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RESUMO

Introducdo: Algumas hemoglobinas (Hb) variantes apresentamiliti@tbe eletroforética
semelhante a da Hb S, o que pode levar ao fagmastico de traco ou doenca falciforme. A
maioria dos individuos possuidores das Hbs vasaétassintomética, mas em varios casos a
Hb estd associada a alfa-talassemia, 0 que pod#areem alteracdes hematoldgicas. A
associacdo de Hb variante com a Hb S ou Hb C petlerndinar quadros clinicos e/ou
laboratoriais complexoObjetivo e Métodos: O objetivo deste estudo foi determinar a
frequéncia das variantes de hemoglobina detectanldrograma de Triagem Neonatal de
Minas Gerais com mobilidade elétrica similar & daS4 O DNA de 118 criangas foi utilizado
para verificar a presenca do algfd O diagnéstico de alfa-talassemia do tipo 3.7 oufdi.2
realizado por meio da Reacdo em Cadeia da Polim¢RE3R) multiplex do tip@ap (gap-
PCR multipley. Os produtos dessa PCR foram entdo digeridos eodonucleases de
restricdo para detectar as mutacdes correspondeidesleyville-1l e Hasharon, ja descritas
no Brasil. Nos casos negativos para essas Hb®fseegienciamento dos gehH3A ou HBB.
Dados clinicos foram obtidos das criangas que coeupeam a consulta clinica na Fundacao
Hemominas Resultados. Das 118, apenas 6 criancas apresentaram a Hbnfelss 112
foram encontradas duas criancas, (1,8%) com Hb leytake-1l em homozigose (-

o 7Stanleyvillg_3.7:Stanlewills o gutras 94 (84%) com Stanleyville-Il em hetagoge (84 tém

3.7;Stanleyville 3.7;Stanleyville

genétipo ao/-o > cinco o /-o Stanleyvillg,

e cincoo oo) Dentre os 112
casos, seis apresentavam Hb Hasharon em hetemz#igdssoo/-o @Y, Detectaram-
se ainda cinco casos com Hb Ottawa, um com Hb k¢'tle um com Hb Etobicoke, todas
variantes de cadei@ em heterozigose e gendétipo/aa. Hb G-Ferrara foi encontrada em
duas criancas (umav/-a>’ e outraca/oo) e Hb Maputo da/-0® “)em uma, ambas variantes
B e em heterozigose. Dentre as hemoglobinas citadasa, foram encontradas cinco
associagbes com a Hb S: em trés criancas com Hinle$ville-1l, uma Ottawa e uma St
Luke's. A Hb Etobicoke foi encontrada em uma cragge possui o alelo hibrid@12. Nao

foi observada nenhuma alteracdo clinica decorrée$sas associacdes. Em varias criancas
com Hb Stanleyville-ll, todas com ancestralidadeécaha, foram observadas microcitose e
hipocromia, devido a associagcdo com a alfa talassdmtipo 3.7. Foi estabelecida PCR-
RFLP (Polimorfismo de Fragmento de Restricdo) paradentificacdo de todas as
hemoglobinas, com excecdo da hemoglobina G-Feri@oaclusdes. 1. Hemoglobina

Stanleyville-Il é relativamente comum em Minas @er@ncidéncia de 1:11.500); 2. A
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presenca das Hbs Stanleyville-ll, Ottawa, MaputeF-e@ara, Hasharon, Etobicoke e St
Luke's pode levar a falso diagndstico de tracoamnda falciforme, necessitando-se de testes
adicionais para o diagnéstico diferencial corr8toA presenca dessas Hbs parece nao possuir
relevancia clinica, mesmo nos casos encontradde estido quando se detectou associacao
das Hbs variantes St Luke's, Stanleyville-ll e ®W#acom a Hb S; 4. Hipocromia e
microcitose, observadas em varias criancas, sddates co-heranca detalassemia e ndo a
presenca da Hb Stanleyville-Il; 5. Foram encomsachsos assintomaticos de Hb Maputo e
G- Ferrara em heterozigose com a Hb A. Os paisadessancas receberam orientacao
genética sobre a possibilidade das criancas teheos tom doenca falciforme se houver co-
heranca com a Hb S; 6. A PCR-RFLP pode ser utdizamno método diagndstico para todas

as Hbs variantes identificadas neste estudo, caecér da Hb G-Ferrara.
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ABSTRACT

Introduction: Some hemoglobin (Hb) variants have similar elgttavetic mobility to that of
Hb S (“S-like”), which can lead to false diagnosi sickle cell trait or disease. Most
individuals with Hb variants are asymptomatic, lbuseveral cases the Hb is associated with
alpha-thalassemia and may result in hematologitahges. The association of a Hb variant
with the Hb S or Hb C may result in complex cliniead/or laboratory feature§bjective
and Methods: The aim of this study was to determine the frequesfcS-like Hb variants
detected in the Newborn Screening Program in Mi@asais and to assess the clinical
relevance of these Hbs. The DNA from 118 childrems wested for th@® allele. Alpha-
thalassemia types 3.7 or 4.2 were tested in 11@rehi in 56 cities in Minas Gerais by
mutiplex gap-PCR. The products of this PCR weren tldigested with restriction
endonucleases to detect the mutations correspomalinigp Stanleyville-Il and Hb Hasharon,
both already reported in Brazil. In the remainiages sequencing biBB or HBA genes was
necessary to identify the Hb variant. Clinical datae obtained from children who attended
medical consultations at Hemominas Foundatiesults: Of the 118 children, only six were
positive for theB® allele without any other variant. Among the renirain112 children there
were two children (1.8%) with homozygous Hb Stawilégr1l (- o> Staniewillg_3.7: Stanleyville)
94 (84%) with heterozygous Stanleyville-1l (genatgp84oa / - o> SVl fye _ o7/ -
37 Stanleyville
Hasharoy "Five cases with Hb Ottawa, one with Hb St. Lsikeid one with Hb Etobicoke, aH

chain variants in heterozygosis and genotygoa, were also identified. Hb G-Ferrara was

and five o>®""%y/0ar), and six heterozygous Hb Hasharon (el / -o 3"

identified in two children (onew/-a>’ and the otheoa/oo) and Maputo Hboo / -o%) in
one, bothf variants in heterozygosis. Among the above meatloHbs, there were five
associations with thg® allele: three children with Hb Stanleyville-Il, ewith Hb Ottawa and
one with Hb St Luke's. Hb Etobicoke was found thdd who has a hybrid212 gene There
was no clinical change due to these associationseveral children with Hb Stanleyville-Il,
all from African ancestry, microcytosis and hypawhra were observed because of the
association with a 3.7 alpha thalassemia gene. REIER (Restriction Fragment Length
Polymorphism) with specific endonucleases confirm#éidnutations underlying the variant
Hbs, with the exception of Hb G-Ferrara, for whiuh diagnostic endonuclease was found.
Conclusions: 1. Hemoglobin Stanleyville-11 is relatively commanMinas Gerais (incidence
of 1:11,500); 2. Hbs Stanleyville-11, Ottawa, MapuG-Ferrara, Hasharon, Etobicoke and St.



Luke's can lead to false diagnosis of sickle gellk br disease in newborn screening, unless
additional tests for a correct diagnosis are uSedlhese Hbs seem to have no clinical
relevance, even when found in combination withfallele, as happened in this study with
the Hb St Luke's, Stanleyville-1l, and Ottawa; 4pldchromia and microcytosis detected in
several children are due to the co-inheritance-tifalassemia and not to the presence of Hb
Stanleyville-11; 5. Asymptomatic cases of heteraayg Hb Maputo and Hb G-Ferrara were
identified. Genetic counseling about the possibitit having children or grandchildren with
sickle cell disease if thg® allele is co-inherited was given to these famil&sSpecific PCR-
RFLP may be used as a diagnostic tool for all warkdbs identified in the present study,

except for Hb G-Ferrara.
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INTRODUCAO

1- INTRODUCAO

O Nucleo de Acgbes e Pesquisa em Apoio Diagnodivmapad) é o6rgéo
complementar da Faculdade de Medicina da UFMG weiceede referéncia em
triagem neonatal de Minas Gerais, credenciado lghistério da Saude. O Nupad
foi criado em 1993 e vem desenvolvendo trabalho sgnificativo destaque na
saude publica, principalmente por sua amplitudateadimento macigo e gratuito a
toda populagdo mineira.

O Nupad possui um banco de dados do qual constameshda crianca e da
mae, endereco, unidade basica de saude (UBS) erseqo@lheram as amostras de
sangue em papel filtro e resultados dos examegatbiais. Isso torna possivel
manter contato com os profissionais das 853 se@®tmunicipais de salde, o que
permite a localizacdo das criancas e uma comuricaaé solicitar novas amostras
guando necessarias, “busca ativa” imediata dasgatadetectadas como suspeitas de
casos com potencial significado clinico, agendamed# consultas, distribuicdo
gratuita de medicamentos aos doentes e estudoadios estatisticos gerados pelo
sistema de informacéo do Nupad.

A triagem para hemoglobinopatias foi implantadapnograma de triagem
neonatal de Minas Gerais (PTN-MG) em marc¢o de 1898omatografia liquida de
alta resolucdo (HPLC) e a focalizacdo isoelétrie®) eram os métodos de escolha
para a triagem neonatal das hemoglobinopatias esspecial, da doenca falciforme
no PTN-MG. Esses métodos apresentam elevada dielaglbie especificidade para o
diagnostico neonatal das hemoglobinas variantesaler frequéncia e importancia
clinica: Hb S, Hb C, Hb D, Hb E. No entanto, outkagiantes incomuns sao
detectadas por esses méto@dspecialmente pela IEF.

No periodo de 03/1998 a 06/2008, foi realizadostetéle triagem para doenca
falciforme e outras hemoglobinopatias em 2.752 éi#dncas, tendo sido detectados
1.978 casos de doenga falciforme, 91.754 de padadio traco falciforme e 1.637
resultadosque, aparentementegpresentavam hemoglobinas variantes triadas pelos
métodos utilizados — HPLC e IEF, mas nao identifesa Os resultados séo liberados
como hemoglobinas variantes indeterminadas (“iediova coleta no sexto més de
vida para elucidacdo do diagnostico € solicitad@ue pode gerar inseguranca e
incerteza nas maes dessas criangas. A maioria lsayadfiantes sdo assintomaticas.

Em associacdo com outras hemoglobinopatias e ¢aléss, entretanto, pode resultar

1
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em doenca grave (Fucharoehal., 2007). Além disso, existem dezenas de Hb
variantes que podem ser confundidas com a Hb Sayp@sentar ponto isoelétrico
muito semelhante ao da Hb S, o que pode causar Ehadgynostico de doenca
falciforme se ndo forem devidamente confirmadadbftdahtet al., 1967; Bannister
et al., 1972; Canizaredt al., 1983; Marinucckt al., 1983; Hocking, 1997; Chinelato-
Fernandes & Bonini-Domingos, 2005; Joryal., 2007; Fucharoedt al., 2007).

A identificacdo de Hbs variantes que ocorrem emasliGerais e a verificagao
da presenca ou auséncia da relevancia clinicaglees#globinas sdo importantes. A
observacédo de quais Hbs com ponto isoelétrico $eme a HbS ocorrem em MG é
essencial para evitar falso diagnostico de tralmifdame. Além disso, concentracao
inusitada de uma determinada variante em uma re@adinas Gerais pode indicar a
origem étnica daquela populacdo, o que proporditdeeéncias sociais e econdmicas
e contribui para o conhecimento da diversidadetgenéa populacéo brasileira.

Esta tese de doutorado foi elaborada no formatartigos, sendo estruturada
em Introducdo, Revisdo da Literatura, Objetivostddés, Resultados e Discusséo,
sob a forma de artigos, Consideragdes Adicion@isreclusdes, Anexos e Apéndices.
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3- REVISAO DA LITERATURA
3.1- HEMOGL OBINOPATIAS

A hemoglobina humana normal € um tetramero coroppst duas cadeias
polipeptidicas alfa o), ou semelhantes a e duas cadeias n@o- No adulto, a
hemoglobina é formada por duas cadeia® 141 aminoacidos e duas cad@iae 146
aminoacidos. Os genes da cadeiestao localizados no cromossomo 16, assim como o
gene zeta(), similar aa. O cromossomo 11 apresentdoous ocupado pelo gene
responsavel pela producdo da cadeia HBtabem como aqueles genes similargs a

(épsilon -; gama -y e delta -0) (Weatherall & Clegg, 2001) (Figuf.

Chromosome 16 HS-40 g o2 ol

-] 1 H —

Telomere

EMBRYO FETUS ADULT
(262 02y2 022
o2e? 0262
t2y2
B-LCR
3

5 43 21

£ Gy Ay 3 B
Cl : 11 :
T T -

Approximate scale:

—

10 kb
Figura 1- Representacdo dos cromossomos humanos 1@, localizacdo dos

respectivos genes da hemoglobina e cadeias glabipiesentes em diferentes fases da
vida humana (Higgs, 2004).

A estrutura da hemoglobina humana muda de commggioaforme o individuo
esteja na fase embrionaria, fetal ou adulta. Efenlde dos genes expressos em cada
uma dessas fases e, consequentemente, das canleetsathero produzidas. Na fase
embrionaria precoce, a eritropoiese ocorre no g#€elino e os genes das globinas e
se expressam. Na fase subsequente ha expressgendgss (HBA) ey (HBG). Assim,

as hemoglobinas que predominam sdo a GoweRlR), Gower 2 ¢2¢2) e Portland
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(£2y2). Apos essa fase, a sintese de cadegesé interrompida e apenas 0s geH8A

e HBG continuam a ser expressos. A eritropoiese seaieplara o figado e baco fetal e,
ao longo dessa fase, a Hb Fetal (Hb d&yR) € a predominante. Ao nascimento ela
representa cerca de 80% da hemoglobina total piseluA partir do nascimento, a
sintese da cadeidiminui progressivamente, sendo que, na vida adaltprincipal
hemoglobina é a do tipo AxRB2) que, em geral, representa 96% a 99% do total da
hemoglobina de um adulto normal. A hemoglobinaipio A, (x262) totaliza 1 a 3% do
restante e a Hb F passa a representar, entdo,sndend% da hemoglobina total
produzida (Weatherall & Clegg, 2001). Ao longo desenhvolvimento humano, a
expressdo coordenada dos genes semelhantes aledfa globinas ¢é essencial para
uma concentracao balanceada e adequada da Hb destawitrocitos (Clark & Thein,
2004) (Figura 2).
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Figura 2- Representacdo grafica da expressao wifaiedos genes da hemoglobina

humana nas diferentes fases da vida (Cunningghaim 2009).

As hemoglobinopatias constituem um grupo heteregéie doencas causadas
por uma interrupcdo do padrdao normal de express&ogdnes. De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude, cerca de 7% da pgfmulmundial € portadora de
genes subjacentes a tais disturbios (Weatheralegd; 2001).

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

a) as variantes estruturais, em que a alterac@stnatura da hemoglobina se da pela
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substituicio de um aminoacido em uma de suas cagmbpeptidicas e b) as
hemoglobinopatias por deficiéncias de sintese dasgamias, em que ocorre
desequilibrio na producdo de uma ou mais cadeigkbtima (Sonati & Costa, 2008).

3.2-TRIAGEM NEONATAL PARA HEMOGLOBINOPATIAS

Em junho de 2001 o Ministério da Saude brasilgdar, meio da portaria n°
822/01, efetivou a inclusdo da triagem para henbagipatias no Programa Nacional
de Triagem Neonatal (PNTN), antes limitado a ingesfio da fenilcetonuria e do
hipotireoidismo congénito (Ramallebal., 2003).

Apesar do principal objetivo dos programas degém neonatal para
hemoglobinopatias estar focado na deteccdo de reagéoidos com doenca falciforme,
0s métodos laboratoriais utilizados na triagem fermdetectar os portadores do traco,
gue constituem parcela significativa da populadfiaro & Ferraz, 2007).

O estado de Minas Gerais foi pioneiro no Brasilimalantacdo da triagem
neonatal para doenca falciforme e outras hemogdphiias. O inicio do programa
ocorreu em marco de 1998 e foi considerado pore&erje colaboradores (2005)

estado modelo.

3.21- METODO LABORATORIAIS PARA A TRIAGEM NEONATAL DAS
HEMOGLOBINOPATIAS

Os programas para a triagem das hemoglobinopadiaBrasil, em especial a
triagem neonatal, utilizam a eletroforese de heologh ou a HPLC de troca ibnica,
como 0s principais métodos para a identificacdo iagndstico laboratorial das
hemoglobinopatias.

A deteccdo das hemoglobinas é feita, aléem de®ptincipios fisico-quimicos,
a partir de diferencas na carga elétrica das digevariantes, em funcdo da troca de
aminoacidos ocorrida (Hocking, 1997; Kimueaal., 2008). Portanto, nem todas as
variantes podem ser detectadas por meio dessdpminpois mutacdes “silenciosas”
podem resultar em trocas que acarretam pequenaewiuma diferenca de carga
elétrica, devido a substituicdes de aminoacidosroguo que dificulta ou impossibilita
a deteccao dessas variantes (Hocking, 1997).

A cromatografia (HPLC) e a IEF eram os métodd&atio pelo PTN-MG para
6
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a triagem neonatal das hemoglobinopatias e, entiespega doenca falciformeEsses
métodos apresentam elevada sensibilidade e espdaife (Campbelkt al., 1999; Ou

& Rognerud, 2001), ambas superiores a 99,9%, padiagnéstico neonatal das
hemoglobinas variantes de maior frequéncia e irapord clinica: Hb S, Hb C, Hb D e
Hb E. Outras variantes menos comuns podem ser taédsc por esses meétodos,
especialmente pela IEF.

A IEF é considerada método eficiente para a datetgnto das hemoglobinas
normais como das hemoglobinas variantes, além dssilplitar a distincdo de
homozigotos e heterozigotos e identificar fracOes baixa concentracdo, como por
exemplo a Hb A E um método que possui alto poder de resolugéitida separacéo
de bandas, sendo capaz de diferenciar fenétipdsemglobinas na dependéncia do
ponto isoelétrico (pl) de cada fracéo. E técnitatitmmente simples, rapida e de custo-
beneficio favoravel quando utilizada em larga es(@aixacet al., 2001).

Apesar da elevada sensibilidade e especificidada@odo na identificacdo da
hemoglobina S, a ocorréncia de sobreposi¢cdo deabaréh € desprezivel. Existem mais
de 100 Hbs, como por exemplo, G Galveston, G Nkrfstanleyville-1l (Dherteet al.,
1959), Hasharon (Bonini-Domingos & Chinelato-Fewhes, 2005), Maputo
(Marinucci et al., 1983; Moo-Penret al., 1991), Queen, Ottawa (Fucharoenal.,
2007), G-Ferrara (Canizaresal., 1983), St Luke’s (Bannistet al., 1972), Etobicoke
(Crookstonet al., 1969) que podem ser confundidas com a HbS porsammi@Eem
praticamente a mesma posi¢cao na corrida eletrafarét

O PTN-MG utiliza a focalizacdo isoelétridsallac Resolve Systems® (Ohio,
EUA), Resolve Neonatal Hemoglobin Screen Kit (Perkin Elmer Life and Analytical
Sciences, Finland) e foi o0 pioneiro no Brasil a utilizar a IEF com@etodo de triagem
neonatal em larga escala. Paixdal. (2001) confirmaram a confiabilidade do método
em distinguir tracos para as hemoglobinas AS, ABDede outras variantes, e da
combinag&o com a beta talassemia.

O sistema automatizado de HPMariant (BioRad), kit Sckle Cell Disease, foi
utilizado por muito tempo pelo PTN-MG. Esse sistemabastante sensivel na
identificacdo de Hbs na triagem neonatal, a paetisangue em papel filtro. Ela é capaz
de detectar pequenas concentracbes de fracdes lobmams (Meloet al., 2008),
mesmo na presenca de elevada concentracdo de lobmagfetal, caracteristica do
periodo neonatal. Por ser um sistema automatizéloprocessamento rapido das

amostras com alto indice de reprodutibilidade did&a (Araujoet al., 2004). No

7
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entanto, como o método néo se propde a detecgdengficacdo de outras variantes
incomuns, existe a possibilidade de falhas no distigo neonatal.

Apesar da elevada sensibilidade e especificidad&l e HPLC, alguns fatores
podem interferir nos resultados, tais como a prendgde extrema, transfusdo
sanguinea anterior a coleta de sangue, troca dst@s¢Murao & Ferraz, 2007) e falta
de qualificacdo da equipe técnica para analiseremgdtados. O ideal seria que todo
laboratério de triagem trabalhasse com dois métogkrsdo um de uso rotineiro e o
outro para complementacdo, nos casos duvidososcdimendavel que todos os casos
que apresentem padrdao hemoglobinico inconclusivo dovidoso pela técnica
inicialmente utilizada sejam avaliados pelo outrétodo, de forma a aumentar a

sensibilidade e a especificidade dos resultaddsatgem (Murao & Ferraz, 2007).

3.3- HEMOGL OBINAS VARIANTES

As hemoglobinas variantes sdo resultado de mudaneasequéncia de
aminoacidos das cadeiasp, y ou é dos tetrameros das hemoglobinas A, F.e As
variantes sdo causadas por alteracées nos nuelesttth DNA, tais como delecdes,
insercdes e mutacdes de ponto em um dos genetussiae globina (Hocking, 1997).

A Hb S é a mais frequente hemoglobina varianté@ecida no homem. Ocorre
como resultado de uma mutagédo de ponto no gefegtizbina, que leva a troca de um
Unico aminoacido na sexta posicdo da cadeia pdigpep 6 acido glutdmico—
valina). Os eritrocitos que possuem tal hemoglobofeem um processo de falcizacao,
provocado pela baixa tensdo de oxigénio, acidoskesidratacdo (Stuart & Nagel,
2004). As Hbs que ocorrem em baixa frequéncia d@madas de Hb variantes
incomuns.

Em consulta feita aoGlobin Gene Server (http://globin.bx.psu.edu/cgi-
bin/hbvar/counter) estdo arroladas 1.149 hemoglobinas variantes Gatde3marco de
2012. As consequéncias das alteracOes estrutiasipropriedades fisico-quimicas da
molécula estdo na dependéncia da natureza do poomagacional e do local em que
ele ocorre. As consequéncias podem ser anemia ftieaolquando a alteracdo
determina instabilidade do tetramero da hemoglolinaasporte de oxigénio alterado,
se ha aumento ou diminuicado da afinidade da Hb @eapénio; reducéo da sintese de

uma cadeia da globina, resultando em uma das fatmtdassemia (Naoum, 1997).
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A maioria das Hbs variantes incomuns, na formaerbeigota, sao
assintomaticas, entretanto a presenca de Hb \arigohto com outras
hemoglobinopatias e talassemias pode resultar emceagrave (Hartevel al., 2005;
Harteveldet al., 2006; Fucharoest al., 2007; Harteveldt al., 2007a; Hartevelét al .,
2007b; Jorget al., 2012).

