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RESUMO

ESQUENAZI, Marcos Isaac. Sequenciamento genético e pesquisa de a-talassemia
das hemoglobinas variantes de comportamento fisico-quimico semelhante ao da
hemoglobina S (S-like) em criancas do Programa Nacional de Triagem Neonatal do
estado do Rio de Janeiro (PNTN-RJ). 2017. 77 f. Dissertacdo (Mestrado
Profissional em Saude, Medicina Laboratorial e Tecnologia Forense) — Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2017.

O Brasil se caracteriza por possuir uma composicado genética singular, resultado
de um processo de miscigenacdo intenso ao longo da historia. As alteragdes genéticas
como resultado deste processo, podem acarretar doencas como as hemoglobinopatias.
Algumas hemoglobinas variantes possuem comportamento fisico-quimico similares ao da
Hb S e sdo denominadas de S-like. Essas moléculas podem levar ao falso diagndstico de
doenca ou traco falciforme e normalmente sdo assintomaticas, porém quando em
associacdo com outras hemoglobinopatias e talassemias podem apresentar alteracoes
hematolégicas importantes e quadros clinicos mais graves. O objetivo do estudo foi
identificar, por sequenciamento genético, hemoglobinas S-like do PNTN-RJ e verificar a
associacao dessas variantes com a talassemia alfa. Foram selecionadas 17 amostras de
sangue de recém-nascidos, no periodo de 22 de outubro de 2016 a 01 de fevereiro de
2017, que apresentaram na sua investigacdo para hemoglobinopatias, hemoglobinas
variantes em S-Window, pela metodologia cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) - ULTRA 2™ com o kit Ultra Screening Genesys (Trinity Biotech, Jamestown, NY).
Para verificar a presenca da talassemia alfa foi realizada a técnica de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR). Também foram realizados os sequenciamentos das cadeias alfa
(HBA) e beta globina (HBB) da hemoglobina. A técnica de HPLC -VARIANT® com o kit -
Thalassemia Short (Bio-Rad, Califérnia, EUA), foi realizada para reavaliar o perfil das
hemoglobinas apresentando cromatogramas caracteristicos de Hb Stanleyville Il em 4
amostras, 5 de Hb D-Punjab, 5 de Hb Korle-Bu, 1 de Hb Constant Spring e 2 variantes
indefinidas. No estudo molecular para talassemia alfa 8 amostras (47,05%), possuiam a
delecéo do tipo —a3’/ aa. O sequenciamento do gene alfa realizado em 3 amostras revelou
a presenca de Hb Stanleyville Il, todavia com a mutagéo presente no gene hibrido —a37,
diferente da maioria dos casos descritos na literatura. No gene da beta globina foram
encontrados polimorfismos que se repetiram nas trés amostras, sendo um no primeiro
éxon e dois no segundo intron. Concluindo as Hb’s Stanleyville I, D-Punjab e Korle-Bu,
embora ndo frequentes no estado do Rio de Janeiro, ndo sado incomuns no estudo. A
associacdo entre -a37 e as variantes S-like encontradas na pesquisa, € frequente. O
estudo dos genes HBB e da HBA pela metodologia de sequenciamento € necessario para
identificar novas mutacbes e confirmar diagndsticos de hemoglobinopatias mais
complexos. A mutagdo da Hb Stanleyville Il correspondente ao cédon 78 na terceira base
(AAC>AAA), no gene hibrido —a37, & incomum e parece ser o segundo caso descrito no
Brasil.

Palavras Chave: Hemoglobinas variantes. Sequenciamento genético. Talassemia

alfa. Hemoglobina S. Programa de Triagem neonatal.



