a caixa de isopor e colocar dentro da caixa de papeldo. Fechar a caixa de papeldo.
. Identificar o destinatdrio e o remetente com etiquetas. Favor ndo escrever na
caixinha.

ATENCAO: Use somente o gelo reciclavel enviado.

5-ENVIO:

O tubo contendo sangue coletado em EDTA deverd ser encaminhado ao NUPAD em caixa de isopor
contendo gel de resfriamento (material em anexo), num prazo de até 24 horas apds a coleta. Caso o envio
ndo seja possivel neste prazo, a amostra deverd ser mantida a temperatura de 4°C até o seu envio no dia
seguinte.

ENVIO POR CORREIO: Procure descobrir o hordrio de saida do malote na(s) agéncia(s) de correio para

que o material ndo permaneca muito tempo descongelado.

ENVIO POR PORTADOR: Procure repassar a caixa com material no hordrio mais préximo de saida do

portador. Recomende que a caixa ndo fique exposta ao sol ou sobre motores durante o transporte.
ENVIAR PARA O ENDERECO ABAIXO:

NUPAD - Nicleo de Pesquisa em Apoio Diagnéstico

Faculdade de Medicina da UFMG- Av.Professor Alfredo Balena n° 190 -1° andar Sala: 107- CEP.:
30130-100 / Belo Horizonte /MG - Hordrio: 8:00 4s 18:00 hs.

Os resultados da andlise serdo encaminhados as Unidades de Satdde e aos pais posteriormente.
Desde ja agradecemos pela colaboracgdo e estamos & disposi¢do para qualquer esclarecimento.
Em caso de divida, favor entrar em contato conosco pelos telefones: (31) 3409.8909 Daniela Dutra, ou

3409.9714 Fernanda

Atenciosamente,
Dra. Ana Paula Pinheiro Chagas Fernandes

Supervisdao Médica - Setor de Controle do Tratamento/NUPAD

Av. Alfredo Balena, 190 - 5° andar - Santa Efigénia - CEP: 30130-100 - Belo Horizonte - Minas Gerais
Fone: (31) 3409-8900 - Fax: (31) 3409-8917 - E-mail: nupad @medicina.ufmg.br - Site:

www.nupad.medicina.ufmg.br
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ANEXO 16.5 — Exemplo de carta aos pais explicando o porqué da necessidade de

nova coleta de sangue total

FACULDADE DE MEDICINA
NUCLEO DE ACOES E PESQUISA EM APOIO DIAGNOSTICO - NUPAD

Belo Horizonte, de de

Senhores pais ou responsdveis pela crianga

Comunicamos que a andlise dos resultados obtidos pelas técnicas de eletroforese por focalizacdo
isoelétrica (IEF) e andlise do DNA por meio da técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), na
amostra da crianca ,
codigo , coletada em , confirmou que o diagndstico laboratorial € compativel com a
presenca da hemoglobina A em associacdo com outra HEMOGLOBINA “RARA” que poderia ser
confundida com a hemoglobina S (da doenga falciforme), mas que se comprovou, com certeza, NAO
SER HEMOGLOBINA S.

Esse achado confirma o resultado encontrado no “Teste do Pezinho” realizado ao nascimento da
crianca. No entanto, para identificar corretamente a hemoglobina “rara”, é necessdria a coleta de uma
nova amostra de sangue venoso, em anticoagulante (EDTA), para realizacdo da andlise do DNA através
de sequenciamento génico.

O sequenciamento génico é uma técnica de alta precisdo que ird definir qual é a hemoglobina
“rara” que ndo foi identificada pelas técnicas ja utilizadas, sendo essa defini¢do muito importante para a
conclusdo do diagndstico da crianga.

Desde ja, agradecemos pela colabora¢do, que muito estd contribuindo com os avancos dos
métodos de diagndstico das doengas das hemoglobinas e que garante a qualidade na realizagdo dos
futuros “Testes do Pezinho”.

Uma cépia desta carta também foi enviada & sua Unidade de Saide para que ela saiba que vocé ird
procurd-la. Faga isso o mais rapidamente possivel.

Estamos a disposicdo para qualquer esclarecimento. 0800-7226500.

Atenciosamente,

Dra. Ana Paula Pinheiro Chagas Fernandes- Supervisdo Médica - Setor de Controle do

Tratamento/NUPAD

Av. Alfredo Balena, 190 - 5° andar - Santa Efigénia - CEP: 30130-100 — BH-- MG
Fone: (31) 3409-8900 - Fax: (31) 3409-8917 - E-mail: nupad @medicina.ufmg.br - Site:

www.nupad.medicina.ufmg.br
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ANEXO 16.6 - Exemplo de carta de retorno da pesquisa para a unidade basica de

saude

1Z
=

G

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE MEDICINA

NUCLEO DE AGOES E PESQUISA EM APOIO DIAGNOSTICO - NUPAD

Belo Horizonte, de de

Ao Responsavel pelo Programa Estadual de Triagem Neonatal,

Comunicamos que ap6s os diversos estudos ja realizados, a andlise final do exame para hemoglobinas da

crianga , codigo , mostrou a

presenca da hemoglobina A (“normal”) associada a uma hemoglobina variante “rara” denominada
Stanleyvile-II e a alfa talassemia.