Como exemplo de hemoglobinas variantes incomuaspggsuem importancia
clinica e manifestacdo hematoldgica, pode-se @itmoglobina Leeds em associacao
com B talassemia que pode causar anemia grave (Willerals, 2007); Hb Medicine
Lake, em associacdo com a Hb Kéln, causa quadiaaksemia grave (Colemanal.,
1995); Hb Cagliari e Hb Rush causam anemia heral(f\damset al., 1974; Podda&t
al., 1991); Hb Zoeterwoude causa eritrocitose e hip&kiarteveldet al., 2005); Hb
Bleuland gera microcitose e hipocromia (Hartewatld., 2006); Hb Stara Zagora causa
anemia hemolitica grave (Petket al., 2005). Existem cerca de 100 hemoglobinas
variantes relacionadas com aumento da afinidadeoxigénio, o que gera hipdxia e
eritrocitose compensatéria (Wajcman & Galactér0852 Fucharoent al., 2007).

As hemoglobinas variantes sdo geralmente detectgdasdo o paciente
apresenta hipocromia, microcitose, hipoxia, eritose ou parametros hematologicos
alterados que nao podem ser explicados por defieiéthe ferro e/ou talassemia (
Harteveldet al., 2005; Harteveldt al., 2006; ; Hartevele@t al., 2007a; Hartevelet al .,
2007b). Ha casos em que sdo detectadas em doadmndaee (Jorget al., 2007),
quando é realizado aconselhamento genético ou esnscde investigacdo de
hepatoesplenomegalia (Laca&h al., 2004). Ha também casos em que é feito um
diagnéstico de hemoglobina S, mas a porcentageativieeldas hemoglobinas presentes
nao corresponde ao que habitualmente é esperadod@a Hb é analisada por outros
métodos, descobre-se, entdo, uma variante descdatiEacharoesmt al., 2007).

No Brasil ja foram descritas novas variantes, taiso Hb Itapira, Hb Bom
Jesus da Lapa, Hb Boa Esperanca (Jerge., 2007), Hb S-S&o Paulo (Jorgeal.,
2012), entre outras, e ha significativa possibilelade que novas variantes sejam
identificadas, uma vez que o Brasil possui grandigenacao genética resultante da
mistura de Amerindios, Europeus e Africanos (Pimetral., 2006).

Pesquisadores de varios centros criaram um bandadbs sobre Hbs variantes
chamado Hbvar localizado dentro @obin Gene Server disponivel no endereco
eletrbnico  http://globin.cse.pse.edu/globin/hbvaronhtml. Nesse banco sé&o

encontradas diversas informacfes sobre cada \griamtluindo a descricdo da
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mutacéo, manifestacdes clinicas associadas, dalbmstoriais, ocorréncia étnica, além
de referéncias bibliograficas. (Hardiseh al., 2002). Ha também ferramentas de
notacdo gendmica e alinhamento que podem ser agiilsz além de protocolos
disponiveis para o diagnostico (Patriebal., 2004; Giardinet al., 2007).

3.4- DOENCA FALCIFORME

As doencas falciformes sao caracterizadas petepca da hemoglobina S (Hb
S) nos eritrocitos (Weatherall & Clegg, 2001). @dividuos heterozigotos para a Hb S
(Hb AS), também chamados de portadores do tragofdiahe, sdo clinicamente
assintomaticos. J& os individuos homozigotos (HBY &3esentam uma anemia
hemolitica crénica conhecida como anemia falciforde consequéncias do intenso
processo de falcizacdo nesses individuos sédo e&i&@&vdependem de varios fatores,
entre eles da quantidade de Hb F residual quepeksiem (Tomé-Alveat al., 2000).
Os pacientes comumente apresentam uma anemia tiemotdnica acompanhada da
oclusdo de pequenos vasos sanguineos, 0 que |msiia@ tecidual isquémica, dor,
infartamento e necrose de diversos orgaos (Clarkigg&ins, 2000).

A Hb S é a variante mais comum na populacdo bnasil& incidéncia da
doenca falciforme na triagem neonatal de MG € 13..8 trago falciforme 1:30
(Fernandest al., 2010). Existem dezenas de Hbs que apresentarhgerfiatografico
elou eletroforético similar ao da Hb S o que palad a falso diagndstico de doenca
falciforme se ndo forem devidamente confirmadasin@ato-Fernandes & Bonini-
Domingos, 2005).

3.5-HEMOGLOBINA STANLEYVILLE-II

A Hb Stanleyville-1l € uma variante de cadeia gdfpha2 or alphal 78(EF7)
Asp>LisHBA2:¢.237C>G (0HBAL)] na qual ha substituicdo do aminoacido asparagina
por lisina, no cédon 78 na regido nao-helicoidateens hélices E e F (EF7). Essa Hb
foi descrita pela primeira vez em 1959, em duasiliando nordeste do Congo,
fronteira do Sudao, em Stanleyville, hoje chamadsakgani, cidade pertencente a
Republica Democratica de Congo. Uma das familia®mpeaa a tribo Budu, de lingua
Bantu, vivia no nordeste do Congo Belga e era walg#or tribo Nilotes. A outra

familia era oriunda do nordeste de Congo, na red@aio Uele, cuja populacédo é
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originada de uma mistura das tribos Bantu-Nilotele&Acoberta da Hb Stanleyville-Il se
deu pelo estudo do sangue de quatro individuogiosanmae e um filho de cada
familia. A eletroforese no gel de amido em pH ahwamostrou além da hemoglobina
A, uma outra fracdo indistinguivel das hemoglobirilb S e D. Essas fracdes foram
indistinguiveis da Hb A pela eletroforese em pHdaciO teste de falcizacéo foi

negativo e a Hb variante foi denominada Stanlegalll(Dherteet al., 1959).

Posteriormente foi descrito um novo caso de Hml&gille-1l, também em
heterozigose, em uma mulher da republica do CoAgblb apresentou as mesmas
caracteristicas na eletroforese alcalina e aciigpdssivel visualizar uma fragdo de Hb
A,, mais lenta que aAtradicional, provavelmente composta de cadeia @fa a
mutacdo Stanleyville-Il associada a cadgiaormal. O estudo identificou ainda, no
codon 78 da cadeia alfa, através da técnicnderprint, a substituicdo da asparagina
pela lisina. Como essa substituicdo ocorre em @gids nao-helicoidal entre as hélices
E e F (EF7), na superficie da molécula da hemogiplsiem contato com o grupo heme
ou com outra cadeia de globina, os autores preymaertadamente, que a hemoglobina
variante nao traria consequéncias clinicas (VaneRals 1968).

North e colaboradores (1975) descreveram a Hb &patie-Il em heterozigose
em uma familia que vivia na Alsécia, regido da Eaahs caracteristicas eletroforéticas
ndo se distinguiam do que j& foi até aqui referilofracdo representava 24% da
hemoglobina total na menina de 8 anos. A mae eodius sete irmdos da crianca
também eram portadores da Hb variante. Pelo médedongerprint verificou-se a
troca da asparagina pela lisina, no codon 78 (H&©adeia alfa.

Costa e colaboradores (1987) descreveram o estudoas familias brasileiras
com Hb Stanleyville-ll associadacatalassemia. Um dos pacientes foi o primeiro caso
descrito de homozigose tanto para Hb Stanleyilleeimo para Hb S. Tratava-se de
uma menina brasileira, de quatro anos de idadeanegresentando quadro clinico
compativel com doenca falciforme, aléem de micregt@ hipocromia. O teste de
falcizacéao foi positivo, inclusive nos pais. A ebdbrese em acetato de celulose, pH
alcalino, mostrou uma banda de Hb &°f,), uma banda da Hb hibrida S/Sta I,
migrando na regido da Hb,Ae uma banda da Hb,Aariante ¢°'%,) ainda mais lenta
que a Hb A habitual. Ja a eletroforese dos pais mostrou gfr@cdes de hemoglobina,
migrando nas posi¢cdes da Hb A, da Hb S, da Hibabitual e uma fragcdo ainda mais
lenta que esta. O padrao eletroforético em pH amidstrou Hb S em homozigose para

a crianca e em heterozigose para 0s seus pais.
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Dodé e colaboradores, (1990) por meio de técnicdsaulares para analise das
mutacdes no gene daa alfa globina humana, estudafaNA de um individuo negro,
do Zaire (atual Republica Democrética de Congajemonstraram homozigose para
anemia falciforme em associagdo com Hb Stanleylijllena auséncia de alfa
talassemia. Os gened ea?2 foram sequenciados e verificou-se que a mutagau\ea
0 éxon 2 do gene2: AAC > AAA (Stanleyville-1l,0,"%™9.

A andlise dos aminoacidos de cada uma das cadeigi®lina peldingerprint
mostrou na cadeia alfa a substituicdo da aspargoeta lisina ¢78 Asr>Lys),
confirmando a Hb Stanleyville-1l, e, na cadeia petaubstituicdo do acido glutamico
pela valina (GleVal), confirmando a dupla homozigose Hb S/Stall eraanca
(02>P,°). A quantificacdo da sintese das cadeias de glahstrou que a razdo entre a
producdo de cadeias alfa/ndo-alfa variou entre @,3877 nos diversos individuos
estudados, confirmando a hipétese de alfa talassébuimo n&o foram encontradas
cadeiasa ou B normais no paciente estudado, os autores conuu@ae a dupla
homozigose para as duas variantes sO seria possi\adsociacdo datalassemia em
cis com ax Stanleyville-Il. Isso foi demonstrado no trabathdosequente (Coséhal.,
1991), usando enzimas de restricdo que definiragstado de heterozigose para a
delecao do tipo 3.7 nos pais e na irmé e de horoseigo paciente estudado.

Costa e colaboradores (1991) encontraram a Hbestalhé-11 em uma mulher
de 20 anos, brasileira, negra. Essa Hb constitbPd 8o total das cadeias alfa
produzidas e, pelo mesmo raciocinio acima, a matagieria estar em cis com a
delecdo de um gene alfa.

Wenning e colaboradores (2000) analisaram 27 p&siencom
hemoglobinopatias estruturais de cadeia alfa, senddro deles (3 negros e um
caucasiano) heterozigotos para a Hb Stanleyvikerllassociacédo com a talasseadfia
(-oS2"elg o sem co-heranca da Hb S. Eles apresentavamaitis® e hipocromia,
provavelmente devidas a associacdo comtalassemia. O padrédo eletroforético foi
similar ao ja descrito. Os autores afirmaram quaulastituicdo nucleotidica AAG
AAA foi confirmada por sequenciamento de DNA eagatpresente no gehBA1L.
Serjeant e colaboradores (2005), como parte dalesta 100 pacientes com doenga
falciforme em Uganda, identificaram, em dois delesp padréo eletroforético
compativel com hemoglobinopatia SC. Uma investigagéis detalhada mostrou

tratar-se de hemoglobina S em homozigose assocdana Hb Stanleyville-1l em
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heterozigose. A fracdo que se assemelhava a Hka @emlade, era a hemoglobina
hibridac,>%,°.

A Hb Stanleyville-1l foi encontrada em heterozigam®m um paciente alemao
diabético o qual teve a dosagem de Hb glicosilag@restimada pelo HPLC devido a
presenca dessa Hb. Os autores destacaram a lilmdagguantificacdo da glicemia pelo
HPLC quando ha uma Hb variante associada a Hb &, ggastem algumas variantes
que influenciam essa quantificagéo (Ostendoaf., 2005).

Em estudo realizado no Quénia foi encontrada a Hnl&yville-Il em
heterozigose em uma criangca de um ano com pa@srtegmatologicos normais e sem
alfa-talassemia. Os autores destacam que o diagmd#erencial entre essa Hb e a Hb
G-Philadelphia por meio de HPLC é confuso, uma gee ambas geram padrdes
cromatograficos muito semelhantes (Waituetlal., 2007).

Gonzalez e colaboradores (2008) descreveram o ippimeaso da Hb
Stanleyville-Il na Espanha, sendo este 0 segundo emn uma pessoa nao-negra na
literatura médica. O estudo mostrou que, pelacétegse em acetato de celulose em pH
alcalino e pela focalizacdo isoelétrica, a Hb vddase comportava de forma
semelhante a hemoglobina S. No entanto, a mesmaa&eparava da Hb A pela
eletroforese em pH &cido. O estudo do gene daaatfai por meio de sequenciamento
génico mostrou a mutacdo AAE AAA, em heterozigose, no codon 78 do segundo
exon da gene&x2. No mesmo estudo foi comprovado que a troca deamnnoacido
eletricamente neutro (asparagina) por outro amidoaeletricamente positivo (lisina)
na superficie externa da estrutura terciaria daiaada globina, no segmento EF,
provoca apenas uma variacdo na carga da cadeiacadlizhcdo da mutacdo nao
interfere na estabilidade, solubilidade ou afinegeklo oxigénio do tetramero da
globina, justificando a auséncia de manifestacbexas (Gonzaleet al., 2008).

Moradkhani e colaboradores (2009) realizaram espaedaeneio de HPLC, IEF e
sequenciamento de DNA e encontraram dois casosamdefyville-1l em heterozigose
no gene alfa2 (237C>A) e 3 casos no gene hibridaabssémico (237C>G). Esse € 0
Unico estudo que relatou a transversao de C par @sicdo 237 do gene.

Em estudo realizado no Rio Grande do Sul com 43/médnatos triados, foram
encontrados doze casos de Hb Stanleyville-11 erarbeigose pelo sequenciamento dos
genes alfa 1 e 2. Nesse estudo a presenca deladaemia e a relacdo de parentesco
nao foram avaliadas (Wagnetral., 2010).
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Em estudo realizado pelo nosso grupo de pesquiam fencontrados dois casos
de dupla homozigose para a Hb Stanleyville-1l a-tdfassemia do tipo 3.7. A IEF ao
nascimento de ambas as criancas evidenciou apeasbéndas: uma com corrida
eletroforética na regido da Hb S e outra localizadéte S e C. J4 os perfis
eletroforéticos no sexto més de vida e nas amodeanfirmacdo das duas criancas
evidenciaram homozigose para hemoglobina na regldo Hb S. Os perfis
eletroforéticos dos pais das criancas foram cowgiaticom traco para hemoglobina
variante na regido da Hb S. Em ambos casos assasiaapresentavam microcitose e
hipocromia devido, provavelmente, a presenca @atalhssemia (Pimentetial., 2011)

Lin e colaboradores (2011) encontraram a Hb Stailleyl em associagdo com
a Hb Constant Spring, sem associacdo com a a#fssthia, em uma mulher chinesa.
A concentracao de Hb era de 6,6 g/dL, o HCM del58 6 HCM de 16,6 pg. As Hbs
foram estudadas por meio de HPLC e eletroforeseagan e os genes alfa foram
sequenciados. Segundo os autores, a mutacdo dataHleyville-Il (AAC>AAA) foi
encontrada no gene alfa 1 e a da Hb Constant Spoiggne alfa 2. Esse foi o primeiro
caso descrito de Hb Stanleyville-Il na Asia e o®@s hipotetizaram que a mutag&o
que resulta na Hb Stanleyville-ll teria trés origetiferentes: uma na Africa, em geral
associada a alfa talassemia do tipo 3.7, outrgpéiamo gene alfa 2 e outra asiatica, no
gene alfa 1.

351 ASSOCIACAO DA HB STANLEYVILLE-II COM OUTRAS
HEMOGLOBINOPATIAS

A hemoglobina Stanleyville-1l foi observada em a@sspdo com a anemia
falciforme (Serjeantt al., 2005; Burchall & Maxwell, 2010), com a talassermia’
(Costaet al., 1987; Costat al., 1991; Serjeantt al., 2005; Kimuraet al., 2008), com o
traco para a anemia falciforme (Rhaatlal., 1983; Costat al., 1987); (Wenningt al.,
2000; Serjeantt al., 2005); (Kimuraet al., 2008);(Burchall & Maxwell, 2010), com a
Hb Campinas (Kimurat al., 2008) e com a Hb Constant Spring (kiral., 2011).

H& evidéncias laboratoriais de que a mutagd® interferiia nas relacdes

intermoleculares quando a Hb Stanleyville-1l se b com Hb S ,"® *™Yp,°

Gl=Vah “Haveria estabilizagéo da formagéo de fibras, ifisaddo as propriedades das

formas oxi e deoxi da variante falciforme, levar&ddiminuicdo da polimerizacdo da
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hemoglobina e consequentemente a um achado ctieielhante a Hb S no estado de
heterozigose (Nort&t al., 1980; Rhodat al., 1983).

Costa e colaboradores (1987), como ja descritagrelesram a Hb Stanleyville-Il em
associacdo com o aleffy e com alfa-talassemia em homozigose e ndo encamtra
vantagens clinicas, uma vez que os dados hemato#d@ a evolucdo clinica dos
heterozigotos compostos foram indistinguiveis deagmdes que apresentavam a forma
grave de anemia falciforme.

Burchall e Maxwell (2010) descreveram um caso dso@sacdo da Hb
Stanleyville 1l com a Hb S e alfa-talassemia e olmam que essa associacao
modificaria o fenétipo da anemia falciforme, dimimip a gravidade do quadro clinico
do paciente. Eles afirmam que essa associacdoppi inibitério na formacéo de
fiboras de Hb, o que geraria reducdo da tendéncpmlinerizacdo e aumento no
mecanismo da estabilidade. Os autores também afiropae a associacdo da Hb
Stanleyville-1l tdo somente com a beta ou alfassgaia parece ndo conferir vantagem
clinica para o paciente.

A associacdo da alfa talassemia com a anemiadatof tem sido considerada
como fator de bom progndstico para os pacienteksdBi® e colaboradores (2010)
estudaram a influéncia da alfa talassemia nas pwa(fdes clinicas e laboratoriais da
anemia falciforme e encontraram valores de leuaSciteticulocitos, VCM e HCM
reduzidos. Além disso, foi encontrada uma diminuig@nificativa no risco de doenca
cerebrovascular. Portanto, a mudanca no fenétipendenia falciforme encontrada por
Burchall e Maxwell (2010) pode ser devida a asgdciacom a alfa talassemia e nao

com a Hb Stanleyville-IlI.
3.6- HEMOGL OBINA HASHARON

A Hb Hasharon também conhecida como L-Ferrarahigan-I, Michigan-ll,
Sealy e Sinai é variante de cadeia alfa [alpha2alphal 47(CE5) Asp>His
HBA2:c.142G>C (orHBAL)], na qual ocorre a substituicdo de acido aspagor
histidina no cdédon 47. Ela foi descrita por Halhtee colaboradores (1967) em um
individuo heterozigoto sem altera¢cdes hematolégi@asautores encontraram a Hb com
comportamento eletroforético semelhante ao da Eim 8ma judia Ashkenazi.

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

judia sem alteracdes clinicas e hematoldgicas. ASHilai foi descrita por Ostertag e
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Smith (1968) em uma familia de descendentes judéesse ultimo estudo ndo foram
avaliados os parametros hematoldgicos.

No Canada foram pesquisadas as Hbs variantes &30P2doadores de sangue
e foram encontrados quatro casos de Hb Hasharorurem familia judaica. A
associacdo com alfa talassemia e a relevéncizalidio foram avaliadas (Vella et al.,
1975).

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

0S quais relataram trés casos de Hb Hasharon emohigiose. Segundo esses autores, a
Hb possui instabilidade média e esta localizadgemz alfa 2.
Em estudo realizado no Brasil foram relatados ¥9€ae Hb Hasharon em associacéo
com a Hb A em descendentes de italianos, dentresfifdados que apresentavam
alteracOes estruturais na Hb; todas as 15, emiasdoccom a alfa talassemia do tipo
3.7 (Wenninget al., 2000).

Em estudo realizado com 220 pessoas com suspgegt@arem portadoras de Hbs
variantes provenientes de oito estados do Brasinfoencontrados 11 casos de Hb
Hasharon em heterozigose com a Hb A. A maioriaadggsssoas residiam no estado de
Sé&o Paulo o que indicaria a influéncia de italiamagormacéo da populacdo paulista,
uma vez que a essa Hb é encontrada em italianasleely Ashkenazi (Chinelato-
Fernandes & Bonini-Domingos, 2005).

Chinelato-Fernandes e colaboradores (2006) utlimese de varias técnicas
laboratoriais para tentar identificar hemoglobinariante com perfil eletroforético
semelhante ao da Hb S em 10 pacientes. Estabete€8e®-RFLP com enzima Taq|
que permite identificar a mutacdo que codifica aHdisharon. Em nove pessoas foi
este o diagnostico final e em uma néo foi possingllificar o DNA.

A Hb Hasharon foi encontrada em associacdo conmbaRlé Claro e alfa
talassemia. O paciente apresentou alteracdes Hégieas relacionadas a alfa
talassemia (Kimurat al., 2008).

Moradkhani e colaboradores (2009) encontraramciéses de Hb Hasharon em
heterozigose, dois no geRBAL (um judeu brasileiro € um inglés) e um no geiBA2
(judeu ingles), todas sem associacdo com a ddfsstmia. Esse € o unico trabalho que
encontrou a mutacdo no gedBAl. Os dados hematologicos das trés pessoas estavam
dentro da normalidade e a Hb foi considerada ektav

Em estudo no qual foi pesquisada a causa de anevei&m 2.020 pessoas da

Ameérica Latina, foi encontrado fendtipo alterado Hle, inclusive talassemias, em
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75,5% dos casos. Entre as 70 variantes estrutlnatias” encontradas (3,5%), 10
(14,3%) foram caracterizadas como Hb Hasharon eerdmgose e duas como Hb
Stanleyville-Il. A Hb Hasharon seria originaria ditediterraneo, o que confirma a
intensa influéncia europeia na composicao da poaalda América Latina (Zamaro &
Bonini-Domingos, 2010) .

Em estudo realizado no Rio Grande do Sul com &37criancas triadas foram
encontrados trés casos da Hb Hasharon em hetesezigogene alfa 2. A presenca de

alfa talassemia nao foi avaliada (Wageteal., 2010).

3.7-HEMOGLOBINA OTTAWA (OU SIAM)

A Hb Ottawa é variante de cadeia alfa [(alphal A18] Gly>Arg
HBAL:c.46G>C] na qual hd mudanca de uma glicina por argaina no cédon 15 do
gene alfal, posicdo A13 da molécula. Ela foi desenn heterozigose em 1974 em um
canadense que tinha anemia leve, aparentementeladimnada a Hb Ottawa (Vekh
al., 1974). Ainda no ano de 1974 foi encontrada a mesaotacdo em associacdo com a
Hb A em um tailandés de ancestralidade chinesdptsitlo essa Hb denominada Siam
devido ao ndo conhecimento da descricdo ja feitd/plia e colaboradores (1974). Nao
foram encontradas alteracdes clinicas e hematal®giRootrakuét al., 1974).

O primeiro estudo molecular com a Hb Ottawa failizado por Yodsowan e
colaboradores (2000) em tailandesa que apresent@vacitose, hipocromia e células
em alvo, provavelmente secundarias a associacad@analassemia delecional do tipo
1 que ela apresentava. Na IEF a Hb tinha mobiliééeteoforética na posicdo da Hb S e
o estudo molecular localizou a mutacéo no d¢BAl.