ABSTRACT

ESQUENAZI, Marcos Isaac. Genetic sequencing and alpha thalassemia detection of
hemoglobins variants with physical-chemical behavior similar to the Hb S (S-like)
from children of Rio de Janeiro Newborn Screening Program. 77 f. Dissertagao
(Mestrado Profissional em Saude, Medicina Laboratorial e Tecnologia Forense) —
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Brazilian population is characterized by having a unique genetic composition which
is a result of its intense miscegenation throughout history. Genetic recombination resulting
from this process can lead to diseases such as hemoglobinopathies. Some hemoglobin
variants have physical-chemical behavior similar to the Hb S and are referred as S-like.
These molecules can lead to a false diagnosis of sickle cell trait and are usually
asymptomatic, however when in combination with other hemoglobinopathies and
thalassemias they may represent important hematological alterations and critical clinical
conditions. This study aimed to identify by genetic sequencing S-like hemoglobins of Rio
de Janeiro Newborn Screening Program, and to verify the association of these variants
with alpha thalassemia. For the purpose of this study, 17 blood samples of newborns were
selected from October, 22, 2010 to February 1, 2017, which presented in their investigation
hemoglobinopathies, hemoglobin variants in S-Window, by the methodology HPLC ) -
ULTRA 2™ with the Genesys Ultra Screening Kit (Trinity Biotech, Jamestown, NY). They
were submitted by molecular analysis through PCR to verify the presence of alpha
thalassemia and genetic sequencing of alpha (HBA) and beta chains of the hemoglobin
(HBB). The HPLC-VARIANT® technique with the B-Thalassemia Short kit (Bio-Rad,
California, USA) was performed to reassess the hemoglobin profile. Chromatograms
revealed characteristic profiles of 4 Hb Stanleyville Il, 5 Hb D-Punjab, 5 Hb Korle-Bu, 1 Hb
Constant Spring and 2 undefined variants. The molecular analysis showed that 8 samples
(47.05%) had the -a37/aa deletion. The sequencing of the alpha gene performed on 3
samples revealed the presence of Hb Stanleyville 1l, however with the mutation present in
the -a37 hybrid gene, unlike most cases described in the literature. In the beta globin gene,
the polymorphisms found were the same for the three samples sequenced: one in the first
exon and two in the second intron. In conclusion, Hb Stanleyville I, D-Punjab and Korle-
Bu although not frequent, in the state of Rio de Janeiro are not uncommon. The association
between -a37 and the S-like variants found in the research is frequent. The study of HBB
and HBA genes by sequencing methodology is necessary to identify new mutations and
to confirm the diagnoses of more complex hemoglobinopathies. The mutation of Hb
Stanleyville II corresponding to codon 78 at the third baseline (AAC> AAA) in the hybrid
gene -037 is uncommon and appears to be the second case described in Brazil.

Keywords: Hemoglobins variants. Genetic sequencing. Alpha thalassemia.
Hemoglobin S. Newborn Screening Program.
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INTRODUCAO

A estrutura genética da populacédo brasileira é resultado de um prolongado
processo de miscigenacao, que se inicia juntamente com a nossa historia e se
intensifica ao longo do tempo. Os portugueses, ainda no periodo colonial ao se
instalarem no pais, através da imigracao escrava, trouxeram o0s negros do continente
Africano e aproximaram-se dos indigenas, nativos da regido. O entrecruzamento
dessas racas e a restrita contribuicao étnica de holandeses e ingleses, ainda no século
XVI, resultou na singularidade da composicao étnica do Brasil.

Dentre os muitos sinais herdados, estéo alteracdes génicas que podem resultar
em doencas, como as hemoglobinopatias. As anormalidades que resultam na
alteracdo da molécula de hemoglobina (Hb) estao entre as mais comuns e acometem
milhdes de pessoas em todo o mundo. As talassemias que se caracterizam pelo
defeito na sintese de uma ou mais cadeias globinicas da molécula de hemoglobina,
(herdadas dos europeus, asiaticos, entre outros) e a anemia falciforme (AF) vinda dos
escravos da Africa, estdo entre as doencas genéticas mais frequentes no mundo.
Estima-se que 10% da populacdo mundial seja portadora dos genes da hemoglobina
S (Hb S) e talassemias (NAOUM; BONINI-DOMINGOS, 1997).

A prevaléncia da AF no Brasil € heterogénea, dependendo da regido
geografica, bem como do grupo étnico estudado, sendo mais elevada nas regiées que
mantiveram rotas de trafico de escravos com paises africanos, como alguns estados
do nordeste e Rio de Janeiro (FLEURY, 2007). Os crescentes casos de
hemoglobinopatias, principalmente da anemia falciforme na populacdo brasileira,
motivaram medidas, dentre elas a que tornou obrigatéria a inclusdo do exame para
deteccdo de doenca falciforme (DF), na fase Il do Programa Nacional de Triagem
Neonatal (PNTN), instituido pela portaria n° 822/GM, de 6 de junho de 2001 (BRASIL,
2001).