A Stanleyville-II é uma hemoglobina variante que pode ser confundida com a hemoglobina S,
pois ambas apresentam comportamento eletroforético muito semelhante, pela -eletroforese de
hemoglobinas - um dos métodos utilizados para fazer o diagnéstico das doengas das hemoglobinas. Isso
justificou a necessidade da repeticao do exame da crianga ao nascimento, quando o primeiro resultado do
“teste do pezinho” foi indeterminado (Ind) e o do 6° més de vida foi compativel com portador de trago
falciforme (Hb AS).

O diagnéstico laboratorial da crianga € na realidade Hb A/ Stanleyville-II, em associacdo com

alfa talassemia.Este achado ndo traz alteracOes clinicas importantes para a crianca, a ndo ser a
possibilidade de uma leve anemia, com a presenca no sangue de glébulos vermelhos menores
(microcitose) e um pouco mais “palidos” (hipocromia) do que o normal, decorrentes da alfa talassemia.
Portanto, ndo hd motivos para preocupacdo. A crianca deverd manter o seu acompanhamento de rotina
com o pediatra.
Desde ja, agradecemos pela colaboracdo, que muito contribuiu com os avancos dos métodos de
diagndstico das doencas das hemoglobinas, garantindo melhorias da qualidade na realizagcdo dos futuros
“Testes do Pezinho”.

Qualquer ddvida ou esclarecimento estamos a disposi¢@o nos telefones:

0800-722.6500 Chemob-MG Atende
(31) 3409-8912 falar com Marcilene ou Isabela as tercas-feiras (manha) e sextas-feiras (tarde) ou (31)
3409.8907 falar com Juliana
Atenciosamente,
Dra. Ana Paula Pinheiro Chagas Fernandes

Supervisdo Médica- Setor de Controle do Tratamento/NUPAD
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ANEXO 16.7 - Exemplo de carta de retorno da pesquisa para os pais

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS N U P
FACULDADE DE MEDICINA
NUCLEO DE AGOES E PESQUISA EM APOIO DIAGNOSTICO - NUPAD

Belo Horizonte, de de

Senhores pais ou responsdveis pela crianga

Comunicamos que apds os diversos estudos ja realizados, a andlise final do exame para
hemoglobinas do seu filho, mostrou a presenga da hemoglobina A (“normal”) associada a uma
hemoglobina variante “rara” denominada Stanleyvile-II e a alfa talassemia.

A Stanleyville-II é uma hemoglobina variante que pode ser confundida com a hemoglobina S,
pois ambas apresentam comportamento eletroforético muito semelhante, pela -eletroforese de
hemoglobinas - um dos métodos utilizados para fazer o diagnéstico das doengas das hemoglobinas. Isso
justificou a necessidade da repeti¢cdo do exame do seu filho ao nascimento, quando o primeiro resultado
do “teste do pezinho” foi indeterminado (Ind) e o do 6° més de vida foi compativel com portador de trago
falciforme (Hb AS).

O diagndstico laboratorial do seu filho € na realidade Hb A/ Stanleyville-II, em associa¢do com
alfa talassemia.

Este achado nio traz alteragdes clinicas importantes para a crianga, a ndo ser a possibilidade de
uma leve anemia, com a presenga no sangue de glébulos vermelhos menores (microcitose) € um pouco
mais “palidos” (hipocromia) do que o normal, decorrentes da alfa talassemia.

Portanto, ndo hd motivos para preocupagdo. A crianca deverd manter o seu acompanhamento de
rotina com o pediatra.

Desde j4, agradecemos pela colaboracdo, que muito contribuiu com os avangos dos métodos de
diagndstico das doencas das hemoglobinas, garantindo melhorias da qualidade na realizagcdo dos futuros
“Testes do Pezinho™.

Qualquer divida ou esclarecimento estamos a disposicao nos telefones:

0800-722.6500 Chemob-MG Atende
(31) 3409-8912 falar com Marcilene ou Isabela as tercas-feiras (manha) e sextas-feiras (tarde) ou (31)
3409.8907 falar com Juliana
Atenciosamente,
Dra. Ana Paula Pinheiro Chagas Fernandes

Supervisdo Médica- Setor de Controle do Tratamento/NUPAD
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ANEXO 16.8- Média dos valores hematoldégicos das criancas com Hb Stanleyville-

IT que foram atendidas em consulta médica

Alfa talassemia Hb (g/dL) VCM (fL) HCM ( pg)
o ileg o (grupo A; n = 3) 13.0 83.3 28.5
ovoy/-o 7 SEteille (o ryno By n =23 ) 12.7 79.1 26.4
o7/~ TSEnteyville (orypo C; n = 3) 11.9 68.5 222