Em estudo posterior foi encontrada a Hb Ottawauera paciente com anemia
leve, dosagem de Hb,Aaumentada (5,5%) e beta talassemia associada. €apama
também apresentavam a Hb; o pai tinha parametmostbigicos normais e a irma
apresentava apenas leve anemia. Todos 0s casosrapbem associacao com a Hb A.
Nesse estudo foi comprovado, portanto, que a Hbn@thao possui efeito talassémico
na producdo da cadeia globinica (Turbpaibeia., 2002).

Fucharoen e colaboradores (2007) desenvolveram R@GR alelo-especifica
multiplex para detectar as Hbs Queens e Siam, guarh sido confundidas com a Hb

S por apresentarem ponto isoelétrico semelhantejua® gestantes com anemia leve.
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Os autores destacam a importancia de técnica®adisipara distinguir as Hbs que séo
confundidas com a Hb S.

Shih e colaboradores (2010) realizaram estudo @arhjetivo de desenvolver
técnica que permitisse a identificacdo de Hb véegude cadeia alfa e a definicdo do
gene HBAL ou HBA2) no qual a mutacéo esta presente. Eles estalsatecsna técnica
chamadahigh-resolution melting a qual permitiu a identificacdo de varias Hbs,tien
essas, a Hb Ottawa.

Em estudo realizado em 11.450 pessoas saudaveguangdong (China) com
0 objetivo de verificar o perfil epidemiologico dab variantes, foram encontrados
quatro casos de Hb Ottawa em heterozigosedflah, 2012).

Em todos os casos nos quais houve demonstracdcutaslea mutacdo génica foi

localizada no geneBAL.

3.8- HEMOGLOBINA MAPUTO

A Hb Maputo é variante estavel de cadeia beta ggramente descrita por
Marinucci e colaboradore§1983) em uma crianca de dois anos nascida em Maputo
Mocambique. Essa Hb ocorre pela substituicdo d&spartico por tirosina no cédon
47, localizado na superficie externa da molécul®6)C A crianga descrita tinha
associacdo com a HbS, apresentava quadro de amei@ada a grave (Hb 8,5 g/dL),
baco palpavel a 3 cm do rebordo costal, anisockosélulas em alvo. Além disso, a
concetracdo de hemoglobinadstava levemente aumentada. O nivel de hemoglébina
estava dentro do limite normal. Na eletroforesalala foi visualizada apenas uma
banda na posicdo de S e na eletroforese acidam folbbgervadas duas bandas: uma na
posicdo da Hb S e outra na posicdo da Hb A. Gs gemicrianca nao apresentavam
alteracdes clinicas e hematologicas, sendo o p&doy do trago falciforme e a mae de
Hb variante ndo identificada associada a Hb A. KAigossivel nesse estudo fazer
avaliacdes funcionais que atribuissem as alteragiesas observadas a Hb Maputo ou
a associacédo da Hb Maputo com a Hb S (Marinetci, 1983).

A hemoglobina Maputo, assim como outras variagtebinicas com mutacéo
na posicédo 47 do ger¢BB (Hb Gavello, Hb G Copenhagen e Hb Avicenna), parec
nao ter estabilidade alterada, pois a sua afinidadéyacao ao oxigénio e seus efeitos

de cooperatividade sdo normais (Marinwgtal., 1983).
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Posteriormente foi encontrada a Hb Maputo em beiggwse com a Hb A em um
paciente caucasiano dos Estados Unidos, sem éksratinicas ou hematoldgicas. O
perfil eletroforético foi semelhante ao encontrado Marinucci e colaboradores (1983)
na méae da crianca ja relatada. A Hixépresentava 2,9% do total e ndo foi encontrada
alteracéao no equilibrio de oxigénio nessa Hb (Meorfet al., 1991).

Pesquisa realizada no PubMed em abril de 2012av@&tou qualquer outro caso
na literatura internacional. Ainda néo existe ewaii@ experimental do tipo de mutagcao

génica que da origem a Hb Maputo.

3.9- HEMOGL OBINA G-FERRARA

A Hb G-Ferrara é variante levemente instavel, @ée@ beta. Nela ocorre a
substituicdo do aminoacido asparagina pela lismac@don 57, posicdo externa da
molécula. Ela apresenta, em relacdo a Hb A, taxa elavada de dissociacdo em
dimeros e alteracdo no efeito de ligacado do oxigpelo difosfoglicerato. Isso pode ser
devido a introducdo de carga positiva extra nadregia troca de aminoacidos. Isso
explicaria o0 aumento do efeito Bohr presente neks@Giardinaet al., 1978).

Essa Hb foi descrita em familias italianas e agapores foram considerados
hematologicamente normais, apesar de a Hb tercsidsiderada instavel em estudos
feitosin vitro (Giardinaet al, 1978; Guerrasiet al., 1979).0s autores relatam que, na
mesma regido da Italia, haviam sido observadososutasos semelhantes, nao
publicados ou publicados em revistas as quais @&orsseguiu acesso.

Associacdo da Hb G Ferrara com a Hb S foi observath crianga de
Mocambique por Canizares e colaboradores (1983). dfiresentava ovaldcitos,
microcitose, poiquilocitose, anisocitose, células alvo, drepandcitos, hematdcrito
27%, Hb 8,4 g/dL, reticuldcitos 8% e ferro séridopd/dL. Os dados indicam que a Hb
G-Ferrara favoreceria a polimerizagdo da hemogéolin A eletroforese alcalina
mostrou na paciente uma unica banda na posicéd & Ho pai uma banda na posicéo
de Hb A e uma na posicao da Hb S, com teste dedafio positivo. Na mae constatou-
se 0 mesmo padrao do pai, entretanto o teste deagdio era negativo, demonstrando
gue, em pH basico, a hemoglobina G-Ferrara temlidatfé semelhante a da Hb S.
Pesquisa realizada no PubMed em abril de 2012 ea&ou qualquer outro caso na
literatura internacional. Ainda ndo existe evidanekperimental do tipo de mutacdo

génica que da 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 [alpha®(G2) Pro>Arg
HBAL:c.287C>G] com padrdo migratorio semelhante aoll& iHa qual ha substituicdo
de prolina por arginina no cédon 95, posicdo G2cmatato das cadeias alfa e beta
(a1B2). Essa Hb foi descrita em heterozigose em uma famidiltesa cujos pardmetros
clinicos e hematoldgicos eram normais. Estudosulfmoigos iniciais mostraram que
essa Hb possuiria leve diminuicdo na interacaordpagheme e afinidade ao oxigénio
reduzida (Bannistest al., 1972).

Em outro estudo essa Hb foi encontrada associdda & em um homem,
também da ilha de Malta, com policitemia, dedo d@mputado, fumante inveterado e
com diabete melito. Estudos bioquimicos mostraraim essa Hb teria afinidade ao
oxigénio aumentada (2,5 vezes mais em relacao & Hb pH 7,4), interacdo heme
reduzida e efeito Bohr levemente reduzido (Loskial., 1974). O dado de afinidade ao
oxigénio difere do encontrado por Bannister e auiadbores (1972) devido ao fato deste
grupo ter usado uma amostra com alta concentragauwetemoglobina.

Felice e colaboradores (1981) encontraram 12 dastesozigotos dessa Hb em
malteses com dados hematoldgicos normais e obaernvauantidade de Hb St Luke’s
bem abaixo do esperado (12%). Eles atribuiram dssamuicdo a um defeito no
momento da montagem da proteina e a uma tendéagaagentuada a formar dimeros
devido a mudanca de aminoacido ser no contatoatiesas alfa e beta.

A Hb St Luke’s foi observada no Japdo em uma gant@m colecistite aguda.
Ela apresentava dados hematoldgicos normais e aonwemiracdo da Hb variante de
13%. Foram feitos estudos bioquimicos e encontradosaumento da afinidade pelo
oxigénio, efeito Bohr levemente diminuido, dadowparaveis aos relatados por Lorkin
e colaboradores (1974). Entretanto a interacdo 2DPG foi considerada normal
(Haranoet al., 1983).

O primeiro estudo molecular da Hb St Luke’s foitdepor Molchanova e
colaboradores (1994) que provaram ser a mutacacapiica essa Hb exclusiva do
geneHBAL. Nesse estudo a Hb St Luke’s foi consideradaves{@or meio de testes de
estabilidade térmica e teste de n-butanol.

Wettinger e colaboradores (1999) estudaram 23:@4lfeses e encontraram 40
individuos com Hb St Luke’s associados a Hb A. Aliméla concentracéo dessa Hb foi

de 11,1% do total e os parametros hematoldgic@srfarormais, com excecado de uma
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mulher que apresentou microcitose e hipocromia,jddewa associacdo com beta
talassemia heterozigo6tica. Em todos 0s casos egdusna mutacdo ocorreu no gene
HBAL.

3.11- HEMOGL OBINA ETOBICOKE

A Hb Etobicoke é variante de cadeia alfa des@itauma familia canadense
com ancestralidade irlandesa. A mutacdo ocorredadorc 84 (F5) pela qual serina é
substituida por arginina na parte interna da médeddo primeiro caso descrito foi
encontrada uma concentragao de Hb variante de 8586sicéo de S ou D e ndo foram
observadas alteracbes hematoldgicas. Algum tipaltéeacdo era esperada devido a
localizacdo molecular da mudanca de aminoacid@akatonet al., 1969).

Em estudo realizado no Japéo essa Hb foi encen&rsgbciada a Hb A em um
homem com leve reticulocitose, sem consequénciascas. Estudos bioquimicos
mostraram que essa Hb é instavel e possui afinidadentada pelo oxigénio (Harano
etal., 1982).

Estudo posterior realizado nos Estados Unidosr&anga com cinco semanas de
idade descendente de francés, indios Cherokeggés fioi encontrada a Hb Etobicoke
na posicao de Hb G e em propor¢cao de 16% do fotaizdo para a concentracdo baixa
de hemoglobina total (8,9 g/dL) néo foi investigéidaadleest al., 1983).

O’Brien e colaboradores (2003) encontraram a HibiEbke em heterozigose
em paciente irlandés diabético. Destacou-se a @pcia do conhecimento sobre a
presenca de hemoglobinas variantes para a quagéificda glicemia através da Hb
glicosilada, pois existem algumas variantes quiientiam essa quantificacdo. Os
autores destacam que essa Hb foi diagnosticada soraovariante na area de retencéo
da Hb D pelo HPLC e na posi¢éo de S pela IEF.

Pesquisa realizada no PubMed em abril de 2012av@&bou qualquer outro caso
na literatura internacional. Ainda néo existe enai& experimental do tipo de mutacao

génica que da origem a Hb Etobicoke.

3.12- HEMOGL OBINA RUSH

A Hb Rush é uma variante instavel gerada por ndota@ posicao 304 do gene

B (G>C) no cédon 101, que ocasiona a substituicaacai glutamico, localizado na
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regido da cavidade central da hemoglobina (G3), ghotamina. Ela foi descrita,
associada a Hb A, em 1974 por Adams e colaboradareuma mulher negra de 43
anos que apresentou anemia hemolitica leve apdecistelctomia, anisocitose,
poiquilocitose, células em alvo, ponteado basoéBiderocitos e sideroblastos. Além
disso, houve queda no nivel de hemoglobina de 12 p@,3 g/dL, o hematdcrito
diminuiu de 37% para 29,8% e a contagem de retitokaumentou de 2 para 4% no
quarto dia apés a cirurgia. A mesma hemoglobinadééctada em uma filha e uma
neta. SO existe essa familia descrita na literafeanacional. Outras citacdes referem-
se a estudos bioquimicos baseados em amostras gessmas (Frischer & Bowman,
1975; Shihet al., 1985).

Frisher e Bowman (1975) avaliaram a deficiéncia esreima eritrocitica
glutationa redutase, utilizando a reducéo visiee? @-diclorofenol inositol (DCIP) pela
glutationa e observaram que a Hb Rush ndo é ptadgipor DCIP, o que indica a
auséncia de deficiéncia da enzima eritrociticaagjluta redutase.

Shih e colaboradores (1985) estudaram as HbsidBrisRush, Columbia,
Potomac e Alberta, que possuem diferentes mutagpesdon 101 do gene beta, para
elucidar o papel do acido glutamico na ligacdo Haabl oxigénio, uma vez que este esta
localizado no contato da subunidadp, da Hb A,que é essencial para a propriedade de
ligacdo de @ Eles evidenciaram que a Hb Rush possui funcéo aloem relacdo a
afinidade pelo oxigénio. Adams e colaboradores 41@9iemonstraram que a Hb Rush
possui uma curva de dissociacdo de oxigénio normal.

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

alteracdes genética e apresentacao clinica

Hemoglobina Gene Alteracdo  Cdédon Apresentacao clinica Referéncia
genética em heterozigose

Etobicoke a2 AGC>AGG 84 Normal Globin gene server

G-Ferrara B AAC>AAA 57 Normal Guerrasiet al.,

1979; Giardinaet al,
1978
Hasharon al oua2 GAC>CAC 47 Normal Globin gene server
Maputo B GAT>TAT 47 Normal Globin gene server
Ottawa al GGT>CGT 15 Normal Globin gene server
Rush B GAG>CAG 101 Anemia hemolitica  Globin gene server
média

Stanleyville-I| al oua2 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 doencasditdrias de distribuicdo
mundial causada pela deficiéncia de sintese de ammanais cadeias alfa da Hb
(Cancado, 2006). E a doenga monogénica mais corendosnais prevalente em areas
tropicais. Devido a migracao populacional, também sido encontrada em paises nao
tropicais (Higgst al., 1989; Weatherall & Clegg, 2001).

A alfa talassemia & mais frequentemente causaddgbecdes envolvendo um
ou ambos os genes alfa, mas também pode ser capsadautacdes pontuais ou
insercdes de nucleotideos envolvendo as sequémnoéasegulam a expressédo do gene
alfa (Higgset al., 1989).

No caso de alteragdo delecionaloatalassemias sé&o caracterizadas de acordo
com o numero de genes afetados, podendo atingimda quatro genes daglobina.

No portador silencioso (ou talassemia alfa minirnedyre a delecéo de apenas um gene
HBA (-a/aa); no traco alfa talassémico (ou talassemia alfaameha a delecao de dois
genesHBA (-o/-a ou --bwa); na doenca da Hb H (ou talassemia alfa intermg8ia
genesHBA séo deletados (--b)) e na Sindrome da Hidropsia Fetal ha delecdo dos 4
genes (--/--). A alfa-talassemia minima € a mamuw e € praticamente assintomatica
e com alteracOes laboratoriais minimas (leve mitwse e hipocromia) ou inexistentes

o que dificulta o diagndstico laboratorial ( Naouri97; Cancado, 2006).

O grupo dos genes daglobina esta localizado no braco curto do cromosso
16 e estdo arranjados na posicde>3" conforme a expressdo durante a ontogénese
(figura 6). Apesar dos genétBAl e HBA2 terem grande homologia e codificarem

exatamente a mesma cadeia de aminoacidos, a épsgendiBA2 é de duas a trés

23



REVISAO DA LITERATURA

vezes maior do que a expressao do ¢g#B&1l. Ambos os genes sdo expressos durante
o periodo embrionério, fetal e na vida adulta (diggl., 1989).

A figura 3 mostra que os genetBA2 e HBAL estdo localizados dentro de
regides de homologia, representadas pelas letrasexZ, e que sao interrompidas por
trés regides curtas e nao-homoélogas, representpdims numeros |, 1l e Il
Recombinacdes reciprocas entre os segmentos Zpagsiem 3,7 kb, produzem
Cromossomos com apenas um geiB& chamado de gene hibrige>") resultando em
um tipo de talassemi#@\s mutacdes delecionais ocorrem por efeitocidEssing-over
desigual, devido ao desalinhamento entre os cramuss 16 durante o processo de
meiose. Ocrossing-over entre as regides homoélogas Z deleta 3,7 kb de [BNa
delecdo do tipoc*? resulta decrossing-over entre as regiées 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- Localizacdo dos gend8A2 e HBA1 no cromossomo 16 e destaque para as
regides homoélogas duplicadas (X, Y, Z) e regides hamoldgas (I, Il e lll). A
extensdo de cada delecédo alfa talassémica € refa@aeelas caixas solidas (Higgs

al., 1989).

A delecdo &>’ é heterogénea e possui trés subtipos diferenfendendo da
localizagéo exata do ponto de quebra da regido dede (Higgst al., 1989). Essa
delecéo é a causa mais comum de alfa-talassem@n smais encontrada na populacéo
de origem africana ou mediterranea. As alterac@satologicas geradas por essa
delecdo podem ser leves ou ausentes (Bages 2001). .

Em um estudo realizado em Campinas G@@rpacientes que apresentavam
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microcitose e hipocromia sem anemia foi encontiaddfa talassemia em 49,9% dos
pacientes, sendo 42,8% do genétipd Zaa, 5,3% 6> /—0>" e 2.5% com mutacbes ndo
delecionais. Esse dado mostra que a alfa talassemiaspecial a delecdo 3.7, € causa
comum de microcitose e hipocromia, sem anemia. Esgaa informacao importante,
pois muitas vezes 0 meédico pesquisa, sem sucessiolagia dessa alteracéo
hematoldgica e a trata erroneamente como se fefedédcia de ferro (Borgest al.,
2001).
Varios estudos brasileiros mostranc@rmé@ncia da delecao do tipo 3.7 causando

a alfa talassemia. Sonati e colaboradores encantraralfa talassemia do tipo 3.7 em
21,3% das 47 pessoas negras estudadas (®bahti1991). Adorno e colaboradores
(2005) estudaram 590 recém-nascidos da Bahia exeaam a delec¢édo 3.7 em 22,2%.
Tomeé-Alves e colaboradores (2000) estudaram 10fGagmres de traco falciforme com
anemia e encontraram a alfa talassemia em 1,59%0q Ifiie destaca a importancia de
avaliar a presenca de alfa talassemia em individi&sapds descartar a presenca de
ferropenia. Couto e colaboradores estudaram a rgasda delecao 3.7 em 106
gestantes, 53 com Hb AA e 53 AC. Eles encontrar@auéncia de 21,7% nas AC e
23% nas AA. Quando comparados os dados hematofdda® grupos com e sem alfa
talassemia, houve diferenca estatisticamente gigtiffa 0 que indica a importancia do
estudo dessa delecdo no acompanhamento das gegtamdeevitar complicacdes a
crianca e a mae (Cousb al., 2003). Belisario e colaboradores estudaram a iagsac
da alfa talassemia em 208 criancas SS eff3Sncontraram 27,9% heterozigotas e
1,4% homozigotas para a delegcéo 3.7 (Belisarab., 2010).

No Brasil j& foram também encontradas, com mereguéncia, as dele¢bes
—o*?, frequente na populacdo Asiatica e do Mediterraren“=° e —a**> que causam
talassemiax’ na populacdo mediterranea (Wennatgal., 2000; Borgest al., 2001;
Belisarioet al., 2010).

A alfa talassemia € encontrada em aas@cicom varias Hbs variantes
(Higgs et al., 1989), havendo varios indicios de melhora no quadimico dos
pacientes, especialmente quando em associacédo ebefog® em homozigose (Higgs
et al.,, 1982; Tomé-Alvest al., 2000; Serjeantt al., 2005; Belisarioet al., 2010;
Burchall & Maxwell, 2010). Existem também hemoglads variantes que geram
fenotipo talassémico, como por exemplo a Hb E & &hbssos, entre outras (Higgs
al., 1989).
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OBJETIVOS

5- OBJETIVO GERAL

Estudar os genes da hemoglobina em criancas pajfis eletroforéticos e/ou
cromatograficos nos exames de triagem neonatal @e fdfam registrados como
indeterminado ao nascimento e que, reanalisadd®® meés de vida, apresentaram-se

com perfil semelhante ou igual ao da hemoglobina S.

5.1- OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Identificar hemoglobinas variantes incomuns quereco em Minas Gerais e verificar a

relevancia clinica dessas hemoglobinas;

. Estudar a associacao de alfa talassemia com agjlednimas variantes; determinar se as
hemoglobinas variantes de cadeia alfa estdo pesseatgen&BA1, HBAL ou hibrido,

se houver delecao talassémica,

. Otimizar PCR-RFLP para identificacdo das mutagbénmicgs correspondentes a
hemoglobinas variantes incomuns que ocorrerem cequéncia mais elevada em MG

ou nas quais for importante a distingcdo com a Hb S.
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6- PACIENTESE METODOS

6.1- ASPECTOSETICOS

O presente estudo foi desenvolvido dando contadéda pesquisa intitulada
“Identificacdo de hemoglobinas com corrida eletréfica semelhante a da
hemoglobina S no Programa Estadual de Triagem Nsoda Minas Gerais (PTN-
MG)”, defendida como dissertacdo de mestrado pondrela Silva Pimentel. Essa
pesquisa havia sido aprovada nas instancias aceaenia Faculdade de Medicina da
UFMG e dos Comités de Etica em Pesquisa da UFM®&dpa n°ETIC295/07), da
Fundacdo Centro de Hematologia e Hemoterapia dasvaerais - Hemominas (oficio
n°67/2007) e pela Diretoria de Ensino, Pesquisatensdo do Hospital das Clinicas da
UFMG (processo n°106/2007).

Para o desenvolvimento do estudo acima citadoefizado contato com as
Unidades Béasicas de Saude (UBS) para fornecerresicieentos sobre a pesquisa,
solicitar que fossem realizadas as coletas de amsod® sangue total em papel filtro e a
assinatura do termo de consentimento livre e essthy pelos pais ou responsaveis.
Como no presente estudo o objetivo era estudar esmas criancas da pesquisa
anterior, identificando-se as hemoglobinas vargrftdam incluidas apenas as criancas
Cujos pais ou responsaveis ja haviam autorizaduotecipacao no estudo.

Para a inclusdo de outras pessoas no estudo Xpécagdes abaixo), foi
solicitada a assinatura do termo de consentimewte & esclarecido pelos pais ou
responsaveis (Anexo 16.1).

A pesquisa atual foi aprovada pelo Comité de EticaPesquisa (COEP) da
UFMG (parecer n°ETIC 163/08) (Anexo 16.2) e pelom@té de Etica (CEP) da
Fundacdo Hemominas (Oficio n°15/2009) (Anexo 16.3).

6.2- POPULACAO ESTUDADA
No banco de dad&QL Server 2000 (Microsoft®), utilizado rotineiramente pelo
Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais (PT®;Mavia 294 criangas triadas

no periodo de margo de 1998 a junho de 2008 prentss de 56 cidades de MG cujo

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

ou idéntico ao da hemoglobina S (Figura 4).