O Instituto Estadual de Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti (HEMORIO)
€ um centro de exceléncia, cuja missdo € prestar assisténcia nas areas de
hematologia e hemoterapia a populacédo do Estado. O Instituto atua nas areas de
assisténcia, ensino e pesquisa com base nos seus valores institucionais de

humanizagdo com tratamento digno a pessoa humana.
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O HEMORIO foi o érgdo responsavel e credenciado junto ao Ministério da
Saude, no estado do Rio de Janeiro, pela realizacdo do Programa Nacional de
Triagem Neonatal (PNTN), para diagnostico da Doenca Falciforme atendendo 92
municipios até 01 de fevereiro de 2017.

A cromatografia liquida de alta resolucdo (HPLC) e a focalizag&o isoelétrica
(IEF) sé&o alguns dos métodos utilizados para a triagem neonatal das
hemoglobinopatias. Embora sejam métodos que apresentem sensibilidade e
especificidade para o diagndéstico neonatal das hemoglobinas de maior frequéncia e
importancia clinica (Hb S, Hb C, Hb D, Hb E), apresentam algumas limitac6es para
diferenciacdo de determinadas variantes. Portanto, o Ministério da Saude sugere a
confirmacédo da doenca falciforme triada no PNTN (BRASIL, 2001) por metodologia
molecular.

Segundo o Globin Gene Server (http://globin.bx.psu.edu/cgibin/hbvar/counter)

existem descritas até 0 momento mais de 1.200 hemoglobinas variantes e muitas
destas possuem comportamentos fisico-quimicos semelhantes ao da Hb S (S-like), o
gue pode causar falso diagnéstico de doenca falciforme se ndo forem devidamente
confirmadas (CHINELATO-FERNANDES; BONINI-DOMINGOS, 2005; FUCHAROEN
et al., 2007; JORGE et al., 2007).

A maioria das hemoglobinas variantes sdo assintomaticas, porém em
associacdo com outras hemoglobinopatias e talassemias, podem resultar em doenca
grave (FUCHAROEN et al., 2007).

Resultados obtidos ap6s 10 anos de PNTN-RJ em uma amostra de 1.217.833
neonatos, revelaram uma das frequéncias mais elevadas de hemoglobinopatias no
Brasil, onde 4,87% mostraram ser heterozigotos para alguma hemoglobina anormal e
o diagnostico de hemoglobinopatias para 314 nédo foram conclusivas (LOBO et al.,
2014). Esse diagnostico pode gerar inseguranca e incertezas nos familiares destas
criangas.

O objetivo do estudo foi a identificacdo das hemoglobinas S-like, triadas do
PNTN-RJ, pela metodologia de sequenciamento génico (Sanger) e verificar a
presenca da associacao destas hemoglobinas variantes com a talassemia alfa (a-Tal).
A partir desta identificacdo, acredita-se na possibilidade da reducdo do falso
diagnostico de traco falciforme. Além disso, o estudo podera indicar um perfil de
variantes diferente do que se imagina e contribuir no conhecimento da pluralidade

genética da nossa populacéo.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Estrutura da Hemoglobina

A hemoglobina é a proteina portadora de oxigénio encontrada nos glébulos
vermelhos (eritrocitos). E um tetramero constituido por duas cadeias de polipeptideos
do locus de alfa-globina, juntamente com duas cadeias polipeptidicas a partir do locus
da beta-globina. A cada cadeia globinica existe um grupamento heme que possui um
anel protoporfirinico com um atomo de ferro (Fe*?) central capaz de ligar-se

reversivelmente com o oxigénio (Figura 1)

Figura 1 — Representacdo esquematica da molécula de hemoglobina.

/\’""c.adeia

‘ polipeptidica

(a) Hemoglobina (b) Grupamento Heme
com atomo de Ferro
Fonte: Pearson Education Inc., por Benjamin Cummings (disponivel em:
http://slideplayer.com.br /slide/356207/>).