Usando o teste post hoc de Bonferroni ndo ha diferenca significativa nas médias das
concentracdes de Hb entre os grupos; a média do volume corpuscular médio (VCM) ¢é
estatisticamente significativa entre os grupos (A vs. B, p = 0.018, A vs. C, p <0.001, B
vs. C, p <0.001) e a média da hemoglobina corpuscular média (HCM) também ¢&
estatisticamente significativa entre os grupos (A vs. B, p = 0.001, A vs. C, p <0.001, B
vs. C, p <0.001).
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ANEXO 16.9- Cépia da ata de defesa de tese

FAc:l;LmnE_DE MEDICINA
CENTRO DE POS-GRADUACAQ

Av. Prof. Altredo Balena 190 / sala 533
Beto Horizomte - MG - CEP 30.130-100
Fone (031) 3409 9641 FAX. (31) 3409 9640

epgimediena, utmg br UE/{/\G

ATA DA DEFESA DE TESE DE DOUTORADO de MARCILENE REZENDE SILVA n° de registro
2008653450. As nove horas, do dia trés de maio de dois mil e doze, reuniu-se na Faculdade de
Medicina da UFMG, a Comissao Examinadora de tese indicada pelo Colegiado do Programa, para
julgar, em exame final, o trabalho intitulado: “ESTUDO GENETICO DE HEMOGLOBINAS COM
MOBILIDADE ELETROFORETICA SEMELHANTE A DA HEMOGLOBINA S EM CRIANGCAS DO
PROGRAMA DE TRIAGEM NEONATAL DE MINAS GERAIS”, requisito final para a obtencio do
Grau de Doutor em Ciéncias da Satide: Satde da Crianga e do Adoiescente pelo Programa de Pés-
Graduagdo em Ciéncias da Saude: Saude da Crianca e do Adolescente. Abrindo a sessdo, o
Presidente da Comiss&o, Prof. Marcos Borato Viana, apos dar a conhecer aocs presentes o teor das
Normas Regulamentares do trabalho final, passou a palavra & candidata para apresentacao de seu
trabalho. Seguiu-se a arguicdo pelos examinadores, com a respectiva defesa da candidata. Logo
apés, a Comiss&o se reuniu sem a presenca da candidata e do publico para julgamento e expedicdo
do resuitado final. Foram atribuidas as seguintes indicacdes:

Prof. Marcos Borato Viana - Orientador Instituicao: UFMG Indicagao: _A€nsv A pd
Prof. Alvarc José Romanha - Coorientador instituicdo: FIOCRUZ Indicagao: Alnoyn pa
Prof* Benigna Maria de Oliveira Instituigao: UFMG Indicacae: A& CAES
Prof® Ana Cristina Simaes ¢ Silva Institwigao: UFMG Indicacao: ﬁa@ yﬂJﬂr
Prof Maria de Fatima Sonati Instituicao UNICAMP indicacao; RET DU

Dr. Adérson da Silva Aratjo Instituicdo: HEMOPE Indicacio: S 742V 48 &

Pelas indicagbes a candidata foi considerada P‘Q e RDA

O resultado final foi comunicado publicamente a candidata pelo Presidente da Comissao. Nada mais
havendo a tratar, o Presidente encerrou a sessdo e lavrou a presente ATA, que sera assinada por
todos os membros participantes da Com:ssao Examinadora. BeloJ—lp onte, 03 de maio de 2012.

Prof. Marcos Borato Viana / Orientador Q{Wm"“‘%""" J‘ i

Prof. Alvaro José Romanha /@V 1

L Lt

Prof?. Benigna Maria de Oliveira 14‘7% Al e

Prof’. Ana Cristina Simdes e Silva _ ? CJ-/ ‘E (8o LJ{: (/1 /[ N

Prof*. Maria de Fatima Sonati

Dr. Adérson da Silva Araujo

Profa. Ana Cristina Simées e Silva lCoorden/dOfa 1( [ BN (_)L( i ‘(\\%\ {\ﬁ [/1 /{ \

Obs.: Este documento néo tera validade sem 3 assinalura e canmbo do Coordenador

Protu. Aui Crsiina Simoes ¢ Sifea
Loorgensdn g 36 » 57w r NE o S0 o
LIMCRY 08 SESE: dausr i 1Ry & ) AR
Facultace 3¢ Me b/ UFNG

i

M OR\G\NAL
CONFERE [olo} e
Centro de Poe-Graduad: 6

Faculdade de Wedicina -
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16.10- Copia da declaracao de aprovacao de defesa de tese

FACULDADE DE MEDICINA
CENTRO DE POS-GRADUACAO
Av. Prof. Alfredo Balena 190 / sala 533
Belo Horizonte - MG - CEP 30.130-100