A B

Resultado da triagem l Resultado do
emumcaso (F_, A, ~ 6"mésde
F e 2 bandas T W

! s indeterminadas

' \ na ordem) )
Padrao normal . Padrao AFSC
deRN(F_AF) ] (na ordem)

Figura 4- Viséo parcial de gel de IEF contendo ldbante. A- Resultado da triagem

neonatal ao nascimento. B- Resultado do 6° méglde v

Das 294 criangas, 128 (43,5%) participaram da yssgde Fernanda Silva
Pimentel na qual foi realizada a PCR alelo-especgara a HbS. Destas, novo contato
para coleta de sangue total foi bem sucedido enfarh8ias: 7 ndo foram localizadas
na busca ativa realizada pela UBS e em 3 casos&arndB quis colaborar na coleta de
sangue. Embora as amostras colhidas em papelddnaa pesquisa de Fernanda ainda
estivessem disponiveis, coleta de sangue totahdoessaria, pois para o diagnostico
molecular de alfa talassemia € necessario o isol@ntee DNA a partir de sangue total,
pois fracassaram as tentativas de fazé-lo a potipapel filtro. Essa coorte de 118
criancas (Figura 5) foi utilizada para célculo deidéncia de hemoglobinas variantes
em Minas Gerais. A IEF ao nascimento e do 6° mésidke das 176 criancas que
pertenciam a coorte original e que ndo participadon estudo molecular foram
analisadas para calcular a incidéncia da Hb Staillky.

Outras quatro criangas foram adicionadas no ptes=tudo por solicitacdo de
meédicos que estavam acompanhando essas criancateredimento ambulatorial na
Fundacdo Hemominas. Elas ndo foram utilizadas rlouload de incidéncia de
hemoglobinas variantes em MG porque trés delasrascapis o periodo estabelecido
para definicdo da coorte e uma possuia provaveciassio de hemoglobina variante
com a hemoglobina C e ndo com a S.

Dezesseis membros de uma familia com descendé@aa que estavam em
acompanhamento na Fundacdo Hemominas foram adiciesnaesse estudo. O

propositus ndo havia participado da triagem neonatal, poskewa antes do inicio do
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programa para hemoglobinopatias em Minas Geraigpd@gntes apresentavam uma
anemia hemolitica média a moderada e um perfilasheldis na eletroforese diferente do
habitual: em pH basico trés bandas, uma corresptmdeHb A e duas indeterminadas
na posicao da Hb fetal e, em pH acido, uma correfggde 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)

118 criangas +

4 criangas incluidas por
solicitagao de medicos

Total = 122 criangas ‘

Figura 5- Fluxograma contendo detalhes sobre alpgfm estudada
6.3- DIAGNOSTICO DE HEMOGL OBINOPATIASEM MINAS GERAIS

O PTN-MG foi criado em setembro de 1993, numeoagénjunta entre a
Secretaria de Estado de Saude e a UniversidadeaFele Minas Gerais (UFMG).
Atualmente esse programa viabiliza o diagnosticecgre de doenca falciforme,
fenilcetonuria, hipotireoidismo congénito e fibrasstica. Ele envolve o Ministério da
Saude, a Secretaria Estadual de Saude, a UnivdesiBaderal de Minas Gerais
(UFMG), a Fundacdo de Desenvolvimento da Pesquiaadep), a Fundacao
Hemominas, as Secretarias Municipais de SaudeentdGeral de Pediatria (CGP).
Para a realizagéo dos testes o PTN-MG realizascdietamostras de sangue em 1.933

postos de coletas, localizados principalmente mégades basicas de saude, dos 853
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municipios no estado.As amostras de sangue satadade preferencialmente, do
terceiro ao quinto dia de vida, do calcanhar damenascidos, em papel-filtro,
seguindo os critérios estabelecidos para a triaggonatal das demais doencgas triadas
(Januario & Mourdo, 1998). ApGs a secagem, as aa®SA0 acondicionadas em
envelope contendo todos os dados de identificagd@ridnca e transportadas, por
correio ou portador, ao laboratério de triagem atmindo NUPAD, localizado no
quinto andar da Faculdade de Medicina da UFMG, esto Blorizonte onde sao
processadas.

As criancas com resultado positivo para a doengeifdiane ou outras
hemoglobinopatias sdo encaminhadas para acompanteamédico em um dos centros
regionais da Fundacdo Hemominas, cabendo ao Napasi¢s do setor de controle de
tratamento, a responsabilidade pelo controle e panhamento dos casos especiais,
como por exemplo casos de criancas faltosas nasultasm ou que abandonaram o
tratamento. O PTN-MG oferece aos pais das criacgas resultado positivo para
hemoglobinopatias a realizacdo do estudo familiar, forma a complementar a
avaliacao do diagnastico.

A triagem para hemoglobinopatias foi implantadaRI¥dN-MG em marco de
1998.Do inicio do programa até margco de 2002 apenastodméle eletroforese por
focalizacao isoelétrica (IEF) foi utilizado naeleninacdo do perfil hemoglobinico dos
recém-nascidos (Paixda al., 2001). Foram utilizados insumos e equipamentos de
eletroforese Wallac Resolve Systems® (Ohio, EUAjesolve Neonatal Hemoglobin
Screen Kit (PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Finlandia). As amostras com
resultados alterados ou duvidosos foram repetida® pnesmo método, para
confirmacéao.

A partir de marco de 2002, o laboratorio passawabalhar também com a
técnica de cromatografia liquida de alta resolugizando o equipamentBio-Rad
Variant Hemoglobin Test System e insumos déit Sckle Cell Short, também da&1O-
RAD. No presente momento (maio de 2012), as amo@imassido avaliadas somente
por IEF e os casos suspeitos de doenca falcifordte confirmados por testes
moleculares utilizando-se PCR alelo-especifica patadon 6 selvagem, mutacdes da

Hb C e S, além da mutacdo que gera a Hb D-Punjalbdun 121.
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6.3.1- CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA RESOLUCAO (HPLC) - KIT
VARIANT TM SICKLE CELL SHORT PROGRAM

O Kit Sckle Cdl Short Program utiliza os principios do HPLC através da troca
catidnica.

As amostras diluidas sdo mantidas Veriant a 12 + 2° C na camara do
amostrador automatico e, posteriormente, sdo dgstaequencialmente no fluxo de
analise. Por meio da utilizacdo de um gradienteoddosfato, gerado pela mistura de
dois tampdes de diferentes forcas i6nicas pargdauias hemoglobinas sdo separadas
por uma coluna de troca cationica.

Duas bombas de duplo pistdo controlam o fluxo dduma dos tampdes (1 e 2)
de eluicdo na coluna analitica. A forca i6nica aesiistura € incrementada pelo
aumento da contribuicdo (percentagem) do tampaoredida que a forca ibnica da
mistura aumenta, maior € a quantidade de hemogisbétidas que atingem a elui¢do a
partir da coluna analitica.

Um fotdbmetro de filtros com duplo comprimento deda (415 e 690 nm)
monitora a eluicdo a partir da coluna. A medidaa@gieemoglobinas eluem na coluna e
passam pelo fotdmetro de filtros, sdo detectadasagbes na absorbancia a 415 nm.
Um filtro secundario de 690 nm corrige na linhaldese os efeitos causados pela
mistura de tampdes de diferentes forcas idnicadddss sdo processados e € gerado
um cromatograma (grafico de absorbameeesus tempo) impresso, que contém os
diferentes picos referentes as hemoglobinas ideadéis em diferentes janelas, o tempo
de retencdo, a area das mesmas e o percentuoradat cada uma delas. Cada
hemoglobina ou grupo de hemoglobinas tém um tengpeetbncédo caracteristico. O
tempo de retencdo é medido desde o momento daédnjgg amostra até o ponto
méximo de cada pico. A identificacdo das hemogkxbié feita pela comparacdo do
tempo de retencdo da hemoglobina desconhecida cof@mpo de retencdo de

hemoglobinas conhecidas, analisadas no mesmo aig@@tahet al., 2007).

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

A IEF é um método de eletroforese que separaipestdendo como base seus

pontos isoelétricos (pl) em um gradiente de pH Wiy 1997).
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A separacao das hemoglobinas é realizada por adae@plicacdo da amostra de
hemolisado sobre um gel de agarose contendo asfBHESOLVE com pH entre 6 e.8
Os anfolitos RESOLVE sdo compostos de moléculas anfotéricas de baiso pe
molecular e variados pontos isoelétricos. Quanda aarrente elétrica é aplicada no
gel, essas moléculas migram sobre o gel até seiespisoelétricos (pl's), formando
um gradiente de pH estavel, geralmente entre 6 e 8.

As proteinas sdo formadas por cadeias de amimmacgle possuem
propriedades anfotéricas (podem ser carregadatbvpaosente ou negativamente). Essas
propriedades deixam as proteinas carregadas quamdaneio liquido, podendo
movimentar-se na presenca de uma corrente elé@ipdd de uma solugédo na qual um
aminoacido é colocado determina suas cargas, roadifo seus grupos (carboxi ou
amino), tornando-0s positivos ou negativos de acoain o pH.

Quando uma corrente elétrica € aplicada, as hefiogls migram sobre o gel
até alcancarem a area onde seus pl's se igualgrhl @orrespondente no gel. O ponto
isoelétrico corresponde a carga total zero da pr@t@este ponto, 0 nimero das cargas
negativas se iguala ao das cargas positivas e agém cessa. No ponto isoelétrico

cessa a difusdo da hemoglobina focalizando umaalfamale discreta.

6.4- CONTATO COM ASUNIDADESBASICASDE SAUDE

A partir das informacdes existentes no banco desldo Nupad e das planilhas
Excel contendo dados da pesquisa de mestrado dearéer Pimentel foi feito, via
telefone e logo apds, via correspondéncia (Anexd)l@ovo contato com a unidade
basica de saude para explicacbes sobre a necessidadova coleta de amostra de
sangue total. Kits contendo todo o material necgspara a coleta do sangue total em
tubo com EDTA e a adequada refrigeracdo, para mpasenvio pelo correio a Belo
Horizonte (BH), foram enviados a todas as UBS endas.

Também foi feito contato com os pais, via telefeneorrespondéncia, para
explicar que nova coleta de sangue total seriassade para identificar a Hb da crianca
(Anexo 16.5).

Apo6s concluido o estudo molecular, foi enviada UBS correspondéncia
contendo o resultado da pesquisa da crian¢ca nafdercarta explicativa em trés vias
para que os funcionarios as distribuissem da seguonaneira: uma para ser colocada no

prontuario médico da crianca na UBS (Anexo 1616)a para ser arquivada na UBS e
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uma para ser entregue aos pais ou responsaveisigelea (Anexo 16.7). Foi solicitada
a UBS gque fosse marcada uma consulta com o pediatthnico geral da unidade para
gue 0 mesmo entregasse a carta para a méae e amsiwidas que ela apresentasse.
Esse procedimento foi adotado nos casos das csiaqga tiveram o resultado da
triagem neonatal do 6° més de vida liberado com@ Hissociada a uma variante rara,
poiS nesses casos tratava-se tdo somente de esctr® do diagndstico feito
inicialmente, sem consequéncias clinicas relevamMes casos em que o resultado
havia sido liberado como traco falciforme (perfénimoglobinico AS), os familiares
foram convidados para consulta clinica no Hemooedt# Belo Horizonte, com a
finalidade de explicar o equivoco cometido e emtrdg correspondente documento
pelo médico responsavel pela pesquisa.

O telefone gratuito do Centro de educacdo e apara hemoglobinopatias
(Cehmob Atende -0800) foi colocado na carta aos paia que 0S mesmos entrassem

em contato caso surgissem davidas adicionais.

6.5- DADOS CLINICOSE LABORATORIAIS

Os dados hematoldgicos foram gerados pelo labaratte Hematologia da
Fundagdo Hemominas e os dados clinicos obtidosoresiltas médicas realizadas no
consultério médico do setor de pesquisa da Funddeamminas-BH.

As consultas médicas foram marcadas para 63 asadevido aos seguintes
motivos: 51 tiveram resultado da triagem neonatakexto més de vida, liberado como
AS (grupo A); sete eram portadoras de varianteldltdeom poucos casos descritos na
literatura (grupo B) e cinco eram criancas quesgraram traco falciforme associado a
outra Hb variante (grupo C). Dezenove criancasarfath a consulta, sendo 17
pertencente ao grupo A (14 Hb Stanleyville-1l, Zkaron e 1 Ottawa), uma ao grupo B
(Hb Ottawa) e uma ao grupo C (Hb Ottawa co-herdadadh Hb S). Foram realizadas,
portanto, 44 consultas: do grupo A consultaram3&eriancas (29 criancas com Hb
Stanleyville-1l, duas com Hasharon, uma G-Ferrarmja Maputo), do grupo B
consultaram-se 6 criancas (duas com Hb Hasharoas @ttawa, uma G-Ferrara e uma
Etobicoke) e por fim, do grupo C consultaram-setrguariangas (uma com a Hb St
Luke’s e trés com a Stanleyville-11).

Nas consultas, os pais ou responsaveis receberaen aarta explicativa

contendo o resultado da pesquisa (Anexo 7), unaresiinento sobre a variante de Hb
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que a crianca apresentava e sobre a co-herandéadalassemia, quando era o caso.
Apds a consulta, nova amostra de sangue totaliaiacerfoi colhida para a realizacdo
da eletroforese de Hb em meio &cido e alcalinoneolgeama. Procedimento similar foi

adotado com o progenitor que a acompanhava contudoirde se fazer o estudo

familiar, caso houvesse concordancia para tal.

Os dados hematologicos avaliados foram: conceitragtal de Hb (g/dL),
volume corposcular médio (VCM, fL), Hb corpuscutaédia (HCM, pg), leucometria
total (x1J/L), concentracéo de Hb fetal, dosagem de Hle Bontagem de reticulécitos.
O contador eletrénico de células T-890, COUTER utilizado para realizar o
hemograma. A quantificacdo de Hb fetal foi real&gelo método de imunodifusdo
radial HbF Quiplate, Helena Laboratories) e a contagem de reticulécitos foi realizada

sob microscopia Optica, corando-se o0 esfregacoazuinde cresil brilhante.
6.6- ELETROFORESE DE HEMOGL OBINA

Para a eletroforese de Hb obtém-se hemolisado gemeando 10 pL de papa
de hemacia com 100 pL de solucdo hemolisaREP/SPIFE hemolysate reagent-
Helena Laboratories). O sangue deve ser coletado em tubo contendddEDdeixado
em repouso ou centrifugado para a separacdo dopocamies do sangue. Foram
colocados 17 pL do hemolisado no poco da placaletkoéorese € realizada em gel
alcalino (agarose) e acido (agar citrategléna Laboratories) e a coloracéo das bandas
para melhor visualizacdo é feita com azul acatid(blue stain, Helena Laboratories).

A eletroforese foi feita em aparelho SPIFE 308@i¢na Laboratories) pela técnica

responsavel pelo laboratério de hematologia da &gawlHemominas.
6.7- ELETROFORESE DE CADEIA GLOBINICA

Com o objetivo de definir se seriam utilizadosrasiadores direcionados para o
gene HBA ou HBB, foi feita inicialmente a eletroforese de cadegsbinicas para
identificar se a crianca possuia uma Hb varianteadieia alfa ou beta. Entretanto, essa
eletroforese foi necessaria para poucas criangaes vez observado o padrdo de bandas
na IEF ao nascimento quando comparado com o do s&4 de vida. Se a banda com
localizacéo diferente da habitual desaparecia RadtiEsexto més de vida, tratava-se de

variante de cadeia gama; se o padrédo da IEF admeado era de uma banda
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relativamente forte entre as posicdes das Hbs Saf&gamd) e no sexto més a
mesma desaparecia e deslocava-se para a posicao(a®betd), tratava-se de
variante de alfa. Caso a banda da Hb variantecsdidasse perto da posicado S na IEF
de nascimento, mantendo a mesma posi¢cdo no sestopno@avelmente tratava-se de
variante beta. A co-heranca de alfa-alassemia endacdes simultdneas em duas
cadeias tornavam a interpretacdo mais complexa;ipalmente se havia co-heranca do
gene beta S, comum em MG.

Para a eletroforese de cadeia globinica, foi f@mtohemolisado adicionando-se
10 pL de sangue total a 100 pL de um reagente lwant# (Helena Laboratories). Essa
solucdo foi homogeneizada cinco vezes com a pggtanatica. Em seguida, em outro
tubo, 25 pL do hemolisado foram misturados com ligualume de 2-beta-
mercaptoetanol 1M (BIORAD) e em tampéao Tris-BofaidfA uréia, pH 8,6 (uréia
8M, Tris base 80 mM, EDTA 1,6 mM, acido borico 5Mjpncom o objetivo de separar
as subunidades do tetramero da hemoglobina e o tyiepe. Esta amostra foi deixada
em repouso por 1 h a temperatura ambiente e empdioada no acetato de celulose,
proxima ao polo positivo da cuba (Helena Laborag)riA fita de acetato de celulose
utilizada para fazer a eletroforese foi imersa ampéo Tris-Borato-EDTA e beta-2-
mercaptoetanol 1M 1% por 2 h. A corrida eletrofieeéfoi realizada a 100 volts por 50
min e mais 40 min a 200 volts. O produto da eletede foi corado por meio do
corante Ponceau S. Solucao de acido acético Stuiifieada como descorante. Apos a
descoloracao, seguiu-se a imersdo em metanol 1B@fa. armazenamento da fita de
acetato de celulose, ela foi transparentizada pdmatura de 60°C por 5 min com uma
solucdo transparentizadora (metanol 84%, acidoicacd6% e glicerina 1%). Essa
metodologia foi adaptada de Schneider (1974) erB@vmingos (2003). E importante
destacar que essa eletroforese pode ser substialdaHPLC de fase reversa, nao

disponivel no laboratério..
6.8- ISOLAMENTO DE DNA GENOMICO

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

(Invitrogen), do Fenol Cloroférmio e, por fim, o dpapel filtro FTA-Classic
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(Whatman). Para todos os métodos, com excecao do papel FKA Classic o qual
possui picotador especifico, foram utilizados dasude papel filtro de 5 mm de
didmetro obtidos com picotador manual (Techosuma).

Com nenhum desses métodos foi possivel amplificagene HBA e,
consequentemente, ndo era possivel fazer o diagmalst alfa talassemia. A partir de
tal observagcao, o DNA foi isolado a partir de santpial contido em tubo com EDTA
pelo método fenol-cloroférmio e, posteriormenteamo houve disponibilidade no
laboratorio, por meio do kdomercial QlIAamp® DNA Blood mini kit (QIAGEN).

6.8.1- METODO FENOL /CLOROFORMIO

Ao tubo contendo 200L de sangue total ou 3 picotes de 5 mm de pape fil
contendo sangue total foram adicionados 1D@le tampéo de extracdo (50 mM Tris
HCI, pH 8,0, 50 mM EDTA, 100 mM NaCl, SDS 1%) e tginase K a 5ug/mL. A
amostra foi incubada a 37°C por 16 h ou 55°C porddh agitacdo, para digestdo do
material. Foi adicionado volume igual de fenol anaostra foi agitada por 10 min em
agitador de inversdo, até formar uma emulséo. émrifugada a 15.000 g por 10 min a
temperatura ambiente. A fase aquosa superior foada e transferida para um novo
tubo, acrescentando-se, aproximadamente, metaskeudeolume, de fenol e metade de
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1). A amostra fagitada por 10 min e centrifugada a
15.000 g por 10 min. A fase aquosa superior fora@d e transferida para novo tubo,
onde se adicionou volume igual de cloroférmio-alcsmamilico. A amostra foi
novamente agitada e centrifugada. A fase aquosaisufoi transferida para novo tubo
e depois acrescentado 1/10 deste volume de addgasddio 3M, pH 5,2. Foram
adicionados 2,5 volumes de etanol a 100% a 4°Cpgeneizados suavemente e o tubo
foi colocado a —70°C por 1 h. A seguir foi cengddo a 15.000 g por 10 min a 4°C. O
sedimento foi lavado 2 vezes com etanol a 70%CaeEntrifugando a 15.000 g por 10
min, a 4°C. O sobrenadante etandlico foi eliminadotubo contendo o sedimento foi
incubado, com a tampa aberta, a 37°C para evap@tanol remanescente. O DNA foi
eluido em 2L de tampé&o TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) ¢oesdo a —20°C.
Este método foi inicialmente utilizado para extrBINA, pois era o0 que estava
disponivel para ser feito no momento em que alguamnasstras de DNA de sangue total
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chegaram das UBS. Posteriormente, o método queypasser utilizado foi o do kit
comercial QlAamp® DNA Blood mini kit (QIAGEN)

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

Inicialmente, foi obtida a camada leucocitaria pemtrifugacdo do sangue total
e depositada em microtubo de 1,5 mL.

O DNA foi obtido adicionando-se, em um microtub® 85 mL, 20uL de
protease, 20QlL da camada leucocitaria a temperatura ambient@0q.R do tampao
AL homogeneizado previamente. O microtubo foi afgitem voértex por 15 seg. O
tubo foi incubado a 5€ durante 30 min erdry bath e centrifugado brevemente em
microcentrifuga para remover as gotas na tamp&idhédiram-se 20QL de etanol
100% e o microtubo foi agitado durante 15 seguredosntrifugado brevemente para
remover as gotas na tampa. O conteudo foi tradsfg@@ra a coluna de centrifugacdo e
essa colocada em um tubo coletor de 2 mL. Centrftsg a 12.000 rpm por 5 min e,
em seguida, o tubo coletor foi descartado. A coldmaentrifugacdo foi colocada em
um novo tubo coletor de 2 mL e adicionaram-se pDo tampdo AW1 a coluna.
Centrifugou-se a 12.000 rpm por 5 min e, em seguidabo coletor foi descartado. A
coluna de centrifugacéo foi colocada em um novo tddetor de 2 mL e adicionaram-
se 500uL do tampdo AW2 a coluna. Centrifugou-se a 14.q&1@ por 3 min e, em
seguida, o tubo coletor foi descartado. A colunzedrifugacao foi colocada em um
microtubo de 1,5 mL e adicionaram-se 200 de Tamp&o AE. Incubou-se a
temperatura ambiente por 5 min e centrifugou-s8.@0D rpm por 1 minuto. O DNA
foi estocado a -2 até o momento do uso.

6.9- DOSAGEM DASAMOSTRASDE DNA

A dosagem das amostras de DNA obtidas a partsadgue total foi realizada
em espectrofotdmetrdlanovue (GE Healthcare). Foi observada a absorbancia para
acidos nucleicos que € obtida no comprimento de @ed260 nandémetros (nm). Por
esse método, uma unidade de absorbancia 260 nesgonde a 50 ngl de acidos
nucleicos; a absorbancia para proteina é obtidaomprimento de onda de 280 nm. A

pureza para acidos nucleicos foi aferida pela &elatas absorbancias A260/280. Este
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valor indica a relacdo DNA/proteina e, consequeetge) a pureza da amostra de
DNA. Para a amplificacdo do gehiBA é extremamente importante o nivel de pureza e
guantidade de DNA. Essa dosagem nao foi realizasl@mostras obtidas de sangue em

papel filtro.