O locus da a-globina e o da B-globina contém cada um varios genes que sao
expressos de forma especifica em tecido e estagio, a fim de atender as necessidades
de oxigénio do embrido ou do feto em crescimento (WILBER; NIENHUIS; PERSONS,
2011).
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Os loci humanos dos genes da a-globina (HBA) e B-globina (HBB) estao
localizados em diferentes cromossomos e contém multiplos genes ativados de forma
evolutiva e sequencial na direcéo 5 'a 3' (WEATHERALL, 2001). O locus a-globina
esta localizado no braco curto do cromossomo 16 (16p13.3) e contém trés genes
funcionais: um gene da globina embrionaria zeta ({) e dois genes das globinas adultas
alfa 1 (HBAl) e alfa 2 (HBA2), enquanto o locus da B-globina esta localizado no
cromossomo 11(11p15.5) e contém cinco genes ativos: um gene embrionério epsilon
(€), dois fetais gama (y) - Gy e Ay e dois genes adultos delta e beta (& e B-globina)
(Figura 2). Os genes humanos Gy e Ay-globina sédo altamente homologos e as
proteinas expressas s6 diferem no aminoacido 136, onde ocorre uma substituicdo de
glicina a alanina (MANCA; MASALA, 2008).

Figura 2 - Representacdo dos cromossomos humanos 16 e 11;

MCSRY MCSRZ2 MCS IS MCS R4 . 5
a-Globina locus . a2 al
W i i L o
Cromossomo 16 - v v b
$% S 2 = HBZ MEA2 HBA Y
o V) v V)
T X - - - o
B-Globina ocus LCR c Gy Ay 3 i}
cromossomo 11~ ==L X - E O—0 {3 {2
' ; " ,: :: Hist HBG2 HBGH HBD HB6
r E X X I

Legenda: Organizacéo do locus humano da a e B-globina nos cromossomos 16 e 11.
Fonte: MARTYN, 2017.

A eritropoiese da fase embrionaria envolve a circulagéo transitoria de grandes
glébulos vermelhos nucleados que se originam no saco vitelino (eritropoiese primitiva).
Durante o desenvolvimento na vida fetal e pds-natal, a eritropoiese envolve a
producgdo continua de pequenos eritrocitos enucleados (PALIS, 2008). Os loci a e B-
globina séo ativados no final da terceira semana de gestacdo (GROSVELD; DILLON,;
HIGGS, 1993), com (-globina e e-globina sendo expressas em eritroblastos primitivos
até 5 semanas apos a concepcdo (MARTYN; QUINLAN; CROSSLEY, 2017) (Figura
3).

As cadeias globinas a-semelhantes e B-semelhantes produzidas nos varios
estagios do desenvolvimento humano se combinam para formar trés tipos amplos de

hemoglobina: hemoglobina embrionaria (Gower 1- {2&2,Gower 2 - a2¢2 e Portland -
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£2y2), hemoglobina fetal (Hb F) (a2Gy2 e a2Ay2) e hemoglobina adulta (a2p2 e a252)
(MANCA; MASALA, 2008) (Figura 3). Cada uma dessas formas de hemoglobina exibe
diferentes propriedades. Por exemplo, a hemoglobina fetal (HbF) tem maior afinidade
pelo oxigénio do que a hemoglobina adulta (HbA), auxiliando na transferéncia de
oxigénio da corrente sanguinea da mée para o feto (AMATO et al., 2014). No momento
do nascimento, HbF representa cerca de 70-80% da hemoglobina total em um
individuo, no entanto, um ano depois, a HbF geralmente representa apenas
aproximadamente 1% dos niveis de hemoglobina total (MANCA; MASALA, 2008),
exceto quando mutacgdes ou efeitos fisioldgicos , como a hipoxia, levam a persisténcia

ou reativacdo da hemoglobina fetal.

Figura 3 - Expresséao das cadeias de globina ao longo das fases do

desenvolvimento.
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Legenda: A expressao dos diferentes genes da globina durante o desenvolvimento
pré e pos-natal, mostrada com uma percentagem da sintese total de
globina. A composicdo das cadeias de globina a e B-semelhantes da
hemoglobina nas fases do desenvolvimento.