Fone: (031) 3409.9641  FAX: (31) 3409.9640
cpei@medicina.ufme.br

DECLARACAO

A Comissdo Examinadora abaixc assinada, composta pelos Professores
Doutores: Marcos Borato Viana, Alvaro José Romanha, Benigna Maria de
Oliveira, Ana Cristina Simdes e Silva, Maria de Fatima Sonati e Aderson da Silva
Araljo aprovou a tese de doutorado intitulada: “ESTUDO GENETICO DE
HEMOGLOBINAS COM MOBILIDADE ELETROFORETICA SEMELHANTE A
DA HEMOGLOBINA S EM CRIANCAS DO PROGRAMA DE TRIAGEM
NEONATAL DE MINAS GERAIS” apresentada pela Doutoranda MARCILENE
REZENDE SILVA para obtencdo do titulo de doutor pelo Programa de Pos-
Graduacso em Ciéncias da Salde — Area de Concentragdo em Saude da Crianga

e do Adolescente da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas

g *"")

‘\\\<‘M~ﬂ ';\':‘\;V"l.tﬁ \i\A
Prof. Marg‘oé Borato Viana

Gerais, realizada em 03 de maio de 2012.

=

Prof. AM{?Romanha

rof®. Benigna Maria de Oliveira

Prof?. Ana Cristina Simdes e Silva

Profe. Maria de Fatima Sonati

Dr.. Adérson da Silva Araujo
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APENDICES

17 - APENDICES

Vdrias figuras incluidas nesta secdo fazem ou fardo parte de artigos a serem

publicados em periddicos cientificos baseados nos resultados da presente tese.

APENDICE 17.1 - Resultados das eletroforeses de hemoglobina

- 1 23 4 5 6 7 8 9 10 111213 14 1516 17 18 18 20

HbC = -
HbS - — — -
Hb A - o ------ e e e e e
A
(A) .
- 1 23 4 56 7 8 91 112 13 14 15 16 17 18 19 20
- - TR ¥ . A B - -
Hb A
HbS
(B} HbC

Figura 1- Eletroforeses de hemoglobina em pH alcalino (A) e 4cido (B). As amostras de
nameros 3, 8, 9, 10, 14, 18, 19 e 20 provém de criangas heterozigotas para a Hb
Stanleyville-II. Em pH alcalino essa Hb corre na posi¢do da Hb S e em pH 4cido na
posicdo da Hb A. A amostra de nimero 4 provém da mae de uma crianca heterozigota
para Stanleyville-II e possui essa Hb variante em homozigose. As amostras de nimeros
11 e 15 indicam maes com Hb AA das criangas com amostras nas canaletas 10 e 14,
respectivamente. A amostra de nimero 13 provém de crianca com Hb S e Hb
Stanleyville-II concomitantemente, sendo que a fracdo situada na posicdo da Hb C

SanlgS A amostra 12 provém da mie dessa crianga, a qual é

representa o dimero o
portadora de traco falciforme (AS), sem a Hb Stanleyville-II. A amostra 7 indica um
individuo heterozigoto para a Hb Rush. Esta Hb corre como duas bandas distintas na
regido de Hb Fetal em pH alcalino. No pH 4cido ela corre como uma tnica banda na

regido entre S e C. A amostra 1 representa o controle ASC.
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1 23 4 5 6 7 8 910111213 14 1516 17

- -
HbA " - - - - . . e -
@
- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111213 14 15 16 17
HbA - I — - - - . -
Hb'S 4 -
(B) +

Figura 2- Eletroforeses de hemoglobina em pH alcalino (A) e 4cido (B). A amostra 10
provém de crianca heterozigota para a Hb Maputo; a amostra 9 provém de sua mae,
também heterozigota para essa variante. A Hb Maputo corre como a Hb S em meio
alcalino e como a Hb A em meio 4cido. As amostras 11 e 12 provém de pacientes com

Hb Rush, ja descrita na Figura 1. A amostra nimero 1 representa o controle AS.

1 2 3 45 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16
- —

HbS -

HbA & o5 o 5 o & a5 o = p— p—

Ay

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

(B) HbS

Figura 3- Eletroforeses de hemoglobina em pH alcalino (A) e 4cido (B). A amostra 1
indica individuo controle AS e a amostra 9, individuo heterozigoto para a Hb Etobicoke.
Essa Hb tem corrida eletroforética na regido da Hb S em meio alcalino e na regido da

Hb A em meio acido.
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1 23 4 536 7 8 9 10111213 141516 17 18 19 20

- -
HbA ™ = - = - - - - ekl T
(A} + . . A
1 2 3 456 7 8 91011 1213 1415 16 17 18 19 20
HbA - — - - - - as ..
HbS -
B .