6.10- DIAGNOSTICO MOLECULAR DE ALFA-TALASSEMIA

Para o diagndstico de alfa-talassemia deleciamautilizada uma reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), multiplex, do tigap, desenvolvida por Tan e
colaboradores (2001). No presente estudo, foratizados apenas os iniciadores
direcionados para detectar as dele¢bes causadoralfactalassemia do tipo 3.7 e 4.2
por serem essas mutacOes frequentes nos testemdesal na rotina da Fundacéo
Hemominas. Além desses, foram utilizados os inaresl que amplificam o getBA2
normal e parte da regido 3' ndo-transcrita do ddiel, localizado em cromossomo
diferente do genéiBA e utilizado como controle positivo do sucesso mipldicacéo
do DNA. O uso de iniciadores que amplificam o geEiBA2 normal € vantajoso, pois
qualquer uma das sete delecbes remove parte ouaogeneHBA2. Logo, sua
amplificagcdo, juntamente com a amplificacdo de letodibrido, indica que a mutacdo
encontra-se em heterozigose.

O correto alinhamento dos iniciadores com as sela®€ de interesse foi
conferido com as informacdes disponiveis no NCBizahdo a ferramenta BLAST. A

Tabela 2 contém informacdes dos iniciadores utibhza
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Tabela 2- Sequéncia de iniciadores utilizados pafiagnostico molecular da alfa-
talassemia, respectivas concentracoes utilizadasenagdes de PCR e tamanho

esperados dos fragmentos amplificados.

Nome Sequéncia 5’-3’' Concentragao Tamanho do fragpne
LIS1-F ATACCATGGTTACCCCATTGAGC 0.5uM
LIS1-R AGGGCTCATTACATGTGGACCC 0.5M 2.351 pb
a2/3.7-F CCCCTCGCCAAGTCCACCC 0.2uM
3.7/20.5-R  AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG 0.2uM 2.033 pb
a2/3.7-F CCCCTCGCCAAGTCCACCC oM
a2-R AGACCAGGAAGGGCCGGTG 0.2uM 1.803 pb
4.2-F GGTTTACCCATGTGGTGCCTC 0.5uM
4.2-R CCCGTTGGATCTTCTCATTTCCC 0.5uM 1.628 pb

Adaptado de Tast al., 2001

A figura 6 representa esquematicamente o grupantengenefZ/BA indicando

a extensdo representativa de cada delecao e dposiativa de cada oligonucleotideo.
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Figura 6- llustracdo dduster HBA, extensao das dele¢des e posi¢cao dos iniciadores
(Tanet al., 2001)

As reacbes de PCR foram realizadas utilizando ckinercial para PCR
multiplex (Kit Multiplex PCR Qiagen) utilizando oeguinte protocolo de reacéo:
volume final de 25uL contendo 12,5uL de master mix (100 uM de cada dNTP, 0.75
uM MgCl, e 1.25 U HotStarTag DNA polimerase), 26 do pool de iniciadores em
concentracdes distintas (Tabela 1), 2.5de solugédo Q, 3,bL de agua livre de RNA e
200 ng de DNA gendmico.

Com relacdo aos ciclos da PCR, foram utilizadasseuintes condigoes:
ativacdo da enzimiotstart e desnaturacdo do DNA a°@6por 15 min, seguido de 30
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ciclos de 98C por 45 segundos para desnaturacdo do DN f2r 90 segundos para
anelamento dos iniciadores, °@por 135 segundos para acdo da DNA polimerase,
seguido por uma extensdo de 5 min 72

Para visualizacdo dos produtosgd@ PCRmultiplex foi realizada a eletroforese
em gel de agarose. Para isso 1D do produto adicionado de L do tampao de
corrida xileno cianol 5X (Tris 50mM pH 7,6; EDTA 5MDS 5%; xileno cianol 0,1%;
sacarose 28%) foram aplicados em gel de agarose(Ue@Pure ™ Agarose,
Invitrogen) contendo brometo de etidio (10 pg/mA keletroforese foi feita a 80 volts,
durante 90 minutos em tampé&o TAE 1X (40 mM Triseh@8® mM &cido acético; 1 mM
EDTA (pH 8,0). O gel foi visualizado sob luz ultraleta para analise dos fragmentos.

6.11- ESTUDO DOS GENESHBB e HBA

Como citado anteriormente, a IEF ao nascimentodmaomparada a do 6° més
de vida realizadas na triagem neonatal forneceimglse a Hb variante é de cadeia alfa
ou beta. A partir dessa observacgao, foram utiligamoiniciadores direcionados para o
geneHBA ouHBB conforme descrito abaixo.

Para o estudo dos 3 éxons do geét®B foram utilizados os iniciadores
desenhados por Chingchang (2005) (Tabela 3). PR@Raforam utilizados 0,75 U de
Tag DNA polimerase (INVITROGEN), tampdo da enzima,nfmido pelo fabricante
(Tris-HCI 10 mM pH 8,0, 1,5 mM de MggIKCI 50 mM), 3,0 mM de MgG| 0,2 uM
de cada iniciador, dNTPs (20 de cada um dos desoxirribonucleotideos) e 20feng
DNA para um volume final de 50L. A PCR foi realizada em termocicladdechne,
com 5 min a 95°C para desnaturacgéo da fita de DR3 @clos consistindo de 30 seg a
94°C para desnaturacdo, 30 seg de anelamento parac@adores, na temperatura
calculada para cada iniciador - Tabela 2 (BGEX1GEX1R, BGEX3L, BGEX3R
temperatura de 55°C e BGEX2.2R e BGEX2.1L tempexade 52°C) 30 seg a 72°C
para extensao, finalizando com uma extensdo den&amk° C e mantido a 4°C apdés o

término da reacao.
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Tabela 3- Iniciadores utilizados para o estudoaiefBB

Iniciador Sequénciab'- 3 Referéncia
BGEX1L CATTTGCTTCTGACACAACTG Chinchangt al., 2005
BGEX1R GGTCTCCTTAAACCTGTCTTG Chinchareg al., 2005
BGEX2.1L TGCCTATTGGTCTATTTTCC Chincharg al., 2005
BGEX2.2R AACATCAAGGGTCCCATAG Chinchang al., 2005
BGEX3L CATGTTCATACCTCTTATCTTCCTC Chinchang al., 2005
BGEX3R CCCCAGTTTAGTAGTTGGACTTAG Chincharg al., 2005

Para o estudo do geitBA, inicialmente foi feitagap PCR multiplex, pois se
houvesse delecéo alfa talassémica seria necess&monar os iniciadores adequados
para o sequenciamento de DNA. Posteriormente féeitas as PCR-RFLPs descritas
abaixo.

Para o estudo dos gertdBALl e HBA2, isoladamente, foram utilizados os pares
de iniciadores desenhados por LIU e colaboraddd@® ZTabela 4). As condi¢gbes da
PCR foram 0,75M de betaina (Sigma), 5% DMSO, 0,1deMtada iniciador, 200 uM
de cada dNTP, 1,25 U d&aq Platinum (Invitrogen), tamp&o fornecido pelo fabricante
[200 mM Tris HCI (pH8,4), 500 mM KCI], 200 ng de BNgen6mico para um volume
final de 25 pL. A amplificacao foi realizada emntecicladorMastercycler gradient
(Eppendorf) com um aquecimento inicial de 15 mBbg para desnaturacao da fita de
DNA seguidos de 35 ciclos consistindo de 1 min ®C9%ara desnaturacdo, 1 min a 65°
de anelamento para os iniciadores, 2 min e 30 sEZf@ para extensao, finalizando
com uma extensdo de 10 min a 72° C e mantido ag8€ o término da reacéo.

Tabela 4- Iniciadores utilizados para o estudogdreHBAL e HBA2

Iniciador Sequéncia5'- 3 Referéncia
S1 CAC AGA CTC AGA GAG AAC C Zoraét al., 2002
S18 CGT TGG GCATGT CGT CCAC Zowtial., 2002
S3 CAC GGC AAG AAG GTG GCC GAC Zoret al., 2002
S6 TCC ATT GTT GGC ACA TTC CG Zorat al., 2002
S7 TGG AGG GTG GAG ACG TCC TG Harteveld et al, 1996
3.7F AAG TCC ACC CCT TCC TTC CTC ACC Liet al., 2000
3.7(R1) ATG AGAGAAATGTTCTGG CACCTG CACTTG uiet al., 2000
3.7(R2) TCC ATC CCCTCCTCC CGC CCCTGCCTTTTC Eiwl., 2000

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

HBA2, mas nao foram obtidos resultados satisfatorios
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Como os fragmentos obtidos com os iniciadores nitegis por Liu e
colaboradores (2000) eram grandes para serem seages) foram feitagested PCR
para o estudo dos 3 éxons dos getiesle HBA2. Para amplificar o éxon 1 e parte do
exon 2 dos genebIBA foram utilizados os iniciadores S1 e S18 (TabglaPéra
amplificar o restante do éxon 2 e o éxon 3 dos geiwAl foram utilizados os
iniciadores S3 e 3.7RkZ?) e 3.7R2¢1) (Tabela 4). Os iniciadores S6 e S8 desenhados
por Zorai e colaboradores (Zomrtial., 2002) foram testados, entretanto néao foi possivel
a amplificacdo com esses iniciadores.

Para anested PCR foram utilizados 0,5 uM de cada iniciador, 88T200uM
de cada um dos desoxirribonucleotideos), 1puL dadytco amplificado com os
iniciadores de LIU e colaboradores (2000) e tanfpé&wecido pelo fabricante (pH 8,5;
7,5 mM MgC}h) para um volume final de 50QL. Separadamente foi feito um mix
contendo 2,5 U d&aq DNA polimerase Go Tag-Promega) e tampéao fornecido pelo
fabricante (pH 8,5, 7,5mM Mggl O mix da enzima foi colocado no termociclador
faltando 1 min e 45 seg para completar a desnd@toiriagcial de 5 min a 96°C. A PCR
foi realizada em termocicladdechne, com 5 min a 96°C para desnaturacao da fita de
DNA, e 35 ciclos consistindo de 45 seg a 96°C pasmaturagéo, 1 min a 60°C para
anelamento dos iniciadores, 2 min a 72°C para satenseguidos de mais 5 ciclos
consistindo de 45 seg a 96°C, 1 min a 60°C, 5 mi2°€ e mantido a 4°C apds o
término da reacao.

Justifica-se a associacédo de iniciadores deseshamlodiferentes autores pela
dificuldade de se amplificar o gerBA (Clark & Thein, 2004) e por erros detectados
na analise das sequéncias depositadas no bancadde do NCBI. Por exemplo, o
iniciador S6 (Zorakt al., 2002) ndo é especifico para o get®A2 e S8 (Zorakt al.,
2002) parece ter sido desenhado baseado em um@&nsegoa qual havia polimorfismo
genético. A avaliagdo sobre a formacdo de dimeresnperatura de anelamento dos

iniciadores foi feita no progran@ligos verséo 9.1.

6.12- SEQUENCIAMENTO DE DNA

O produto de PCR foi utilizado como molde paraagéo de sequenciamento.
No caso das variantes de cadeia alfa, os dois deraes sequenciados para determinar
em qual deles a mutacdo se localizava. Para agagéb, 40 pL desse produto foi
adicionado a tubo contendo mesmo volume de solded@EG 8000 20% (Prodimol).
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Essa mistura foi homogeneizada com o uso da pgudtanatica, incubada a 37 °C por
15 min, centrifugada por 15 min a 13.000 rpm e dreawadante descartado.
Posteriormente foram adicionados 125 uL de et&@® gelado e centrifugado por 5
min a 13.000 rpm. Esse passo do etanol foi repetia® vez para melhor purificacéo do
material. ApGs todo o etanol ter sido descartadarmqpersao, o tubo foi deixado com a
tampa aberta por 5 min a temperatura ambientegacempleta evaporacdo do etanol.
O DNA foi entdo ressuspendido em 25 upuL de agua ®L.3A mistura foi
homogeneizada 3 vezes com o auxilio da pipetaxadieia temperatura ambiente em
repouso por 10 min.

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

Para a reacdo de sequenciamento foram misturaald® 8g de produto de PCR
purificado (dependendo do tamanho do fragmento dA)D0,7 uM de iniciador, 3 pl
do tampao de diluicAdoApplied Biossystems), 2 pl deBIG Dye Terminator Cycle
Sequencing Standart Version 3.1 (Applied Biossystems) e agua para completar um
volume final de 20 pl. Essa reacéo foi realizada termociclador 9600 Applied
Biossystems) com 96° por 1 min e 35 ciclos consistindo de 1p &96° , 15seg na
temperatura de anelamento do iniciador e 4min &€,668ndo mantido a 4° apos o
término da reacdo. Para os iniciadores S1, S18, XBGEBGEX1R, BGEX2.1L,
BGEX2.2R, BGEX3L e BGEX3R (Tabela 3) foi utilizadademperatura de anelamento
de 50°C e para os 3.7F, 3.7R1, 3.7R2 e S3 (Tabaléefperatura de 60°C.

Para a precipitacdo da reacdo de sequencian@radi€ionado ao produto da
reacao de sequenciamento 90 pL de uma misturanctm&®duL de etanol 100%, BL
de NaAc 3M e 27L de agua deionizada e depurificada. Essa mistuteixada em
repouso durante 15 min a temperatura ambiente, je@mezando por inversdo algumas
vezes.

Posteriormente foi feita a centrifugacdo a 3.5@@n rpor 30 mim e o
sobrenadante é descartado por inversao da placaseginda sao adicionados 1d0de
etanol 70% mantido a -20°C. Posteriormente foafaitnversdo 10 vezes e centrifugado
a 3500 rpm por 10 mim. O sobrenadante foi descapiadinversao da placa e a mesma
foi centrifugada invertida por 300 rpm durante Inmkoi adicionado 1QuL de

formamida Applied Biosystems) e vortexado vigorosamente por 3 min. No momesto d
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colocar a placa no sequenciador a amostra de DNdenaturada por 2 min a 96°C e
em seguida colocada no gelo para o transporte aérelho..

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

dos programas Bioedit versao 7.0.9@aelon 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 ckesHb Stanleyville-11 no
estudo de Fernanda Pimentel foram pesquisados dgioestricdo para a mutagédo que
codifica essa Hb nos fragmentos obtidogaaPCR multiplex. Foi encontrado que se
a mutacao esta presente, os fragmentos possuerasapensitio de clivagem para a
enzimaAfel. Esse sitio estd ausente no alelo selvagem enmlL$@El utilizado como
controle positivo da reacdo (Pimergedl., 2011).

Existem casos na literatura de que a mutacao ogioa a Hb Stanleyville-I
estaria presente no gehi@BAle HBA2 (Wenninget al., 2000; Ostendorét al., 2005;
Globin gene Server). Através dagap PCRmultiplex é possivel amplificar apenas o gene
HBAZ2 ou o gene hibrido. Entdo, as criancas que ndcameeam a Hb Stanleyville-11
pela PCR-RFLP descrita acima tiveram o geéti®Al amplificado por meio dos
iniciadores 3.7(F) e 3.7(R2) (Tabela 4) e posterente submetido a restricdo com a
enzimaAfel.

Para a deteccao da Hb Stanleyville-1l o produtpldivado na gap PCR (10 pL)
foi incubado, por 2 h a 37°C, com 2 U da enzifeh (New England Biolabs) e tampéao
da enzima fornecido pelo fabricante (50 mM aceti#gotassio, 20 mM Tris-acetato,
10 mM acetato de magnésio, 1 mM DTT, pH 7.9) nueagdio de volume final igual a
20 pL.

Posteriormente foi realizada uma PCR-RFLP parectiat a Hb Hasharon, uma
vez que existem casos dessa Hb descritos no Bvdsiininget al., 2000; Chinelato-
Fernandes & Bonini-Domingos, 2005; Chinelato-Fedesat al., 2006; Kimuraet al.,
2008; Wagneret al., 2010; Zamaro & Bonini-Domingos, 2010). Os iniciesk
utilizados nagap-PCR multiplex foram separados em duas PCRs, umaplificava
0 geneHBA2 (02/3.7-F ea2-R-Tabela 2) e o gendSl (LIS1-F e LIS1-R- Tabela 2) e
outra que amplificava o gene hibrida2(3.7-F e 3.7/20.5-R -Tabela 2) e o gene
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LISL(LIS1-F e LIS1-R- Tabela 2). O fragmentdSl (2.350 pb) é clivado em dois
fragmentos (1.307 e 1.043 pb) pela enzihagl. Para detectar a Hb Hasharon o
produto amplificado na gap PCR (10 uL) foi incubapor 2 h a 65°C, com 2 U da
enzimaTagl (New England Biolabs) e tampéo da enzima fornecido pelo fabricante (10
mM Tris-HCI (pH 8.0), 5 mM MgGl 100 mM NacCl, 0.1 mg/ml BSA) numa reacao de
volume final igual a 20 pL.

Apo6s o conhecimento, através do sequenciamenfoNie das mutacbes que
codificam as Hbs Ottawa, Etobicoke, St Luke’'s e Mapforam estabelecidas PCRs-
RFLP que permitiram o diagnostico dessas Hbs ngsscam que houve estudo
familiar. A tabela 5 mostra todas as enzimas atlés para detectar as respectivas
tamanho dos fragmentos obtidos na PCR e na res#igamatica.

Para a determinacdo da presenca da mutacao giieecadHb Ottawa foram
incubados, por 2hs a 60°, 10 pL do produto da R&@R1J da enzima Bsall e tampéo
da enzima fornecido pelo fabricante (50 mM acetiEgotassio, 20 mM Tris-acetato,
10 mM acetato de magnésio, 1 mM DTT, pH 7.9) nueagdio de volume final igual a
20 pL.

Para detectar a Hb St Luke’s foram incubadosypera 37°C, 10 pL do produto
da PCR com 2U da enzima NlalWdw England Biolabs), 20ng de BSA e tampéao da
enzima fornecido pelo fabricante (50 mM acetatgaol&ssio, 20 mM Tris-acetato, 10
mM acetato de magnésio, 1 mM DTT, pH 7.9) numa&ealge volume final igual a 20
ML.

Para detectar a Hb Maputo foram incubados, poa3¥C, 5 pL do produto da
PCR com 4U da enzima DpnINéw England Biolabs) e tamp&o da enzima fornecido
pelo fabricante (100mM NaCl, 50 mM Bis Tris-HCI, &M MgCI2, 1mM DTT, pH
6.0) numa reacédo de volume final igual a 20 pL.

Para a Hb Etobicoke foram incubados, por 2hs @,3I@ uL do produto da PCR
com 2U da enzima Bsu36Néw England Biolabs) e tampé&o da enzima fornecido pelo
fabricante (100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 10 mM MdCL mM DTT, pH 7.9) numa
reacao de volume final igual a 20 pL.Para a Hb @af@ ndo foi encontrada enzima

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

codificam as respectivas hemoglobinas varianteagmentos obtidos com a restricao

enzimatica
Hb Enzima Sitio de Iniciadores  Fragmento  Fragmentos  Fragmentos
restricdo utilizados clivado obtidos no obtidos no
(gene) (pb) alelo selvagem alelo mutado
(pb) (pb)
Stanleyville-  Afel AGC|GCT a2/3.7-F e 1.803 ( 1.803 1.386, 417
Il a2-R HBA2)
Stanleyville-  Afel AGC|GCT a2/3.7-F e 2.033 2.033 1.386, 647
I 3.7/20.5-R  (hibrido)
Stanleyville-  Afel AGC|GCT 3.7F e 2.213 2.213 1.627, 586
I 3.7R1 (HBAL)
Hasharon Taq|l JCGA a2/3.7-F e 1.803 1589, 709, 894, 582, 327
a2-R (HBA2) 582, 327
Hasharon Taq|l JCGA a2/3.7-F e 2.033 705, 582, 557, 894, 582, 557
3.7/20.5-R  (hibrido) 185

Ottawa BsaJl PCNNGG S1eS18 378 (Exon 97, 50, 45, 42, 97, 87, 50, 35,
1; HBAL) 35, 34, 29,22, 34,29, 22,

13, 11 13,11
StLuke’s NlalV. GGNNCC S3e3.7R2 651 (éxon 3;241, 160, 110, 240, 171, 160,
HBAL) 71,61, 8 71,8
Maputo Dpnil AGQGCT BGEX2.1L 519 (éxon2- 320, 156, 43 476, 43
e BGEX3R B)
Etobicoke  Bsu36l CETNAGG 3.7Fe 2.217 2.217 1.388, 829
3.7R1 (HBA2)

Os produtos de PCR-RFLP foram detectados apésofiatiento em gel de
acrilamida 12% (Invitrogen) e corado pelo brometcetidio (10 pg/mL) ou em gel de
agarose 1% contendo brometo de etidio (10 pg/mépenidendo da diferenca de

tamanho dos fragmentos.

6.14- METODOSESTATISTICOS

Andlise estatistica foi realizada apenas com osgaas criancas com a Hb
Stanleyville-1l, pois foi encontrado numero sigodiivo de casos dessa Hb.

Comparacao entre as médias dos valores de Hb, VBEIM: foi realizada para as vinte
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e nove criancas com a Hb Stanleyville-Il que comparam a consulta médica (Anexo
16.8). A analise de variancia (ANOVA) foi utilizagi@ra avaliar a variabilidade entre
0s trés grupos de criangas, sem alfa-talassemm, dmlecdo de um gene ou com
delecdo de dois genes alfa. Para comparar as médsagrupos, duas a duas, foi

utilizado o testgost hoc de Bonferroni.
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8- ARTIGO 1: Hemoglobin Stanleyville-1l [alpha2 78 (EF7) Asnyd; HBA2: c.237C>A]:
incidence of 1:11,500 in a newborn screening prograBrazil

Os resultados observados em relacdo a Hb Staméeijivé alguns dados gerais da
pesquisa foram agrupados neste artigo que foicapeia revistaHemoglobin no més de
fevereiro de 2012. Segundo informacéo da Editseea publicado no fasciculo 4 do volume
36 (2012).
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9- ARTIGO 2: Unstable hemoglobin Rush [beta 101(G3) Glu>GInBHB304G>C]

in a Brazilian family with moderate hemolytic anemi

Este artigo contém os resultados relativos a ifieagéio de hemoglobina
variante em varios membros de familia com descemaétaliana que estavam em
acompanhamento na Fundacdo Hemominagrdpositus ndo havia participado da
triagem neonatal, pois nasceu antes do inicio dgrama para hemoglobinopatias em
Minas Gerais.

O artigo foi aceito para publicacdo Aanals of Hematology em 30 de dezembro de
2011.
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10- ARTIGO 3: Homozygous Hb Stanleyville-11 [alpha2 78(EF7) A&wys;
HBAZ2:c.237C>A, not C>G] associated with genotyp®.7/-13.7 in two Brazilian

families

Este artigo foi publicado como resultado do mestral@ Fernanda Silva
Pimentel que foi muito relevante para o desenvaiton da pesquisa atual. Faz parte da
presente tese porque o método de polimorfismomartho do fragmento de restricdo
(PCR-RFLP) para deteccdo do gene mutante que e@difnemoglobina Stanleyville-II
foi desenvolvido como parte do presente trabalhdede e a doutoranda participou

ativamente da redacgao do artigo, figurando comorstagautora.
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11- ARTIGO 4: Hb Etobicoke mutation in a hybridBA212 allele HBA212 84 (F5)
Ser>Arg;HBA212: ¢.255C>G]

Este artigo foi aceito para publicacédo no periddicnals of Hematology em

maio de 2012. Segue o artigo no formato ja pubticatine.
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12- ARTIGO 5: Descri¢ao clinico-molecular das hemoglobinas Maoeta 47(CD6)
Asp>Tyr HBB:c.142G>T] e G-Ferrara [beta 57(E1l) Asn>Li8B:c.174C>A] em

triagem neonatal no Brasil.