Fonte: MARTYN, 2017.
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1.2 Hemoglobina S e doenca falciforme (DF)

A anemia falciforme € uma doenca genética de transmissdo hereditaria. A
alteracdo genética dessa doenca € responsavel pela formacdo de um tipo anormal de
hemoglobina chamado de “hemoglobina S”. Foi descrita pela primeira vez em 1910
por Herrick (GOMEZ-CHIARI; TUSELL PUIGBERT; ORTEGA ARAMBURU, 2003;
HERRICK, 2001), frequente, mas ndo exclusiva, em individuos de origem africana,
esta Hb é originada por uma mutagcédo no DNA que resulta na substituicdo de um acido
glutamico (GAG) pela valina (GTG) na posicéo 6 da extremidade N-terminal no gene
que sintetiza a cadeia P da globina. Os eritrcitos cujo contetdo predominante é a
hemoglobina S, sofrem alteracBes na estabilidade e solubilidade moleculares que em
condicBes de hipodxia, acidose e desidratacdo assumem forma semelhante a de uma
foice, decorrente da polimerizacdo desta hemoglobina (STUART; NAGEL, 2004).

A anemia falciforme é a apresentacdo homozigota da doenca (Hb SS), ou seja,
ocorre quando o defeito é herdado de ambos os pais; ja quando se apresenta na forma
heterozigota (Hb AS), ou seja, o defeito é herdado de somente um dos progenitores,
é conhecido como “traco falciforme”. E uma doenca que se caracteriza por possuir
grande heterogeneidade clinica, podendo variar desde formas leves até
manifestacdes graves, com altas taxas de mortalidade (DE GALIZA NETO; DA SILVA
PITOMBEIRA, 2003).

Os primeiros sinais clinicos da AF em geral comecam a se manifestar a partir
do sexto més de vida, quando a concentracdo de Hb S é maior em relacdo a
hemoglobina fetal.

Dentre as complicacdes clinicas, mais frequentes, apresentadas em portadores
dessas hemoglobinopatias estéo as infec¢des, acidente vascular encefélico, sindrome
toracica aguda, sequestro esplénico e crises dolorosas (SILVA FILHO, 2010).

No Brasil, a DF € um importante problema de saude publica. Estima-se que 0
namero de individuos com traco falciforme seja de 7.200.000, com prevaléncia da
populacdo geral entre 2 e 8%. Em negros e afrodescendentes a frequéncia sobe para
6% a 10%, sendo também observada um aumento na populacdo caucasoide, por
conta da miscigenacdo intensa no pais (CANCADO; JESUS, 2007; NUZZO;
FONSECA, 2004). A incidéncia de DF no estado do Rio de Janeiro é de 1: 1.335

nascimentos e a incidéncia de traco falciforme € de cerca de 5%, ou seja, 1:20
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nascimentos (LOBO et al., 2014), ocupando a segunda maior frequencia do Brasil,
ficando apenas apos o estado da Bahia com 1:17 nascimentos (Fonte: Programas
Estaduais de Triagem Neonatal (PETN) — VII Simposio Brasileiro de Doenca
Falciforme, Salvador-BA, 2013).

1.3 Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN)

Ao serem incluidas, as hemoglobinopatias no Programa Nacional de Triagem
Neonatal (Brasil, 2001), um passo importante foi dado no reconhecimento da sua
relevancia em saude publica no Brasil. Dentre os beneficios dessa Portaria, estava a
garantia do acesso aos testes de triagem a todos recém-nascidos brasileiros,
independentemente da origem geografica, etnia e classe soécio econdmica
(RAMALHO; MAGNA; PAIVA E SILVA, 2003).

Em agosto de 2000, o programa de triagem de recém-nascidos para
hemoglobinopatias ja estava em funcionamento no Instituto de Hematologia Arthur de
Siqueira Cavalcanti (HEMORIO), que até 01 de fevereiro de 2017 era o 6rgao
responsavel e credenciado junto ao Ministério da Saude, no Estado do Rio de Janeiro,
para realizacdo no Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN).

No estado do Rio de Janeiro o programa realiza a triagem para
hemoglobinopatias recebendo amostras de 92 municipios. O “teste do pezinho”,
nome popular para a triagem neonatal, € feito a partir de gotas de sangue colhidas do
calcanhar do recém-nascido em papel filtro, preferencialmente, entre o 3° e o 7° dia
de vida.