Figura 4- Eletroforeses de hemoglobina em pH alcalino (A) e 4cido (B). A amostra 1
provém de individuo controle AS. As amostras de nimeros 5 e 6 indicam pessoas, mae
e filho respectivamente, portadoras da Hb St. Luke’s e da Hb S, concomitantemente. A
Hb St. Luke’s corre eletroforeticamente como Hb S em meio alcalino e como Hb A em
meio &cido.
1 23 4 5 6 7 89 101112 13 141516 17 18 19 20
- -
HhS " s W & = - R R R - - -

-
Twe % F B F § _Eaees_a- Ea - -

(A) +
1 2 3 4 5 6 7T 89 101112 13 141516 17 18 19 20
- -
Hb A M . e o, AR T - - - -— e —
HbS ’
(B) +

Figura 5- Eletroforeses de hemoglobina em pH alcalino (A) e dcido (B). O individuo
amostrado na canaleta 1 € o controle AS. Os individuos cujas amostras estdo nas
canaletas 3, 4 e 5 s@o portadores da Hb Hasharon; 3 e 5 sdo criancas do estudo e 4 € pai
da crianga de amostra 3. A Hb Hasharon tem corrida eletroforética semelhante a da Hb
S tanto no pH bésico como no acido. As pessoas cujas amostras estdo nas canaletas 13 e
16 sdo heterozigotas para a Hb Ottawa; a de nimero 13 proveio de uma das criangas do
estudo e a 16, de sua mae. Essa Hb corre como Hb S em pH alcalino e como Hb A em

pH dcido. O individuo 14 € heterozigoto para a Hb G-Ferrara , a qual possui eletroforese
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semelhante a da Hb S em meio alcalino e semelhante a da Hb A em meio acido. A

amostra 15 € da mée do individuo 14.
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Apéndice 17.2 - Eletroforese de cadeias globinicas

Cadeia p —»

Cadeia o —r.‘ ' - . . .

Cadeia ¢ variante —*

Cadeia p variante —»

Figura 1- Eletroforese de cadeia globinica. As amostras 1 e 2 sdo controles, sendo a de
nimerol controle Hb A (cadeias B e a selvagens) e a de ndmero 2 controle Hb AS
(cadeia P variante e cadeia o selvagem). A amostra 3 pertence a um individuo portador
de Hb com mutacdo no gene alfa da globina, pois possui cadeia o variante e 3 selvagem.
As amostras 4 a 8 pertencem a portadores de Hb com mutacio no gene beta da globina,

uma vez que nessas amostras se visualizam cadeias [} variantes e a selvagens.
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Apéndice 17.3 - Produtos de PCR e PCR-RFLP realizados para detectar as Hbs

variantes

2500pb —> [

- W —-— «— [I5:2.351pb
- i.' +— _03.7:2.033pb
“ * w?2:1.803 ph

1500pb —» |-

2.000pb —*

Figura 1- Produtos de gap-PCR multiplex para a detec¢do de alfa-talassemia 3.7.

Os

individuos representados nas canaletas 1 e 2 n@o possuem a delecio 3.7, pois

apresentam apenas os fragmentos de 2.351 pb (gene LIS) e de 1.803 pb (HBA2

selvagem). Os individuos mostrados nas canaletas 3 e 4 possuem essa delecdo

cm

heterozigose, pois além dos fragmentos de 2.351 pb e de 1.803 pb, aparece também o

fragmento de 2.033 pb, indicativo da delecdo -o’”. J4 as amostras 5, 6 e 7

Sao

homozigotas para a o talassemia 3.7, uma vez que se visualizam apenas os fragmentos

de 2.351 pb e de 2.033 pb. O gene LIS foi incluido na PCR como controle positivo da

reacdo. MM=marcador molecular; pb=pares de bases; CN=controle negativo. Gel de

agarose 1%.
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2.500pb LIS: 2,351 pb )
-03.7:2.033 p
2.000pb a2:1.803 pb
1.500ph 1.386pb
1.000pb
647pb
500pb
417pb

Figura 2- Produtos de gap-PCR multiplex (Figura 1) restringidos com a enzima Afel
para a deteccdo da mutacdo da Hb Stanleyville-II. As amostras 1, 3 e 5 ndo possuem
essa Hb variante, pois nenhum de seus fragmentos amplificados na gap-PCR multiplex
foi clivado. O individuo correspondente a canaleta 2 possui Stanleyville-II em
heterozigose num dos fragmentos de HBA2 normal (1.803 pb), o qual foi restringido em
outros dois de tamanhos 1.386 pb e 417 pb. As criancas correspondentes as canaletas 4
e 6 apresentam Stanleyville-II em heterozigose no fragmento hibrido (2.033 pb) que foi
clivado em 1.386 pb e 647 pb. O individuo 4 é heterozigoto para a delecdo o (possui
o fragmento de HBA2 normal: 1.803 pb), enquanto o individuo 6 é homozigoto para a
mesma delecdo (um de seus fragmentos hibridos de 2.033 pb ndo sofreu restri¢do). A
canaleta 7 demonstra uma crianca homozigota para a delecdo ot e homozigota para
Stanleyville-II, uma vez que seus dois fragmentos hibridos (2.033 pb) foram clivados
em 1.386 pb e 647 pb. O gene LIS ndo possui sitio de restricdo para a enzima Afel.