Este artigo sera submetido, apdés versao para @singlo peridédicdnternational

Journal of Laboratory Hematol ogy.
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Resumo

As hemoglobinas Maputo e G-Ferrara possuem pooébéisico semelhante ao da Hb S
e por isso podem levar a falso diagnostico de tfa@cdorme em programas de triagem
neonatal. Durante a rotina do programa de Minasi§eentre 1998 e 2008 foram
detectadas 122 criangas que tiveram resultado deodiebina indeterminada ao
nascimento e no sexto més de vida perfil idénticeemelhante ao da Hb S. O DNA
gendmico das criancas foi utilizado para avaliapresenca do alel¢®, de alfa-
talassemia delecional e para sequenciamento desHje¢R, HBA1 e HBA2. Nos casos
de Hb Maputo também foi feita PCR-RFLP com DpnlasOi22 criangas estudadas,
doze apresentaram a Hb S, duas a Hb Maputo [b&GD4Y Asp>Tyr HBB:c.142G>T]

e duas a Hb G-Ferrara [beta 57(E1) Asn>Lys HBB4CEA], todas em heterozigose.
As quatro maes eram portadoras das correspondeemesglobinas e mutacdes. Foi
observada associagao de alfa-talassemia em undedsb Maputo e um de G-Ferrara.
Na eletroforese em meio alcalino ambas as hemaglsbipossuem mobilidade
semelhante a da Hb S; em meio acido comportamsee eoHb A. Em uma das maes
foi encontrada Hb S associada a Hb G-Ferrara, s@naia de alfa-talassemia. N&o foi
observada alteracé@o clinica nas criangas. As eftesahematoldgicas observadas nas
criangas foram provavelmente devidas a presengdfaldalassemia. Esta é a primeira
descricdo das hemoglobinas Maputo e G-Ferrara aeilBx a primeira a identificar,

internacionalmente, as alteracées em nivel molecula

Palavras-chave: Hemoglobin G-Ferrara, hemoglobiaputb, alfa talassemia, doenca

falciforme
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Introducéo

A Hb Maputo é variante estavel de cadeia betau# @ acido aspartico é
substituido por tirosina no cédon 47, localizado superficie externa da molécula
(CD6). Foi descrita primeiramente em crianca nasech Mocambique. Ela possuia
associagdo com Hb S, Hb 8,5 g/dL, baco palpavetra do rebordo costal, anisocitose,
células em alvo, concentracdo de Hbldvemente aumentada e de Hb fetal dentro dos
limites de referéncia (Marinucet al. 1983). Na eletroforese alcalina foi visualizada
apenas uma banda na posicdo de S e na eletrofacete foram observadas duas
bandas: uma na posi¢cao da Hb S e outra na posicétib A. Os pais da crianca nao
apresentavam alteracGes clinicas e hematolégieagloso pai portador de traco
falciforme e a mae da Hb variante. A Hb Maputodescrita também em heterozigose
em paciente caucasiano dos Estados Unidos, seracéks clinicas ou hematolégicas
(Moo-Penret al. 1991).

A Hb G-Ferrara é variante de cadeia beta levemiaistavel na qual ocorre
substituicdo do aminoacido asparagina pela lismacddon 57, posicdo externa da
molécula. Essa Hb apresenta, em relacdo a Hb A,nes elevada de dissociacdo em
dimeros e aumento da afinidade da ligacdo do oxigén pH acido, o que poderia ser
explicado pela introdugédo de carga positiva extsaregido da substituicdo dos
aminoéacidos (Giardinat al. 1978). Essa Hb foi descrita em familias italiaraes
portadores foram considerados hematologicamenteaisfGuerrasicet al. 1979).
Associacdo da Hb G-Ferrara com a Hb S foi desemtacrianca de Mogcambique
(Canizareset al. 1983). Ela apresentava ovalGcitos, microcitoseigyilocitose,
anisocitose, células em alvo, drepandcitos, Hig&j#, hematdcrito 27%, reticuldcitos
8% e ferro sérico 77 pg/dL. Os dados indicam qudbaG-Ferrara favoreceria a
polimerizacdo da hemoglobina S, resultando no queléitico de doenca falciforme. A
eletroforese alcalina mostrou na paciente uma Uracala na posicdo da Hb S; no pai
uma banda na posicdo da Hb A e outra na posicdtbdd; o teste de falcizacéo foi
positivo. Na mée constatou-se 0 mesmo padrdo depietanto o teste de falcizacao
era negativo.

Esta é a primeira descricdo das hemoglobinas Map@-Ferrara no Brasil e 0
primeiro estudo a nivel internacional que forneadas experimentais sobre a mutacdo

génica subjacente a alteracéo proteica. O estuskaslé¢lbs € importante devido ao fato
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de terem ponto isoelétrico semelhante ao da Hbdbeqyode levar a falso diagndstico

de traco falciforme nos programas de triagem nahnat

Metodologia

Foram estudadas 122 criancas do Programa de iridgonatal de Minas
Gerais, Brasil, no periodo de 06/1998 a 06/2008a&sriancas tiveram resultado de Hb
indeterminada ao nascimento e no 6° més de vidanahsse perfil idéntico ou
semelhante ao da Hb S (Silstaal. 2012).

A focalizacdo isoelétrica (IEF) e a cromatogrdiguida de alta resolucao
(HPLC) foram realizadas na triagem neonatal. Nmé&8 de vida apenas a focalizagao
isoelétrica foi realizada como método confirmatério

O DNA gendmico das criancas foi utilizado pardfigar a presenca do alefd
por PCR alelo especifica (Sanchaisuriyat al. 2004) ou porPCR-RFLP com a
endonuclease de restricdo Ddel. A presenca daséads do tipo 3.7 e 4.2 foi
verificada porgap PCR multiplex (Tanet al. 2001). Para o estudo do gene beta foram
utilizados iniciadores anteriormente descritos (Chang et al. 2005). O
sequenciamento de DNA foi realizado no ABI Prisn83@IApplied Biosystems) por
meio de iniciadore®rward ereverse para se ter certeza da mutagéo encontrada.

Para confirmar a presenca da Hb Maputo e fazetud@$amiliar, foi feita a restricdo
com a endonucleadgpnll no produto d&°CR que amplifica a regido alvo. Para a Hb
G-Ferrara néo foi realizadaPLR-RFLP, pois ndo existe endonuclease de restricdo que
reconheca o sitio da mutacao.

Os exames hematoldgicos foram processando no llapa€oulter T-890.
Eletroforese de hemoglobina foi realizada em meidoée alcalino $PIFE kits, Helena

Laboratories, Beaumont, TX).
Resultados

Das 122 criancas estudadas, 16 apresentaram tearide cadeia beta em
heterozigose, sendo 12 com o algfo(traco falciforme), duas com a mutacdo que

codifica a Hb Maputo (&T>TAT) e duas com a Hb G-Ferrara (AABAA) (Figuras
1A e 1B).
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Na triagem neonatal as quatro criancas tiveram ridieterminada ao nascimento e,
quando reanalisadas no sexto més de vida, umaarcam Hb Maputo e uma com Hb
G-Ferrara tiveram seus resultados laboratoriaerditbos como traco falciforme (Hb
AS) e as outras duas como Hb “rara” associada A.Hrara o presente estudo, 0s geis
originais da IEF foram reanalisados pelos pesqarsade observou-se que nos quatro
casos a hemoglobina variante era ligeiramente caaislica que a Hb S.

A eletroforese de Hb dessas variantes apresept@ilde Hb AS na eletroforese
em meio alcalino e Hb AA em meio acido. A mée deawdas criancas com Hb G-
Ferrara também possui Hb S e €, portanto, dupl@rdmgota para as duas
hemoglobinas (Figura 2).

No estudo molecular dos quatro casos acima citddosm encontradas nas
maes a mesma hemoglobina variante que nos filhaes@itado d&PCR-RFLP feito
para a Hb Maputo é visualizado na figura 3. O DN thaes das criancas com Hb G-
Ferrara também foram sequenciados e mostraramraaradteracao ilustrada na Figura
1B. Na mée de uma das criancas foi detectadaama mutacao beta 6(A3) Glu>Val
HBB:c.20A>T, caracteristica da Hb S. No algftambém se demonstrou a presenca do
polimorfismo rs713040 erkiBB:c.9T>C (His>His), ausente no gene que continha a
mutacdo G-Ferrara, pois a crianga, naquela poséigddjomozigota para o nucleotideo
T.

Os dados hematoldgicos estao resumidos na Tabelexame fisico ndo foram
observadas alteracdes clinicas. Todas as quatitiggrtinham ascendentes africanos,

segundo relato das mées das criangas.
Discussao

Os casos descritos de hemoglobina Maputo e Gyaena forma heterozigota
sdo assintomaticos (Giardieqal. 1978, Guerrasi@t al. 1979, Canizarest al. 1983,
Marinucci et al. 1983, Moo-Penret al. 1991). Os dados clinicos encontrados no
presente estudo confirmam essa informacéo. A canbarde Hb S pode levar a quadro
clinico semelhante ao da anemia falciforme (Caeferal. 1983, Marinucciet al.
1983). Por isso, todas as familias envolvidas cesasvariantes receberam orientacéo
genética pertinente.

A IEF é considerada método eficiente para a datetgnto das hemoglobinas

normais como das hemoglobinas variantes, além dssilplitar a distincdo de
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homozigotos e heterozigotos e identificar fracOes baixa concentracdo, como por
exemplo a Hb A(Paixaoet al. 2001). Apesar da elevada sensibilidade e espéeitie

do método na identificacdo da hemoglobina S, aréooia de sobreposicdo de bandas
nao é desprezivel. Como ja citado, as hemogloitegmito e G-Ferrara, por exemplo,
apresentam ponto isoelétrico muito semelhante ablld&. No presente estudo foi
observado que essas hemoglobinas apresentaranidadbikletroforética ligeiramente
mais lenta do que a Hb S o que destaca a impaatadeiprofissionais atentos e
experientes para interpretar a IEF corretameni@grelo-se, assim, o falso diagnostico
de traco falciforme.

A talassemia do tipo 3.7 em heterozigose ocasmigeocitose e hipocromia
discretas e seus portadores sdo assintomaticos. pfevaléncia elevada no Brasil,
especialmente nos pacientes com doenca falcifoBelesérioet al. 2010). No presente
estudo foram encontradas duas criangas (uma coMaplito — crianca 4 e uma com
Hb G-Ferrara — criangca 1) com leve anemia, miaoseite hipocromia (Tabela) que
podem ser devidas a co-heranca de alfa-talassBiasacrianca 3, a leve microcitose e
hipocromia séo de causa desconhecida.

A mée de uma das criancas com Hb G-Ferrara caheadHb S e merecera
estudo mais detalhado sob os pontos de vista @laicematolégico para se avaliar a
relevancia de tal associagéao.

Concluindo, trata-se do primeiro estudo das heobighs Maputo e G-Ferrara
em nivel molecular e também dos primeiros casosritles no Brasil. A presenca das
hemoglobinas Maputo e G-Ferrara pode levar a fiilsgnéstico de traco falciforme ou
doenca falciforme se apenas a focalizacdo iscedéfior utilizada na triagem neonatal.
S80 necessarios testes adicionais para o diagmddifierencial correto e analises
moleculares para identificacdo da hemoglobina mtgiaA PCR-RFLP com Dpnll é
método simples, rapido e econémico para o diagmodta Hb Maputo e dispensa o
sequenciamento de DNA. Entretanto essa técnicpode ser feita no caso da Hb G-

Ferrara, pela inexisténcia de enzima de restrigaquada.
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Tabela: Exames hematologicos de quatro criancasectivas maes, portadores de

hemoglobina G-Ferrara e Maputo.

Idade  GendtipoHBB Eletroforese de Hb VCM HCM  Gendtipo Hematoscopia
(anos) Hb (g/dL) (fL) (p9) HBA
Crianca 1 9,6 pApCFerar A69%; F1%; G- 11,6 74,5 245  aol-o>” Hipocromia,
Ferrara 28%; A microcitose, célula
3% em alvo,
poiquilocitose
Mae 1 38 pSpCtemarn F 3%; S51%; G- 12 76,4 24,4 o« I-a>" Hipocromia e célul:
Ferrara 41%; A em alvo
5%
Crianca 2 10,1 pARETFerar A59%; F 2%; G- 14,8 84,8 29,2  oadloa Células em alvo
Ferrara 36%; A
3%
Mée 2 38 pApeFerar A 62%; F2%; G- 14 95,7 331 § Células em alv
Ferrara 34%; A
2%
Crianca 3 1,3 pARMaput A 56%; F 1%; 14,2 78,6 258  ao/oa Hipocromia,
Maputo 41%; A microcitose e
2% anisocitose
Méae 3 30,2 pAMaput A61%; F 1%; 14,0 § § § §
Maputo 36%; A
2%
Crianga 4 3,6 pApMarut A 58%; F 2%; 11,5 77,9 257  aa/-a.®’ Sem alteragdes
Maputo 38%; A
2%
Mée 4 8§ pARMaput A 56%; F 2%; 13,5 88 29,3 ao/aa Sem alteragdes

Maputo 40%; A
2%

§ dado néo disponivel
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Figura 1- Eletroforegrama correspondente ao sequencianadenéxon 2 do gendBB.

A- Sequéncia de DNA de uma das criancas que p@ssuutacdo GT>TAT em

heterozigose no cédon 47 (seta), a qual resultddlerivlaputo. B- Sequéncia de DNA

de uma das criangcaa que possui a mutacao>@ em heterozigose no codon 57

(seta), a qual resulta em Hb G-Ferrara.
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Figura 2- Eletroforese de hemoglobina em pH alcalino (padeerior) e acido (parte
inferior). O individuo amostrado na canaleta 1edotrole AS. Painel: hemoglobina
Maputo em heterozigose numa das criancas (car@jetasua mae (canaleta 2). Em
meio alcalino, a Hb Maputo tem mobilidade semekhantda Hb S; em meio acido,
semelhante a da Hb A. Pairi&l hemoglobina G-Ferrara em heterorizogose numa das
criangas (canaleta 2A amostra 3 pertence a sua mée que é dupla hefetazpara a

Hb G-Ferrara e Hb S. A mobilidade eletroforéticaHiaG-Ferrara nos meios alcalino e

acido € semelhante a da Hb Maputo.
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Figura 3- Estudo molecular por PCR-RFLP da Hb Maputo. A: Btosl de PCR para
parte do gendiBB, éxons 1 e 2 visualizados em gel de agarose 1%ReBtricdo
enzimética conbpnll realizada nos produtos de PCR da figura 1A vigadbds em gel
de poliacrilamida 12% corado com brometo de etidis. amostras 3 e 5 sdo
heterozigotas para a Hb Maputo, pois o0 gene mui@dguebrado em fragmentos de
476 pb e 43 pb (este Ultimo nédo visualizado na gefjene beta selvagem é clivado em
fragmentos de 320 pb, 156 pb e 43 pb (n&o visivelat), pois existe um sitio adicional
de restricdo entre os fragmentos de 320 e 156 pbégabolido pela mutacdo G>T.

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

Ainda serao redigidos mais dois artigos, um salraemoglobinas variantes de
cadeia alfa encontradas no presente estudo, palmepte sobre as hemoglobinas
Ottawa, Stanleyville-11 e St Luke's que foram ertcadas em associacao comaHb S e

uma revisao de literatura sobre hemoglobinas vimsancomuns.
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14- CONSIDERACOES ADICIONAISE CONCLUSOES

A Hb Stanleyville-ll é relativamente comum em Min&erais (incidéncia
estimada de 1:11.500) e parece ter sido trazidas pecravos africanos, uma vez que
houve concentracdo dos casos na regido mineradorasthdo, regido esta que
concentrou os escravos vindos da Africa nos sée(Misa XIX da histéria brasileira
(Figura 7A). E possivel que essa incidéncia sejaaaimaior ja que criancas com
associacdo de outras hemoglobinas, como o caso uamfaj encontrada a Hb
Stanleyville-1l associada a Hb C, ndo fizeram paldepopulacdo estudada por nao
possuirem o perfil eletroforético selecionado pachusdo na pesquisa.

As hemoglobinas Ottawa, Maputo, G-Ferrara, Hashdttobicoke e St Luke's
foram encontradas nas regides de Minas Geraisatasas na Figura 7B. Nao se nota
concentracdo evidente de nenhuma delas em regifioufa do estado. Todas essas
hemoglobinas, além da Hb Stanleyville-1l, podematea falso diagndstico de traco
falciforme ou doenga falciforme se apenas a foaglin isoelétrica for utilizada na
triagem neonatal. S&8o0 necessarios testes adiciguaaies 0 diagnostico diferencial
correto e analises moleculares para identificagéloetnoglobina variante.

E bastante provavel que outras hemoglobinas vesae cadeia beta possam
nao ter sido detectadas pelo estudo devido ao peoetétrico ser idéntico ao da Hb S e
na IEF neonatal ja terem sido rotuladas como “trigoiforme”. Os quatro casos
detectados (dois de Hb Maputo e dois de Hb G-Fgrrioram selecionados pela
metodologia da pesquisa porque apresentavam patkddEF indeterminado ao
nascimento e padrao semelhante ao da Hb S no m@dae vida. Reanalisando-se o0s
géis dessas criancas, foi verificado pelos pesdoisa que, na verdade, ambas as
hemoglobinas variantes eram um pouco mais “lerqas’a Hb S, mas a diferenca era
muito pequena e justificava a conduta que havia ®cada na rotina do programa,
qual seja, a de repeticdo do exame no sexto médale
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Etobicoke ’
5

5t Luke's

&

#* Stanleyville-Il

Figura 7- Distribuicdo geogréfica das Hbs variardem ponto isoelétrico semelhante
ao da Hb S encontradas no presente estudo. A- ikacab dos casos de Hb
Stanleyville-Il. Os numeros entre parénteses reptamm a quantidade de criancas
diagnosticadas correspondentes a cada asterisoelher B- Localizacdo dos casos de
Hb Maputo, G-Ferrara, St Luke's, Etobicoke, OttagvaHasharon. Cada crianca
diagnosticada corresponde a um asterisco cujas gepesentam a hemoglobina

variante encontrada (ver legenda interna a figura).

N&o se encontrou evidéncia de relevancia clinasa lftemoglobinas de cadeia
alfa detectadas nos presente estudo, mesmo nas @asque houve associacao de St
Luke's e Stanleyville-Il com a Hb S. Devido ao pagu numero de casos da presente
casuistica, ndo se pode afastar, entretanto, gtresoautores venham a detectar
alteracOes clinicas ou hematoldgicas decorrentesadeHbs variantes. No caso das
hemoglobinas de cadeia beta, G-Ferrara e Maputohéa n&o foram detectadas
manifestagdes clinicas da forma heterozigoética ea@telo normal A. De acordo com a
literatura consultada, entretanto, a co-herangdld® com as hemoglobinas Maputo ou
G-Ferrara pode levar a quadro de doenca falciforcaja gravidade € dificil de se
avaliar pelo namero exiguo de casos relatados (Mexiet al., 1983; Canizareat al.,
1983). Por isso, todas as familias envolvidas cesasvariantes receberam orientacéo

genética pertinente.
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A PCR-RFLP utilizanddfel e Tagl realizada diretamente no produto gigo-
PCR que detecta alfa-talassemia é simples, rapid@mdeatica, tornando desnecessario
0 sequenciamento de DNA, realizado para identificadps dois primeiros casos de Hb
Stanleyville-1l e nos de Hbs Maputo, G-Ferraraa@t, Etobicoke e St Luke's.

A associacao de alfa talassemia do tipo 3.7 fobeinada com as Hbs Hasharon,
Stanleyville-Il, Maputo e G-Ferrara. Nos casos da $tanleyville-lIl foi possivel
comprovar estatisticamente que a hipocromia e witose sdo devidas a co-heranca de
a-talassemia e ndo devido a presenca da Hb varantesi (p < 0,05 em todas as
associacoes - ver anexo 16.8). A auséncia co-heramg alfa talassemia foi constatada
em cinco casos de Hb Stanleyville-ll e em trésedebavia relacdo de parentesco. Foi
possivel observar por métodos moleculares que d&scies correspondentes as Hbs
Ottawa e St Luke's estavam localizadas no ¢tB8%l, a Hb Etobicoke no alelo hibrido
0212, a Hb Hasharon no gene hibride®’ e a Stanleyville-Il tanto no gertéBA2
quanto no gene hibrida? .

Do total de 112 criancas estudadas, 51 haviam sgideradas, pela IEF,
como portadores de Hb indeterminada ao nascimea¢at®co falciforme no sexto més
de vida. Todas nasceram nos primeiros seis anpsogwama. Nos anos subsequentes,
a partir da experiéncia adquirida, as criancasniocansideradas como portadoras de
hemoglobinas “raras”, a serem investigadas, o guaaerializou no presente estudo.
Métodos moleculares sdo necessarios para a idegéfd da variante. Atualmente no
PTN-MG todos os casos suspeitos de doenca fala@f@éo confirmados por testes
moleculares utilizando-se PCR alelo-especifica patadon 6 selvagem, mutacdes da
Hb C e S, além da mutacéo que gera a Hb D-Punjab.

A co-heranca de mutacdes nas cadeiasy e do alelgs® ou s torna a leitura
da IEF mais complexa. A comparacdo evolutiva das gé nascimento e no 6° més
auxilia na correta interpretacéo, mas sao necassaencao e experiéncia.

Para o estudo molecular de uma variante aindaodescida, a eletroforese de
cadeia fornece a informacdo se a Hb variante éadeia alfa ou beta. Entretanto, é
possivel, na maioria dos casos, obter-se essecdagiuarando-se o padréo de bandas na
IEF ao nascimento com o do sexto més de vida. Mo da variante de alfa, a fracao
gue se observa entre as regides de S e C ao nasridesaparece no sexto més em
decorréncia da diminuicdo acentuada da produc&adkgas. As variantes de cadefa

nao possuem tal perfil. Inclusive, essa difererggetfis encontrados nas variantes e
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cadeia beta e alfa pode justificar a maior quadadde Hbs variantes de cadeia alfa
encontradas no presente estudo.

O estudo do gene alfa é bastante arduo devidaomélbgia acentuada entre os
genesHBAL e HBA2 e a elevada porcentagem de citosina e guaninanessnas
regides nao codificantes. Ainda mais trabalhoso festudo do alelo hibride212, uma
vez que o mesmo nédo era conhecido na populacaitelveas os relatos internacionais
sao escassos (Gu et al., 1988; Law et al., 20@8e Bene parece ter sido resultado de
um crossover desigual entre um cromossomo selvagem contendgenssHBA2 e
HBAL e um cromossomo contendo o gene hibridd. - Pode ser que haja outros casos
do gene hibridoa212 devido ao grande nimero de casos de gene hibdtlo -
encontrados na populacéo brasileira.