Apos a analise dos cromatogramas no instituto, em casos suspeitos de doenca
falciforme, transfusé@o ou presenca de hemoglobina variante, o servico de assisténcia
social do programa convoca os integrantes da familia a fim de complementar o estudo.
Uma nova puncéo é realizada na crianga e na mae, o teste também é ofertado ao pai,
embora 0 mesmo n&o seja obrigado a fazé-lo. E aberto um prontuério para o paciente
e uma primeira consulta € realizada para as orientacdes e informacdes sobre a
doencga, nos casos confirmados de doenca falciforme.

No caso das hemoglobinas variantes os responsaveis recebem a informacao

da existéncia de uma hemoglobina variante “desconhecida”. Os resultados sao
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enviados aos postos onde foram realizadas as coletas e neles sdo prestadas
orientagcfes necessarias aos familiares da crianca.

A cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e a focalizacéo isoelétrica
(IEF) sdo os métodos utilizados para a triagem neonatal das hemoglobinopatias.
Embora sejam métodos que apresentem sensibilidade e especificidade para o
diagnostico neonatal das hemoglobinas de maior frequéncia e importancia clinica,
essas técnicas apresentam limitacbes pois nem todas as variantes podem ser
diagnosticadas por esses principios, levando-se em consideracdo que as mutacdes
gue envolvem trocas as quais acarretam pequenas ou nenhuma diferenca de carga
elétrica devido a substituicdo por aminoacidos neutros ndo sdo detectadas (SILVA,
2012).

1.4 Hemoglobinas Variantes

As alteracbes que envolvem genes estruturais promovem a formacao de
moléculas de hemoglobinas com caracteristicas bioguimicas diferentes das
hemoglobinas normais, por isso sdo denominadas variantes, em sua maioria originada
por substituicbes de aminoacidos resultantes de mudancas nas sequéncias de
nucleotideos das cadeias q, B, 9, y das hemoglobinas A, Az e F. As mutacgdes afetando
genes reguladores promovem desequilibrio do conteddo quantitativo das cadeias e,
consequentemente, dos tipos normais de hemoglobinas, causando as talassemias
(ORLANDO et al., 2000).

Existem descritas até o0 momento mais de 1.200 hemoglobinas variantes em
consulta realizada em 01 julho de 2017, segundo o Globin Gene Serve,

(http://globin.bx.psu.edu/cgibin/hbvar/counter). Como ja citado anteriormente, as

hemoglobinas de maior frequéncia e importancia clinica sdo as Hb S, Hb C, Hb D, Hb
E, porém, novas variantes ja foram descritas no Brasil como Hb Itapira, Hb Bom Jesus
da Lapa, Hb Boa Esperanca (JORGE et al., 2007), Hb S-S&ao Paulo (JORGE et al.,
2012), Hb Stanleyville Il (COSTA et al., 1987; COSTA; SONATI; ZAGO, 1991; SILVA
et al.,, 2012; WAGNER et al., 2010; WENNING et al.,, 2000), Hb Hasharon
(CHINELATO-FERNANDES; BONINI-DOMINGOS, 2005; WENNING et al., 2000); Hb
Ottawa, Hb Maputo, Hb G-Ferrara, Hb St Luke’s, Hb Etobicoke (SILVA et al., 2012).


http://globin.bx.psu.edu/cgibin/hbvar/counter
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A associacdo de hemoglobinas variantes com outras hemoglobinopatias e
talassemias, como consequéncia do processo de miscigenagdo caracteristico do

Brasil, torna o diagndéstico de hemoglobinopatias, um desafio.

1.5 Hemoglobina Stanleyville-II

A Hemoglobina Hb Stanleyville-1l [alpha2 78 (EF7) Asn> Lys] é uma variante
causada por uma unica substituicdo de aminoacidos no cédon 78 na regido nao-
helicoidal entre as hélices E e F (EF7) da alfa globina (Asn> Lys). Encontrada pela
primeira vez em uma familia africana na tribo Budu em 1950 e descrita em 1959, na
cidade Stanleyville atualmente conhecido como Kisangani, Republica Democratica do
Congo (DHERTE et al., 1959). Esta variante foi encontrada em familias africanas ou
brancas europeias e americanas que vivem no Congo, Uganda, Zaire, Texas (EUA) e
Alsace (Franca) (DHERTE et al., 1959; HASSAN et al., 1977) sendo descrita mais
tarde, em outros paises da Africa (DRAUBE et al., 2007; WAITUMBI et al., 2007);
(BURCHALL; MAXWELL, 2010), Europa (GONZALEZ FERNANDO et al., 2008);
(OSTENDORF et al., 2005).