MM=marcador molecular; pb=pares de bases. Gel de agarose 1%.
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MM 1 2 3 4 CN 5 5 7 8 CN

2.500pb —»
P e 2351pb

«—— 2.033pb
+—— 1.803pb

2.000pb —»

1.500 pp —»

Figura 3- Produtos de gap-PCR biplex. As canaletas 1 a 4 apresentam amplicons
derivados dos genes HBA2 selvagem (1.803 pb) e LIS (2.351 pb). As canaletas de 5 a 8
demonstram produtos amplificados de LIS e gene alfa com delecdo 3.7 (2.033 pb). Os
individuos representados nas canaletas 1 € 5,2 e 6, 3 e 7, além de 4 e 8, sd0 0s mesmos
com seus respectivos genes amplificados separadamente. Dessa forma, as duas
primeiras criangas amostradas sdo heterozigotas para a delecdo alfa 3.7 e as duas
ultimas ndo possuem tal delecdo. MM=marcador molecular; pb= pares de base; CN=

controle negativo. Gel de agarose 1%.

1.500ph —»

«—— 1.307pb

1.000ph —»
+—— 1.044pb

“—— 894pb
+—— 705pb

500 pb ——* +«——— 582pb

+«— 327pb

+——189pb

Figura 4- Produtos de gap-PCR biplex (Figura 3) digeridos com Tagql para a deteccdo da
mutagdo correspondente a Hb Hasharon (os mesmos quatro individuos da Figura 3, na
mesma disposicdo, 1 € 5;2¢e 6; 3 e 7; 4 e 8). As amostras 1 a 4 indicam produtos de
restri¢ao enzimadtica para os genes LIS (2.351 pb) e HBA2 normal (1.803 pb). Nenhum
dos quatro individuos possui mutacdo Hasharon no gene HBA2 normal, pois os
fragmentos de 705 pb, 582 pb, 327 pb e 189 pb sdo produtos de restri¢do enzimaética de

HBA?2 selvagem. O gene LIS possui apenas um sitio de restri¢do para a enzima Taql,
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sendo clivado em 1.307 pb e 1.044 pb. As canaletas 5 a 8§ demonstram fragmentos de
restri¢do enzimdtica provenientes dos genes LIS e -0’ (2.033 pb) , o qual foi quebrado
em outros de tamanhos 894 pb, 582 pb e 557 pb nas canaletas 5 e 6, sendo o fragmento
de 894 pb exclusivo de quem tem a mutacdo que codifica a Hb Hasharon. No gene
hibrido selvagem obtém-se quatro fragmentos (705, 582, 557 e 189 pb), pois neste
existe um sitio Taql adicional entre os fragmentos de 705 e 189 pb que € abolido
quando existe a mutagdo Hasharon G>C. Assim, as duas primeiras criancas apresentam
Hb Hasharon em heterozigose presente no gene hibrido -0’ e as duas dltimas ndo
possuem essa hemoglobina variante, nem alfa-talassemia do tipo 3.7. MM= marcador

molecular; pb=pares de bases. Gel de agarose 1%.

MM 1 2 CN 3 4 MM 5 &6 CN 7 & CN
2.500ph ——»

- 2.217pb
2.000ph — » “— 1.971pb
1.500ph — «— 1.388pb
1.00Cph —

«— 379ph
500pb

Figura 5- Produtos de PCR do gene HBAI (2.213 pb — canaletas 1 e 2). As canaletas 3 e
4 correspondem aos produtos de restricdo enzimdtica com Bsu36I das amostras 1 e 2,
respectivamente. O fragmento de 2.213 pb foi clivado em 1.971 pb e 242 pb (ndo
visualizado), mas mostra auséncia da mutacdo correspondente a Hb Etobicoke em
HBAI, pois se estivesse presente tal mutacdo, haveria trés fragmentos de 1.396, 575 e
242 pb. Os produtos de PCR do gene HBA2 (2.217 pb) estdo nas canaletas 5 e 6.
Apenas a crianca com amostra de PCR na canaleta 5 e amostra de restricdo na canaleta
7 apresenta a Hb Etobicoke, a qual em seu sitio de restricdo para a enzima Bsu361 tem
o fragmento de HBA2 mutado clivado em outros dois de tamanhos 1.388 e 829 pb. O
gene a HBAI selvagem ndo possui sitio de restri¢do para essa enzima. MM=marcador

molecular; pb=pares de bases; CN= controle negativo. Gel de agarose 1%.
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MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9

ANT

600pb —»

519 pb
500 pb

Figura 6- Produtos de PCR para parte do gene HBB, éxons 1 € 2 (519 pb —amostras 1 a

9). MM=marcador molecular; pb= pares de bases; CN= controle negativo. Gel de

agarose 1%.
MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9
500ph —»