No presente estudo foi possivel estabelecer POERKpara detectar as Hbs St
Luke's, Etobicoke, Ottawa, Stanleyville-1l, Hasham® Maputo. Na rotina da triagem
neonatal, em caso de duvida na leitura da IEF, R BI€lo-especifica para a Hb S é
suficiente para se evitar falso diagnéstico deotfatciforme e é mais barata do que a
técnica de restricdo enzimatica. Ela ndo identdi¢deemoglobina variante, mas afasta o
diagnostico de traco ou doenca falciforme. O tedgefalcizacdo, rotineiramente
utilizado em laboratorios de hematologia para detecpresenca da Hb S, ndo pode ser
usado na triagem, pois a amostra de sangue enamddupad é coletada em papel
filtro. Além disso falso negativo em recém-nasaida regra, pois a quantidade de Hb S
é reduzida e a de Hb fetal é elevada.

O estudo envolveu 56 municipios de Minas Geraifat@de ser uma coleta de
sangue total em tubo e a necessidade de envio dstranpara Belo Horizonte foram
desafios para a pesquisa, mas foi possivel a duehg maioria das amostras, pois a
rotina do Setor de Controle de Tratamento do Nugpadus contatos com as UBS de
todo o estado facilitaram sobremaneira a tarefeen¥o das correspondéncias para as
UBS contendo os resultados da pesquisa precisdeigecom muita atencdo uma vez
gue foram encontrados sete tipos diferentes de giebvinas variantes, podendo, ainda,
serem associados com a alfa-talassemia e, em atgises, com a Hb S, o que fez
aumentar o niumero de tipos de cartas para sereatasy

Como perspectiva futura, o estudo podera ser aiagy com 0s casos de
hemoglobina com perfil eletroforético semelhantedaddb S encontrados de julho de
2008 até a presente data. Outra possibilidadeesgante € a pesquisa da relevancia
clinica e da distribuicdo geografica das 1.637 lgdalinas indeterminadas encontradas
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pela triagem neonatal no periodo estudado. Essaigdef € importante, pois existem
vérias criangcas com Hb indeterminada que foram reimteadas, pelo Nupad para
acompanhamento médico na Fundacdo Hemominas. Mugtlesiam, com seguranca,
ter esse acompanhamento suspenso com a identifigaeg@isa da variante. Outras
teriam orientacdo genética dirigida para o tipontmifestacdo clinica esperada. Em
poucos casos, seria possivel a descricdo de nevesites uma vez que é elevado o
grau de miscigenacdo genética da populacdo brasi®@m certeza, seria contribuicdo
relevante para o conhecimento internacional sobsa @nportante proteina do ser
humano.

Além disso, é possivel, a partir dos resultadoprdsente estudo, o surgimento
de uma nova linha de pesquisa na pos-graduacaaatédide de Medicina da UFMG,

gue estudaria as hemoglobinas variantes incomwnsaurem em Minas Gerais.

Conclusbes

1. A Hb Stanleyville-11 é relativamente comum emnisls Gerais (incidéncia de
1:11.500);

2. A presenca das hemoglobinas Stanleyville-1la@dt, Maputo, G-Ferrara,
Hasharon, Etobicoke e St Luke's pode levar a fdlagnostico de trago ou doenga
falciforme, esta Ultima se a variante estiver eimdémigose, necessitando-se de testes
adicionais para o diagnostico diferencial correto;

3. As hemoglobinas detectadas no presente estudecepa nao possuir
relevancia clinica, mesmo nos casos em que setaletassociacdo das variantes St
Luke's, Stanleyville-Il e Ottawa com a Hb S, e asada associacdo do gene hibrido
0212 com a Hb Etobicoke em heterozigose;

4. A Hb Rush em heterozigose acarreta hemolisereiiscmas esta pode
acentuar-se em situagdes de estresse;

5. No presente estudo foram encontrados os prim@asos no Brasil das
hemoglobinas Ottawa, Maputo, G-Ferrara, , Etolea®ISt Luke's e do gem12;

6. A hipocromia e microcitose observadas em variasncas que possuem a Hb
Stanleyville-1l sdo devidas a co-herancacdi@lassemia e ndo a presenca da referida
variante;

7. Apesar de néo terem sido encontrados casosdeiasio das hemoglobinas Maputo
e G-Ferrara com a Hb S, é preciso estar atentseafat, pois a co-heranca dessas
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mutacdes pode gerar quadro clinico semelhante anataia falciforme;
8. A PCR-RFLP pbéde ser utilizada como método diaticd para todas as
hemoglobinas detectadas, com excecéo da Hb G-&errar
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16 - ANEXOS
ANEXO 16.1 - Termo de consentimento livre e esclarecido
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) como voluntario (paréicipar da pesquisaEStudo
genético de hemoglobinas variantes incomuns em criancgas triadas pelo programa
estadual de triagem neonatal de minasgerais (PETN-MG)”.

A maioria das pessoas apresenta a hemoglobina Alabslos vermelhos (hemacias).
Entretanto existem aquelas pessoas que possuemmutagdo no DNA e o resultado
desta mutacdo € uma alteracdo da estrutura da haimagnormal resultando em uma
hemoglobina diferente denominada variante ou r&pdstem no mundo cerca de 1037
hemoglobinas variantes, dentre elas a hemoglobinae§ponsavel pela anemia

falciforme que é a doenca hereditaria mais comurrasil.

Ja foram detectadas nos testes de triagem nealeaMinas Gerais (teste do pezinho)
varias variantes de hemoglobina. A maioria delas @&clinicamente significativa,

entretanto existem diversas hemoglobinas variantesnuns que possuem importancia
clinica e manifestacdo hematoldgica, e existeno, penos, cinco que sdo confundidas
com a hemoglobina S, presente na doenca falciforfienecessario diferenciar a
hemoglobina S dessas outras hemoglobinas com hd&da de excluir a doenca

falciforme e de verificar sua importancia cliniééém disso, a identificacdo genética de
hemoglobinas variantes incomuns € importante, poige evitar falso diagndstico de
doenca falciforme, pode propiciar a identificacé® lolemoglobinas variantes que
ocorrem em Minas Gerais, a verificacdo de relewndinica de determinada

hemoglobina, assim como a identificacdo de novamfbmbinas variantes.

Para sua participacdo no estudo, sera necessanlata de nova amostra de sangue em
tubo de vidro para que seja feito o isolamento dAQacido desoxiribonucléico) e

analise deste.

O Uunico desconforto existente para a participagi@esquisa consiste na retirada de
sangue, procedimento que sera realizado por pafas treinados e qualificados.

Raramente, pode ocorrer hematoma (mancha de sangukecal de penetracdo da
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agulha que se usa na coleta de sangue. Caso vaserte algum problema em seus

exames, vocé sera encaminhado(a) para consultaareédconselhamento.

Nenhum tipo de pagamento ou gratificacdo financs#ra feito pela sua participacao.
Asseguramos que todos os dados obtidos séo sgjiserao utilizados somente para
esta pesquisa, ndo sendo armazenados para estituios.f Garantimos sua liberdade

de retirar o presente consentimento em qualquerantingue desejar fazé-lo.

Eu, (pai, méae ou

responsavel) do menor ;

declaro queli (ou ouvi a leitura) etive a oportunidade de ter as minhas duvidas a
respeito dessa pesquisa esclarecidas. Autorizo a minha participacdo e a coleta de
sangue. Estou também ciente que ndo sou obrigado(a) a dar essa autorizacéo e, se
o fago, ndo me sinto coagido(a) a fazé-lo. Foi-me garantido que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento e a nao-autorizacdo para realizacdo dos

procedimentos ndo trara nenhum preuizo para mim ou minha familia.

Assinatura

L ocal: 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 - Tdl (31) 34094592 — coep@pr pqg.ufmg.br

Pesquisadora : Marcilene Rezende Silva— Tel (3019%90

Coordenador da Pesquisa: Dr. Marcos Borato Vianal<31) 3409-9772/(31) 9202-
3938
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ANEXO 16.2 - Parecer do COEP-UFM G

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

Parecer n®. 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 apos o inicio do projeto.

B g ,

\k l H ™ L

“Profa. Maria Teresa Marq_u;;irharal
Coordenadora do COEP-UFMG

Av, Pres. Antenio Carlos, 6627 - Unidude Administrariva 1T - 2% andar — Sala 20013

Felelax; (0310 3409-4592 - c-mail;

Cep: 31 270-20] — BIH-MG
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ANEXO 16.3 - Parecer do CEP da Fundacdo Hemominas

Fundagho Coantro
de Hematologa &
Homctersnla g
Minas Gemals

HEMOMINAS

Belo Horizomte, 04 de marco de 2004

QFICIO N 15/ 2009
COMITE DE ETICA EM PESOLIISA
FITNDACAQ HEMOMIMNAS

Prezado Senhor Pesguisadior, Maroos Borato Yiana

Encaminhamos o parecer consubstanciado referenie a0 sew projeto de pesquisa “Estudo
genético de hemoglohings variantes incomuns em eriangas triadas pelo Progeama Batadual de
Trizgem Neonatal de Minas Gerals (PETN-MGT", n® de registro 221. Seu projeto foi
aprovade por oosso Comité, e entdo, a parir desie momente, sod pesquisa pode ser
deseivalvida no dmbito da Fundagio Hemominas, Noo entamto, solicitimos as seguintes
modificagtes:

|- Alterar o TCLE: de modo que o texio scja referente oo responsavel pela criomga, ¢ nioon
propTia criang, uma vez que pédo ¢ & croanga que csid dands o scu conscnimenio; ¢ sim o &6
responzivel legal

I- Adterar a fotha de rosto, campe “Projete muliicéninen”™. Foy assimalade que se trata de um
projeto multicéntrico, mas este nio o & Sepundo a CONEP, um projeto multicéntrico se
aplicn apenns s¢ um mesmo profocolo de pesquisa [or aplicado om vidos centros,

Solicitamos tambam gue o folba de rostosega gerada a partir do sistema SISNEP,
Dresejamos bog sorie ¢ sucesse em seu estudo

Atenciosaments,
Tlaring Lobato Martins
Secretiria do Comité de Etica em Pesquisa
Fundagdio Hemominas
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ANEXO 16. 4- Carta de orientacdo a unidade basica de saude para coleta de

sanguetotal

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS N U
FACULDADE DE MEDICINA = UFMG

NUCLEO DE AGOES E PESQUISA EM APOIO DIAGNOSTICO - NUPAD

Belo Horizonte, de de
Ao Responsavel pelo Programa Estadual de Triagesnaial

Conforme informamos anteriormente, serd necessaraleta de nova amostra de
algumas criancas, cuja analise dos resultados asbtittlas técnicas de eletroforese por focalizagédo
isoelétrica (IEF) e andlise do DNA por meio da tégrda Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
mostrou que o diagnéstico laboratorial € compatbeeh a presenca da hemoglobina A em associagéo
com uma hemoglobina “rara”, com corrida eletroficeésemelhante a da hemoglobina S (hemoglobina
da doenca falciforme). Em anexo, encaminhos adeldas criangas que deverdo realizar a nova coleta.

Seguem algumas orientacdes a serem seguidas:
1-ORIENTACOES GERAIS:
- Sempre use luvas para manusear o0 material.

- Coloque o gelo reciclavel no minimo 4 horas aptea congelar.

2-IDENTIFICAGAO DA AMOSTRA:
Rotular o tubo com esparadrapo para ndo descelserever o nome e o cédigo da crianga, data dtacole
e horario, destacar que a amostra € paresguisa da hemoglobina rara com caneta esferografica para
ndo borrar
Exemplo: Maria Aparecida da Silva / COD.: WWW/1234

Data coleta: 12/01/99 Hora Coleta00&s

Pesquisa hemoglobina rara

3-COLETA:

A coleta deverda ser de sangue venoso, em EDTAXepadamente 4,9 ml), e devera ser realizada entre
segunda e quarta-feira, preferencialmente na plrtmanhd. Nao é necesséria a realizacdo de jejum.
NAO PODE SER EM PAPEL FILTRO.

4-EMBALAGEM:

. Colocar o tubo dentro do plastico enviado, parahorgbrotecéo de todos.
. Fixar o plastico contendo o tubo com sangue juatgedo reciclavel com gominha.
. Colocar o tubo com o plastico em caixa de isopar beondicionado; se necessario, use papel picado

ou amassado de forma a fixar bem o tubo dentraidta,cevitando que fique solto.
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. Fechar bem a caixa de isopor e colocar dentroida da papelédo. Fechar a caixa de papelao.
. Identificar o destinatario e o remetente com etagid-avor nao escrever na
caixinha.

ATENCAO: Use somente o gelo reciclavel enviado.

5-ENVIO:
O tubo contendo sangue coletado em EDTA dever&rsmaminhado ao NUPAD em caixa de isopor
contendo gel de resfriamento (material em anexoj prazo de até 24 horas apos a coleta. Caso @ envi
nao seja possivel neste prazo, a amostra deverdaseida a temperatura de 4°C até o seu envioao di
seguinte.

ENVIO POR CORREIOProcure descobrir o horario de saida do malatg) m@géncia(s) de correio para

que o material ndo permanec¢a muito tempo descalgela

ENVIO POR PORTADORProcure repassar a caixa com material no hordais proximo de saida do
portador. Recomende que a caixa néo fiqgue expostalau sobre motores durante o transporte.
ENVIAR PARA O ENDERECO ABAIXO:

NUPAD - Nucleo de Pesquisa em Apoio Diagnéstico

Faculdade de Medicina da UFMG- Av.Professor Alirdghalena n® 190 -1° andar Sala: 107- CEP.:
30130-100 / Belo Horizonte /MG - Horéario: 8:8818:00 hs.

Os resultados da analise serdo encaminhados aadéside Salde e aos pais posteriormente.

Desde ja agradecemos pela colaboracéo e estansmoaigdio para qualquer esclarecimento.

Em caso de duvida, favor entrar em contato conpstas telefones: (31) 3409.8909 Daniela Dutra, ou
3409.9714 Fernanda

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

Av. Alfredo Balena, 190 - 5° andar - Santa EfigénEP: 30130-100 - Belo Horizonte - Minas Gerais
Fone: (31) 3409-8900 - Fax: (31) 3409-8917 - E-nmipad@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

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS N U
FACULDADE DE MEDICINA = UFM

NUCLEO DE AGOES E PESQUISA EM APOIO DIAGNOSTICO - NUPAD

Belo Horizonte, de de

Senhores pais ou responsaveis pela crianca

Comunicamos que a analise dos resultados obt&las fEcnicas de eletroforese por focalizagédo
isoelétrica (IEF) e andlise do DNA por meio da iggrda Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), na
amostra da crianca ,
caodigo , coletada em , confirmou que o diageo laboratorial € compativel com a
presenca da hemoglobina A em associacdo com olEMCQEGLOBINA “RARA” que poderia ser
confundida com a hemoglobina S (da doenca falcédrmas que se comprovou, com certeza, NAO
SER HEMOGLOBINA S.

Esse achado confirma o resultado encontrado nstéTdo Pezinho” realizado ao nascimento da
crianca. No entanto, para identificar corretamenteemoglobina “rara”, é necesséria a coleta de uma
nova amostra de sangue venoso, em anticoagulaDfBA): para realizagcao da analise do DNA através
de sequenciamento génico.

O sequenciamento génico é uma técnica de altaspoeque ird definir qual € a hemoglobina
“rara” que nao foi identificada pelas técnicas ifizadas, sendo essa definicdo muito importanta pa
conclusédo do diagnéstico da crianca.

Desde ja, agradecemos pela colaboracédo, que resiifo contribuindo com os avancos dos
métodos de diagnostico das doencas das hemoglobitpe garante a qualidade na realizacdo dos
futuros “Testes do Pezinho”.

Uma copia desta carta também foi enviada a suaadeidle Saude para que ela saiba que vocé ir4
procura-la. Faca isso o mais rapidamente possivel.

Estamos a disposigdo para qualquer esclarecim@s@0-7226500.

Atenciosamente,

Dra. Ana Paula Pinheiro Chagas Fernandes- Supervigi@&dica - Setor de Controle do
Tratamento/NUPAD

G

Av. Alfredo Balena, 190 - 5° andar - Santa EfigénzEP: 30130-100 — BH-- MG
Fone: (31) 3409-8900 - Fax: (31) 3409-8917 - E-nmipad@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

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS N U
FACULDADE DE MEDICINA = UFMG

NUCLEO DE AGOES E PESQUISA EM APOIO DIAGNOSTICO - NUPAD

Belo Horizonte, de de

Ao Responsavel pelo Programa Estadual de Triageonatal,

Comunicamos que apds os diversos estudos ja madiza analise final do exame para hemoglobinas da

crianga , codigo , mostrou a

presenca da hemoglobina A (“normal”) associada @& umamoglobina variante “rara” denominada
Stanleyvile-1l e a alfa talassemia.

A Stanleyville-ll € uma hemoglobina variante queal@ ser confundida com a hemoglobina S,
pois ambas apresentam comportamento eletroforétmoto semelhante, pela eletroforese de
hemoglobinas - um dos métodos utilizados para faatiagnéstico das doencas das hemoglobinas. Isso
justificou a necessidade da repeticdo do exameialaca ao nascimento, quando o primeiro resultado d
“teste do pezinho” foi indeterminado (Ind) e o dongés de vida foi compativel com portador de trago
falciforme (Hb AS).

O diagnéstico laboratorial da crianca é na reabddd A/ Stanleyville-ll, em associagcdo com

alfa talassemia.Este achado ndo traz alteragdagadi importantes para a crianca, a ndo ser a
possibilidade de uma leve anemia, com a presencasangue de globulos vermelhos menores
(microcitose) e um pouco mais “pdlidos” (hipocroyri® que o normal, decorrentes da alfa talassemia.
Portanto, ndo ha motivos para preocupacéo. A aialeyera manter o seu acompanhamento de rotina
com o pediatra.
Desde j&, agradecemos pela colabora¢do, que maiitribmiu com os avangos dos métodos de
diagnostico das doencas das hemoglobinas, garantiethorias da qualidade na realizagdo dos futuros
“Testes do Pezinho”.

Qualquer davida ou esclarecimento estamos a dggmsos telefones:

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

Supervisdo Médica- Setor de Controle do TratamiiutB/AD
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ANEXO 16.7 - Exemplo de carta deretorno da pesquisa para os pais

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

UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS % N U
=

Belo Horizonte, de de

Senhores pais ou responsaveis pela crianga

Comunicamos que apoés os diversos estudos ja madizaa andlise final do exame para
hemoglobinas do seu filho, mostrou a presenca dao@iebina A (“normal”) associada a uma
hemoglobina variante “rara” denominada StanleyNika alfa talassemia.

A Stanleyville-ll € uma hemoglobina variante quel@ ser confundida com a hemoglobina S,
pois ambas apresentam comportamento eletroforétmoto semelhante, pela eletroforese de
hemoglobinas - um dos métodos utilizados para faatiagnéstico das doencas das hemoglobinas. Isso
justificou a necessidade da repeticdo do exameaddilho ao nascimento, quando o primeiro resultado
do “teste do pezinho” foi indeterminado (Ind) em@® més de vida foi compativel com portador deotra
falciforme (Hb AS).

O diagndstico laboratorial do seu filho é na remdiel Hb A/ Stanleyville-1l, em associacdo com
alfa talassemia.

Este achado nao traz alteracdes clinicas impostgmatea a crianca, a ndo ser a possibilidade de
uma leve anemia, com a presenca no sangue de ggdbetmelhos menores (microcitose) e um pouco
mais “palidos” (hipocromia) do que o normal, deeates da alfa talassemia.

Portanto, ndo ha motivos para preocupagdo. A @idegera manter o seu acompanhamento de
rotina com o pediatra.

Desde ja, agradecemos pela colaboragéo, que naritabuiu com os avangos dos métodos de
diagnostico das doencas das hemoglobinas, garantiethorias da qualidade na realizagdo dos futuros
“Testes do Pezinho”.

Qualquer davida ou esclarecimento estamos a digmnsos telefones:

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

Supervisdo Médica- Setor de Controle do TratamiiutB/AD
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ANEXO 16.8- Média dos valores hematoldgicos das criancas com Hb Stanleyville-
Il que foram atendidas em consulta médica

Alfa talassemia Hb (g/dL) VCM (fL) HCM ( pg)
oS a0 (grupo A; n = 3) 13.0 83.3 28.5
ao/-o> 7Sl (grypo B; n =23) 127 79.1 26.4
o -0 Sl grupo C; n=3) 119 68.5 22.2

Usando o testpost hoc de Bonferroni ndo ha diferenca significativa na&dias das
concentracdes de Hb entre os grupos; a média doneotorpuscular médio (VCM) é
estatisticamente significativa entre os grupos¢AB, p = 0.018, Avs. C, p <0.001, B
vs. C, p <0.001) e a média da hemoglobina corpusauiédia (HCM) também é
estatisticamente significativa entre os grupos¢AB, p = 0.001, Ass. C, p <0.001, B
vs. C, p <0.001).
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ANEXO 16.9- Cépiada ata de defesa detese

FACULDAPE DE MEDICINA
CENTRO DE POS-GRADUACAO
Av. Prof Alfredo Balena 190/ sala 333
Heio Horwronte - MG - CE 10
Fone (031) 3405 %641 FAX (31)

Epgitmisieang uimg by

ATA DA DEFESA DE TESE DE DOUTORADO de MARCILENE REZENDE SILVA n° de registre
2008653450. As nove horas, do dia trés de maio de dois mil e doze, reuniu-se na Faculdade de
Medicina da UFMG, a Comissdo 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 obtencao do
Grau de Doutor em Ciéncias da Salde: Saude da Criance & do Adolescente, pelo Prograrma de Pos-
Graduag@o em Ciéncias da Salde: Saude da Crianga e do Adolescente. Abrindo a sessfo, o
Presidente da Comissac, Prof. Marcos Borato Viana, apos dar a conhecer aos presentes o teor das
Normas Regulamentares do trabalho final. passou a palavra & candidata para apresentac3o de seu
trabalho. Seguiu-se a arguigio pelos examinadores, com a respectiva defesa da candidata. Logo
apds, a Comissdo se reuniu sem a presenca da candidata e do publico para julgamento e expedicio
do resultado final. Foram atribuidas as seguintes indicagdes:

Prof. Marcos Borato Viana - Orientador Instituigio. UFMG Indicagsn: _Alasv A ph
Prof. Alvaro José Romanha - Coorientador Instituicde’ FIOCRUZ Indicagéio Bénovn pp
Prof Benigna Maria de Oliveira Instituigde: UFMG Indicacao: ﬁw‘// ZY
Prof* Ana Cristina Simoes e Silva Instiwglo UFMG Indicagao: M
Prof Maria de Fatima Sonati Instituicio’ UNICAMP Indicagdo: DD DU A

Dr. Adérson da Silva Araljo Instituigao HEMOPE Indicagsio: ALY T o

Pelas indicagbes a candidata foi considerada P‘Q MRSV ADA

O resultado final foi comunicado publicamente 4 candidata pelo Presidente da Comissio. Nada mais
havendo 2 tratar, o Presidente encemrou a sess3o e lavrou a presente ATA, que sera assinada por
todos os membros participantes da Comissao Examinadora. Belg_ﬁnrz%ne, 03 de maio de 2012.