«— 476pb
300pb — § <+«— 320pb
200p% —

150 ph —» '
100pb — |° +— 156pb

Figura 7- Produtos de restricdo enzimatica de parte do gene beta, éxons 1 e 2 (519 pb;
ver Figura 6). As amostras 3 e 5 sdo heterozigotas para a Hb Maputo, pois o gene
mutado foi quebrado em fragmentos de 476 pb e 43 pb (este tiltimo ndo visualizado no
gel). O gene beta selvagem € clivado em fragmentos de 320 pb, 156 pb e 43 pb (ndo
visivel no gel), pois existe um sitio adicional de restri¢do entre os fragmentos de 320 e
156 pb (320+156=476) que € abolido pela mutagdo G>T. MM=marcador molecular;

pb=pares de base. Gel de poliacrilamida 12% corado com brometo de etidio.
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Figura 8- Produtos de PCR do éxon 3 do gene HBAI (651 pb) digeridos com a
endonuclease de restricdo NlalV para a deteccao de Hb St. Luke’s. As amostras de 1 a 4
(produtos de PCR) tém seus correspondentes em ordem crescente e respectiva de
restricdo nas canaletas de 5 a 8. Assim, somente a segunda e a quarta criancas
apresentam essa variante em heterozigose, pois um de seus fragmentos HBAI foi
quebrado em 241 pb, 171 pb, 160 pb, 71 pb e 8 pb (ndo visivel no gel). O fragmento
selvagem € clivado em 241 pb, 160 pb, 110 pb, 71 pb, 61 pb e 8 pb (ndo visivel no gel),
pois nele existe um sitio de restricdo adicional entre os fragmentos de 110 e 61 pb
(110+61=171 pb), abolido pela mutagdo St. Luke’s C>G. MM= marcador molecular;
pb= pares de base; CN= controle negativo. Gel de poliacrilamida 12% corado com

brometo de etidio.

500pb
+«—— 378pb
300 pb >

Figura 9- Produtos de PCR do éxon 1 do gene HBAI (378 pb). Os produtos de PCR
estdo amostrados nas canaletas de 1 a 6. MM= marcador molecular; pb= pares de base;

CN= controle negativo. Gel de poliacrilamida 12% corado com brometo de etidio.
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150ph ——* -

p
«— 87pb
50 pb , P

Figura 10- Produtos de restricdo enzimdtica das amostras da figura 9 digeridos com a
endonuclease BsaJl para a detec¢dao da Hb Ottawa. O gene HBAI mutado € clivado em
nove fragmentos: 97 pb, 87 pb, 50 pb, 35 pb, 34 pb, 29 pb, 22 pb, 13 pbe 11 pb. O gene
HBAI selvagem (378 pb) é, por sua vez, clivado em dez fragmentos: 97 pb, 50 pb, 45
pb, 42 pb, 35 pb, 34 pb, 29 pb, 22 pb, 13 pb e 11 pb, pois possui um sitio adicional de
restricdo entre os fragmentos de 45 e 42 pb (45+42=87 pb), abolido pela mutacdo
Ottawa G>C. Para simplificar a figura, apenas o segmento do gel que faz a distin¢ao dos
dois alelos estd representado. As criancas de 1 a 5 apresentam essa variante em
heterozigose; apenas a crianca 6 ndo apresenta essa variante. MM=marcador molecular;
pb=pares de base; CN=controle negativo. Gel de poliacrilamida 12% corado com

brometo de etidio.

vvm 1 2 3 4 5 CNMM 6 7 8 9 10

300ph —»
200ph — *

+«—— 277pb
N 242 pb

Figura 11- Produtos de PCR de parte do gene beta da globina, éxon 2 (277 pb; ver
amostras de 1 a 5). Os produtos dessa PCR foram submetidos a restricdo enzimatica
com Hpy188I para a averiguacdo da mutacdo HBB:c.304G>C (Hb Rush). As canaletas
correspondentes as amostras de RFLP sdo as de ntimero 6 a 10, as quais correspondem
aos produtos de PCR 1 a 5, respectivamente nessa ordem, digeridos com Hpy188I. Das
cinco amostras apresentadas, trés sdo heterozigotas para a mutacdo da Hb Rush
(canaletas 6, 8 e 10), pois a enzima Hpy188I clivou um dos fragmentos de 277 pb (éxon
2 do gene beta) em outros dois, de tamanhos 242 pb e 35 pb (ndo visivel no gel). As
amostras presentes nas canaletas 7 € 9 ndo possuem a Hb Rush, pois possuem apenas o
fragmento de parte do gene beta selvagem. MM=marcador molecular; pb=pares de

base; CN=controle negativo. Gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata.
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Apéndice 17.4 - Resultados dos sequenciamentos de DNA

Figura 1- Eletroforegrama correspondente ao sequenciamento do éxon 2 do alelo HBA hibrido

(com delecdo alfa 3.7) de uma crianca do estudo, demonstrando a mutagdo GAC>CAC em

heterozigose no cédon 47 (seta), que codifica a Hb Hasharon.

| [ ! )ll | Vi (\/ﬂ 1w | I | l\ 'ﬂ' Ao
A . | .'. \ : ]_ Il'I | \ | :;: '_ |. I. flr\]"; \ '“l | . "Inl"l | :': [fl ll] Al | .:_ A
L V) / RSN )| LTI

Figura 2- Eletroforegrama correspondente ao sequenciamento do éxon 2 do gene HBB de uma

crianca do estudo, evidenciando a mutacdo GAT>TAT em heterozigose no cédon 47 (seta), o

qual codifica a Hb Maputo.
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Figura 3- Eletroforegrama correspondente ao sequenciamento do éxon 2 do gene HBB beta da
globina de uma crian¢a do estudo, demonstrando a mutacio AAC>AAA em heterozigose no

coddon 57 (seta), que codifica a Hb G-Ferrara.
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Figura 4- Eletroforegrama correspondente ao sequenciamento do éxon 2 do gene HBB da mae
da crianca com eletroforegrama representado na Figura 3, demonstrando a mutagdo

AAC>AAA em heterozigose no cédon 57 (seta), que codifica a Hb G-Ferrara.
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Figura 5- Eletroforegrama correspondente ao sequenciamento do éxon 1 do gene HBAI de

uma criang¢a do estudo, no qual se evidencia a mutacio GGT>CGT em heterozigose no cédon

15 (seta), que codifica a Hb Ottawa.
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Figura 6- Eletroforegrama correspondente ao sequenciamento do éxon 1 do gene HBA2 da

crianca com eletroforegrama representado na Figura 5, demonstrando a auséncia da mutagdo

GGT>CGT (Hb Ottawa) no cédon 15 (seta) desse gene, comprovando que essa mutagcdo se

encontra no gene HBA|.
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Figura 7- Eletroforegrama correspondente ao sequenciamento do éxon 2 do gene HBAI de
uma crianga do estudo, demonstrando a mutacio CCG>CGG em heterozigose no cédon 95

(seta), a qual resulta em Hb St. Luke’s.

B A o e — et e e e el e

Figura 8- Eletroforegrama correspondente ao sequenciamento do éxon 2 do gene HBA2 da
crianca com eletroforegrama representado na Figura 7, demonstrando a auséncia da mutagdo
CCG>CGG (Hb St. Luke’s) no cédon 95 (seta) desse gene, comprovando que essa mutacao se

encontra no gene HBA|.

112



APENDICES

| I |
e ]

Figura 9- Eletroforegrama correspondente ao sequenciamento do éxon 2 do gene HBAI da

mae da crianca com eletroforegrama representado na Figura 7, demonstrando a mutacdo

CCG>CGG no cbédon 95 (seta), a qual resulta em Hb St. Luke’s.
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Figura 10- Eletroforegrama correspondente ao sequenciamento do éxon 2 do gene HBA2 de

uma crian¢a do estudo, demonstrando a mutacdo AGC>AGG em heterozigose no cédon 84

(seta), a qual resulta em Hb Etobicoke.
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Figura 11- Eletroforegrama correspondente ao sequenciamento do éxon 2 do gene HBAI da
crianca com eletroforegrama representado na Figura 10, demonstrando auséncia da mutacdo
AGC>AGG (Hb Etobicoke) no cédon 84 (seta) desse gene, comprovando que essa mutacao

se encontra no gene HBA2.

Figura 12- Eletroforegrama correspondente ao sequenciamento do éxon 2 do gene HBA2 do
pai da crianca com eletroforegrama representado na Figura 10, demonstrando a mutagdo
AGC>AGG no cédon 84 (seta), a qual resulta em Hb Etobicoke. O pai da crianca da Figura
10 ndo € homozigoto para essa mutacdo, uma vez que ele apresenta dele¢do alfa 3.7 no

cromossomo homadlogo.

114



APENDICES

220 230 240
=} G 2 T T

Figura 13- Eletroforegrama correspondente ao sequenciamento do intron 2 (IVS-II) do gene
HBA?2 da crianca que apresenta a Hb Etobicoke. Demonstra-se a presenca de 7 nucleotideos
exclusivos do gene HBAI (destacados pela seta), em heterozigose com a sequéncia que €
caracteristica dessa regido de IVS-II do gene HBA2. O fragmento foi amplificado com
iniciadores especificos para o gene HBA2, mostrando que a crianca apresenta um alelo hibrido
HBA212 (denominado 0212), cujo mecanismo de formagao pode ser conversdo génica, duplo
crossover ou crossover simples do cromossomo selvagem (HBA2HBA1) ) com 0 cromossomo

hibrido correspondente ao tipo I da forma delecional 3.7 da alfa-talassemia (-o*").

Figura 14- Eletroforegrama correspondente ao sequenciamento do cédon 131 do éxon 3 de
HBAI da crianca que apresenta a Hb Etobicoke. Na seta destaca-se a mutacdo silenciosa

(Ser>Ser; TCT>TCC; rs149264789).
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