Prof. Marcos Borato Viana / Orientador _ k@gww f?h'}m% !

Prof, Alvaro José Romanha i ﬁﬂﬁf i

Pref. Benigna Maria de Oliveira 4"14{ —é':f‘% &:ﬁ"\-\

Prof?. Ana Cristina Simdes e Silva - g -5g A lel\‘{\? @‘L LJ (/, , ,{ !.'\
@fﬂw

Prof*. Mana de Fatima Sonati i T

Dr. Aderson da Silva Aradjo —é.;ﬁ\u-gl r

il . r ..}
4 i [ald]
Profa. Ana Cristina Simbes e Silva /Coordel Gorﬂ/ -2 (u' { ) \QJQ N V/{ B ,"A\

Obs.: Este documento néo tera validade sem 2 assinalura e canmbo do Coordenador

i Pripy, Az Tmaiing Simovs € Silva
= l‘ w.m 64T 0™ e B AT
) Cimeins & Sutr. ew o (e v 0 A0SR
— FArUMBCE W eI s PG
L
oM ORIG{NP\
CONTE)F:}% pos-Graduagao 5

tan de Medicing = UFM

Faguldade
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16.10- Cépia da declaracéo de aprovacéo 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) 34099641 FAX: (31) 34099640

cpeimedicina.ufma be

DECLARACAO

A Comissdo Examinadora abaixo assinada, composta pelos Professores
Doutores: Marcos Borato Viana, Alvaro José Romanha, Benigna Maria de
Oliveira, Ana Cristina Simoes e Silva, Maria de Fatima Sonati e Aderson da Silva
Aratjo aprovou a tese de doutorado intitulada: ‘ESTUDO GENETICO DE
HEMOGLOBINAS COM MOBILIDADE ELETROFORETICA SEMELHANTE A
DA HEMOGLOBINA S EM CRIANGCAS DO PROGRAMA DE TRIAGEM
NEONATAL DE MINAS GERAIS” apresentada pela Doutoranda MARCILENE
REZENDE SILVA para obtencdo do titulo de doutor pelo Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias da Saude — Area de Concentragdo em Saude da Crianca
e do Adolescente da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas
Gerais, realizada em 03 de maio de 2012.

e -

] 'I.I.I
PP T LR ¥

Prof. Mar(:_" Bofato Viana

f’—

, 4t
Prof. AMQ Romanha

Wu L e,
rof®. Benigna Maria de Oliveira

Sew G0

Prof?, Ana Cristina Sim&es e Silva

< 2k
> . 5 _‘""F:I ,Gg;&f_

Profe. Maria de Fatima Sonati

2
Dr.. Aldérson da Silva Aradjo
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APENDICES

17 - APENDICES

Vérias 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 € etr of or eses de hemoglobina

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

HbC — -
Hbs ‘- - — _ - - -
Hb A - - -.---— W S S e S

(A}

- 1 23 4 56 7 8 91 112 13 14 1516 17 18 19 20
- - T F - A B - - -

Hb A

HbS

HbC

(B}

Figura 1- Eletroforeses de hemoglobina em pH alodl®) e acido (B). As amostras de
nameros 3, 8, 9, 10, 14, 18, 19 e 20 provém dengaim heterozigotas para a Hb
Stanleyville-1l. Em pH alcalino essa Hb corre naipao da Hb S e em pH acido na
posicdo da Hb A. A amostra de nimero 4 provém dadeduma crianca heterozigota
para Stanleyville-ll e possui essa Hb variante emdzigose. As amostras de nimeros
11 e 15 indicam maes com Hb AA das criancas conmsaa®nas canaletas 10 e 14,
respectivamente. A amostra de numero 13 provém rid@ca com Hb S e Hb

Stanleyville-Il concomitantemente, sendo que admagituada na posicdo da Hb C

representa o dimera™®"BS,

A amostra 12 provém da mae dessa crianca, aé&ual
portadora de trago falciforme (AS), sem a Hb Stalle-11. A amostra 7 indica um

individuo heterozigoto para a Hb Rush. Esta Hbecoomo duas bandas distintas na
regido de Hb Fetal em pH alcalino. No pH acidoaglae como uma unica banda na

regido entre S e C. A amostra 1 representa o derRC.
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_ 1 23 4 5 6 7 & 910111213 14 1516 17
- -

HbS - - - -

HbA " o o --—..---
(A)

- 1 2 34 5 6 7 8 9 10 111213 14 15 16 17
HbAﬂ - - - - -

HbS

(B) +

Figura 2- Eletroforeses de hemoglobina em pH aloalh) e &cido (B). A amostra 10
provém de crianca heterozigota para a Hb Maputmastra 9 provém de sua mae,
também heterozigota para essa variante. A Hb Mapoire como a Hb S em meio
alcalino e como a Hb A em meio acido. As amostfas 12 provém de pacientes com

Hb Rush, ja descrita na Figura 1. A amostra nurhe@apresenta o controle AS.

1 2 3 45 67 8 9 10111213 14 1516

Hb S -
Ay
1 2 3 4 5 6 7 8& 9 10 11 12 13 14 15
Hb S
(B}
+

Figura 3- Eletroforeses de hemoglobina em pH aloalA) e acido (B). A amostra 1
indica individuo controle AS e a amostra 9, indinddheterozigoto para a Hb Etobicoke.

Essa Hb tem corrida eletroforética na regido deSHbm 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

HbS - - - - - -
HBA ™ = - - - - - - a - an
(A} + A

1 2 3 45 6 7 8 910111212 141516 17 18 19 20

HbS
B .

Figura 4- Eletroforeses de hemoglobina em pH alogh) e acido (B). A amostra 1
provém de individuo controle AS. As amostras deemd5 e 6 indicam pessoas, mae
e filho respectivamente, portadoras da Hb St. lsikada Hb S, concomitantemente. A
Hb St. Luke’s corre eletroforeticamente como Hbrbneeio alcalino e como Hb A em
meio acido.
1 23 4 5 6 7 89 101112 13 141516 17 18 19 20
- -
Hb S - .- - - .- - -

HhA = & & & - - _Eaeaes_a» ....-
(A) +

1 2 3 4 5 6 7 89 101112 13 141516 17 18 19 20
Hb A T —— o, A T, - - P

HbS
(B) .

Figura 5- Eletroforeses de hemoglobina em pH aoalA) e acido (B). O individuo
amostrado na canaleta 1 € o controle AS. Os ingtdgidcujas amostras estdo nas
canaletas 3, 4 e 5 sdo portadores da Hb HashamBh;s#o criancas do estudo e 4 € pai
da crianca de amostra 3. A Hb Hasharon tem coefetaoforética semelhante a da Hb
S tanto no pH basico como no acido. As pessoas auj@stras estdo nas canaletas 13 e
16 sdo heterozigotas para a Hb Ottawa; a de nub3pooveio de uma das criancas do
estudo e a 16, de sua méae. Essa Hb corre comodtb 31 alcalino e como Hb A em

pH &cido. O individuo 14 é heterozigoto para a Hbe®ara , a qual possui eletroforese
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semelhante a da Hb S em meio alcalino e semelldadee Hb A em meio acid®

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

1 2 3 6 7 8
Cadeia p —»

4 5
Cadeia p variante —» - . -
. gl & 0l
E -

Cadeia o variante

Figura 1- Eletroforese de cadeia globinica. As d@rassl e 2 sdo controles, sendo a de
namerol controle Hb A (cadeifise o selvagens) e a de nimero 2 controle Hb AS
(cadeiap variante e cadeia selvagem). A amostra 3 pertence a um individutagor
de Hb com mutacao no gene alfa da globina, poisypaadeian variante €8 selvagem.
As amostras 4 a 8 pertencem a portadores de Hbragatao no gene beta da globina,

uma vez que nessas amostras se visualizam c@ideaaisintes e selvagens.
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Apéndice 17.3 - Produtos de PCR e PCR-RFL P 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 dgap-PCR multiplex para a deteccéo de alfa-talassemia @Gs/.
individuos representados nas canaletas 1 e 2 nésugmm a delecdo 3.7, pois
apresentam apenas os fragmentos de 2.351 pb (d&)eelLde 1.803 pbHBA2
selvagem). Os individuos mostrados nas canaletas43possuem essa delecdo em
heterozigose, pois além dos fragmentos de 2.35 ¢ 1.803 pb, aparece também o
fragmento de 2.033 pb, indicativo da delecad’- JA as amostras 5, 6 e 7 sdo
homozigotas para@ talassemia 3.7, uma vez que se visualizam amenfkagmentos
de 2.351 pb e de 2.033 pb. O gene LIS foi incluidd®CR como controle positivo da
reacdo. MM=marcador molecular; pb=pares de basEsic@ntrole 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 dgap-PCR multiplex (Figura 1) restringidos com a enzima IAfe
para a deteccdo da mutacdo da Hb Stanleyvilledlaiostras 1, 3 e 5 ndo possuem
essa Hb variante, pois nenhum de seus fragmentplffieaatos nagap-PCR multiplex

foi clivado. O individuo correspondente a canal@tapossui Stanleyville-ll em
heterozigose num dos fragmentosHiA2 normal (1.803 pb), o qual foi restringido em
outros dois de tamanhos 1.386 pb e 417 pb. Asgasaoorrespondentes as canaletas 4
e 6 apresentam Stanleyville-1l em heterozigoseragniento hibrido (2.033 pb) que foi
clivado em 1.386 pb e 647 pb. O individuo 4 é lezigoto para a delecda®’ (possui

o fragmento déiBA2 normal: 1.803 pb), enquanto o individuo 6 € hogin para a
mesma delecdo (um de seus fragmentos hibridosO88 pb n&o sofreu restricdo). A
canaleta 7 demonstra uma crianca homozigota pdedegdo e’ e homozigota para
Stanleyville-1l, uma vez que seus dois fragmentitsidios (2.033 pb) foram clivados
em 1.386 pb e 647 pb. O gene LIS ndo possui séticestricdo para a enzima Afel.

MM=marcador molecular; pb=pares de bases. Gel dmag 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 dgap-PCR biplex. As canaletas 1 a 4 apresentam amplicons
derivados dos genéBA2 selvagem (1.803 pb) e LIS (2.351 pb). As canalé¢taS a 8
demonstram produtos amplificados de LIS e genecalfa delecdo 3.7 (2.033 pb). Os
individuos representados nas canaletas 1 e 5, 3 e 8, aléem de 4 e 8, sd4o 0s mesmos
com seus respectivos genes amplificados separatamBessa forma, as duas
primeiras criangas amostradas s&o heterozigotas gatelecdo alfa 3.7 e as duas
dltimas ndo possuem tal delecdo. MM=marcador mtdecpb= pares de base; CN=

controle negativo. Gel de agarose 1%.

1.500ph —»

«—— 1.307pb

1.000ph —»
+—— 1.044pb

*—— 394pb
+—— 705 pb
500 pb ——* +«——— 582pb
«— 327pb

+——189pb

Figura 4- Produtos dgap-PCR biplex (Figura 3) digeridos com Taqgl para a deieata
mutacdo correspondente a Hb Hasharon (os mesmtre dqudividuos da Figura 3, na
mesma disposicdo, 1 e 5; 2 e 6; 3 e 7; 4 e 8).Mastas 1 a 4 indicam produtos de
restricdo enzimatica para os genes LIS (2.351 pitBA2 normal (1.803 pb). Nenhum
dos quatro individuos possui mutacdo Hasharon nee $#A2 normal, pois 0s
fragmentos de 705 pb, 582 pb, 327 pb e 189 pb séluiws de restricdo enzimética de

HBA2 selvagem. O gene LIS possui apenas um sitieesteicdo para a enzima Tagq|l,
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sendo clivado em 1.307 pb e 1.044 pb. As canateta$ demonstram fragmentos de
restricdo enzimatica provenientes dos genes Lt8 &(2.033 pb) , o qual foi quebrado
em outros de tamanhos 894 pb, 582 pb e 557 pbanasetas 5 e 6, sendo o fragmento
de 894 pb exclusivo de quem tem a mutacdo queicadif Hb Hasharon. No gene
hibrido selvagem obtém-se quatro fragmentos (782, 557 e 189 pb), pois neste
existe um sitio Taql adicional entre os fragmerdes705 e 189 pb que € abolido
guando existe a mutacdo Hasharon G>C. Assim, aspluaeiras criangas apresentam
Hb Hasharon em heterozigose presente no gene diilarid e as duas Ultimas n&o
possuem essa hemoglobina variante, nem alfa-telessio tipo 3.7. MM= marcador
molecular; pb=pares de bases. Gel de agarose 1%.

MM 1 2 CN 3 4MMS5S 6CN 7 8CN

2500ph —— - - 2.217pb
2000ph — » “— 1.971pb
1.500ph — «— 1.388pb
1.00Cph —

«— 329ph

500pb o

Figura 5- Produtos de PCR do geé#igAl (2.213 pb — canaletas 1 e 2). As canaletas 3 e
4 correspondem aos produtos de restricdo enzimé&iwaBsu361 das amostras 1 e 2,
respectivamente. O fragmento de 2.213 pb foi cbvach 1.971 pb e 242 pb (nhdo
visualizado), mas mostra auséncia da mutacdo pomdsnte a Hb Etobicoke em
HBAL, pois se estivesse presente tal mutacdo, havésdragmentos de 1.396, 575 e
242 pb. Os produtos de PCR do getigA2 (2.217 pb) estdo nas canaletas 5 e 6.
Apenas a crianga com amostra de PCR na canaletaro&tra de restricdo na canaleta
7 apresenta a Hb Etobicoke, a qual em seu sitiesdecdo para a enzima Bsu36l tem
o fragmento d¢HBA2 mutado clivado em outros dois de tamanhos 1.3889%pb. O
gene aHBA1 selvagem nao possui sitio de restricdo para essm& MM=marcador

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

Iad VN

600 pt —»

519 pk
500 pb

Figura 6- Produtos de PCR para parte do ¢tBi®, éxons 1 e 2 (519 pb —amostras 1 a
9). MM=marcador molecular; pb= pares de bases; CNrtrole negativo. Gel de
agarose 1%.

MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9

209pb «— 476 pb
300pb —> § «— 320pb
200pt —» | _

Totps > ™ — 1560

Figura 7- Produtos de restricdo enzimética de phrtgene beta, éxons 1 e 2 (519 pb;
ver Figura 6). As amostras 3 e 5 sdo heterozigodas a Hb Maputo, pois o gene
mutado foi quebrado em fragmentos de 476 pb e 42gib Gltimo ndo visualizado no
gel). O gene beta selvagem é clivado em fragmet#o320 pb, 156 pb e 43 pb (nédo
visivel no gel), pois existe um sitio adicionalrdstricdo entre os fragmentos de 320 e
156 pb (320+156=476) que é abolido pela mutacdo.®#N=marcador molecular;
pb=pares de base. Gel de poliacrilamida 12% coradobrometo de etidio.
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Figura 8- Produtos de PCR do éxon 3 do geBAl (651 pb) digeridos com a
endonuclease de restricdo NlalV para a detecci#tbhd®t. Luke’s. As amostras de 1 a 4
(produtos de PCR) tém seus correspondentes em otdesnente e respectiva de
restricio nas canaletas de 5 a 8. Assim, somergeganda e a quarta criancas
apresentam essa variante em heterozigose, poiseuseus fragmentoklBAl foi
quebrado em 241 pb, 171 pb, 160 pb, 71 pb e 8 b \isivel no gel). O fragmento
selvagem é clivado em 241 pb, 160 pb, 110 pb, 786Dbipb e 8 pb (ndo visivel no gel),
pois nele existe um sitio de restricdo adiciondteens fragmentos de 110 e 61 pb
(110+61=171 pb), abolido pela mutacdo St. Luke’ssCMM= marcador molecular;
pb= pares de base; CN= controle negativo. Gel diagotamida 12% corado com
brometo de etidio.

500pb
+«—— 378pb
300 pb >

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

CN= controle negativo. Gel de poliacrilamida 12%aclm com brometo de etidio.
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150ph —*
P 97 pb
«— 87pb

50 pb »

Figura 10- Produtos de restricdo enzimética dassaawda figura 9 digeridos com a
endonuclease Bsall para a deteccdo da Hb Ottagen€HBAL mutado é clivado em
nove fragmentos: 97 pb, 87 pb, 50 pb, 35 pb, 329ipb, 22 pb, 13 pb e 11 pb. O gene
HBA1 selvagem (378 pb) é, por sua vez, clivado em damfentos: 97 pb, 50 pb, 45
pb, 42 pb, 35 pb, 34 pb, 29 pb, 22 pb, 13 pb ekl Jpis possui um sitio adicional de
restricdo entre os fragmentos de 45 e 42 pb (45342b), abolido pela mutacéo
Ottawa G>C. Para simplificar a figura, apenas oreego do gel que faz a distincdo dos
dois alelos esta representado. As criancas de laprésentam essa variante em
heterozigose; apenas a crianga 6 ndo apresentacgssdae. MM=marcador molecular;
pb=pares de base; CN=controle negativo. Gel deagrdamida 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 betdobna, éxon 2 (277 pb; ver
amostras de 1 a 5). Os produtos dessa PCR foramesidbs a restricdo enzimatica
com Hpy188l para a averiguacao da mutaddd:c.304G>C (Hb Rush). As canaletas
correspondentes as amostras de RFLP sdo as deon@raet0, as quais correspondem
aos produtos de PCR 1 a 5, respectivamente nedsian,odigeridos com Hpy188I. Das
cinco amostras apresentadas, trés sdo heterozigatasa mutacdo da Hb Rush
(canaletas 6, 8 e 10), pois a enzima Hpy188I clivoudos fragmentos de 277 pb (éxon
2 do gene beta) em outros dois, de tamanhos 2423ibpb (n&o visivel no gel). As
amostras presentes nas canaletas 7 e 9 ndo poaddlerRush, pois possuem apenas o
fragmento de parte do gene beta selvagem. MM=marcaxblecular; pb=pares de
base; CN=controle negativo. Gel de poliacrilamigadrado com nitrato de prata.
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Apéndice 17.4 - Resultados dos sequenciamentos de DNA

Figura 1- Eletroforegrama correspondente ao seturaeato do éxon 2 do alelBA hibrido
(com delecédo alfa 3.7) de uma crianga do estudopdstrando a mutacacAG>CAC em

heterozigose no cddon 47 (seta), que codifica aléattharon.

Figura 2- Eletroforegrama correspondente ao segaraeato do éxon 2 do gehtBB de uma

crianca do estudo, evidenciando a mutacAd X3 AT em heterozigose no cédon 47 (seta), o

qual codifica a Hb Maputo.
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Figura 3- Eletroforegrama correspondente ao setarerato do éxon 2 do gehtBB beta da
globina de uma crianca do estudo, demonstrandotacdm AACAAA em heterozigose no
cédon 57 (seta), que codifica a Hb G-Ferrara.
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Figura 4- Eletroforegrama correspondente ao setarerato do éxon 2 do gerBB da mée
da crianca com eletroforegrama representado nareéFi@) demonstrando a mutacao

AAC>AAA em heterozigose no cédon 57 (seta), que codifith &-Ferrara.
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Figura 5- Eletroforegrama correspondente ao setprapato do éxon 1 do gemtBALl de

uma crianga do estudo, no qual se evidencia a Au@BT>CGT em heterozigose no codon

15 (seta), que codifica a Hb Ottawa.
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Figura 6- Eletroforegrama correspondente ao seturepato do éxon 1 do gemtBA2 da

crianga com eletroforegrama representado na Figude@monstrando a auséncia da mutagao
GGT>CGT (Hb Ottawa) no codon 15 (seta) desse gene, avapdo que essa mutacdo se

encontra no gendBA1.
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Figura 7- Eletroforegrama correspondente ao setureeato do éxon 2 do gemtBAL de
uma crianca do estudo, demonstrando a muta¢cd>CGG em heterozigose no codon 95

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

Figura 8- Eletroforegrama correspondente ao seturepato do éxon 2 do gemtBA2 da
crianga com eletroforegrama representado na Figudamonstrando a auséncia da mutacao

CCG>CGG (Hb St. Luke’s) no codon 95 (seta) desse gemapomvando que essa mutacao se

encontra no gendBA1.
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Figura 9- Eletroforegrama correspondente ao setureeato do éxon 2 do gemtBAl da

mae da crianca com eletroforegrama representadd-igara 7, demonstrando a mutacao

CCG>CGG no cbodon 95 (seta), a qual resulta em Hb St.’kuke
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Figura 10- Eletroforegrama correspondente ao seipreento do éxon 2 do gehBA2 de
uma crianca do estudo, demonstrando a mutacdo>AGG em heterozigose no cédon 84

(seta), a qual resulta em Hb Etobicoke.

113



APENDICES

Vo - Lo} L I O | [ T S

Figura 11- Eletroforegrama correspondente ao seipreento do éxon 2 do gehBAl da
criangca com eletroforegrama representado na Fiyaemonstrando auséncia da mutacao

AGC>AGG (Hb Etobicoke) no codon 84 (seta) desse gene, myapdo que essa mutacao
se encontra no gemtBA2.
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Figura 12- Eletroforegrama correspondente ao setaernto do éxon 2 do gerBA2 do
pai da crianca com eletroforegrama representad&igi@a 10, demonstrando a mutacéo
AGC>AGG no codon 84 (seta), a qual resulta em Hb EtobicOkpai da crianca da Figura

10 ndo é homozigoto para essa mutacdo, uma vezlguapresenta delecdo alfa 3.7 no
cromossomo homologo.
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Figura 13- Eletroforegrama correspondente ao seipreento do intron 2 (IVS-Il) do gene
HBA2 da crianca que apresenta a Hb Etobicoke. Demesisteapresenca de 7 nucleotideos
exclusivos do genélBAl (destacados pela seta), em heterozigose com &resgujue €
caracteristica dessa regido de IVS-ll do gelgA2. O fragmento foi amplificado com
iniciadores especificos para o géf#A2, mostrando que a crianca apresenta um alelo bibrid
HBA212 (denominadax212), cujo mecanismo de formacao pode ser conveésdioa, duplo
crossover oucrossover simples do cromossomo selvagaaBA2HBAL) ) com 0 cromossomo

hibrido correspondente ao tipo | da forma delediBriada alfa-talassemiaol ).

Figura 14- Eletroforegrama correspondente ao setareento do cdédon 131 do éxon 3 de
HBAL da crianca que apresenta a Hb Etobicoke. Na sstacdese a mutacdo silenciosa
(Ser>Ser; TCPTCC, rs149264789).
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