No Brasil, em 1987 foi descrito o primeiro caso concomitante na forma
homozigota para Hb Stanleyville Il e Hb S, em uma menina negra com quatro anos de
idade, apresentando microcitose, hipocromia e quadro clinicamente compativel com
anemia falciforme. Esse estudo descreve a avaliacdo de duas familias brasileiras néo
relacionadas, que incluem dois heterozigotos para Hb Stanleyville 1, dois
heterozigotos para Hb Stanleyvile e Hb S e um homozigoto para as duas
hemoglobinas anormais associada a talassemia alfa (COSTA et al., 1987; COSTA,
SONATI; ZAGO, 1991).

Wenning e colaboradores em 2000, estudaram 27 individuos com alteracdes
estruturais de cadeia alfa, com o objetivo de identificar as mutagdes do gene a-globina
presentes na populacdo do Sudeste do Brasil. As dele¢des -a37, -MED e —(a)20-5 foram
investigadas por PCR. Dentre os 27 pacientes com alteragdes estruturais de cadeia
alfa, 4 (3 negros e 1 caucasiano) foram heterozigotos para Hb Stanleyville-ll
(a78Asn—Lys) associados a a*-talassemia confirmando a mutagéo no gene da a1-

globina pela substituicio de AAC > AAA, realizada pela metodologia de
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sequenciamento, 15 (de descendéncia italiana) tiveram a presenca da Hb Hasharon
(047Asp—His) associadas a delegdo -037, 4 (de descendéncia italiana) foram
heterozigotos para Hb J-Rovigo (a53Ala—Asp), 1 (negro) foi heterozigoto para Hb G-
Pest (a74Asp—Asn), 1 (caucasiano) era heterozigotos para Hb Kurosaki
(a7Lys—Glu), 1 (caucasiano) era heterozigoto para Hb Westmead (a122His—GIn) e
1 (Caucasiano) era o portador de uma nova variante silenciosa (Hb Campinas,
a26Ala—Val). A maioria das mutagdes encontradas refletiram as origens
mediterranea e africana da populacdo. Os portadores de Hb Hasharon e Hb
Stanleyville-Il apresentaram hemécias microciticas e hipocrébmicas leves,
provavelmente devido a associacdo com a talassemia.

No programa de triagem neonatal do estado do Rio Grande do Sul, outro
estudo realizado com objetivo de estimar a prevaléncia de hemoglobinopatias no sul
do Brasil, analisou 437.787 amostras de sangue de neonatos pelas técnicas de
focalizacgéo isoelétrica e / ou cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Dentre
elas, 6391 apresentaram um padrdo anormal de hemoglobina e 71 (0,02%) neonatos
eram portadores de variaveis raras de hemoglobina. As Hbs variantes raras foram
identificadas por sequenciamento de DNA em 47 desses casos, 26 com muta¢des nos
genes da alfa-globina e 21 com as mutagfes no gene da beta-globina. Dentre as 26
variantes de cadeia alfa, 12 casos de Hb Stanleyville Il. Os beneficios da identificacdo
de variantes raras durante o rastreio neonatal sédo evidentes porque alguns deles sao
clinicamente relevantes como a Hb Stanleyville Il quando associada a delegdo -a3’
resulta em um fenaétipo talassémico (WAGNER et al., 2010).

Silva e colaboradores (2012), com os dos dados do Programa de Triagem
Neonatal, estimaram a incidéncia de Hb Stanleyville-ll no estado de Minas Gerais,
Brasil. A focalizacéo isoelétrica (IEF) e cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) foram as técnicas realizadas para o diagnostico de hemoglobinopatias com
as amostras de sangue seco em papel filtro. No periodo de marco de 1998 a junho de
2008, 294 criancas foram triadas provenientes de 56 cidades de MG, cujo primeiro
resultado da triagem neonatal havia sido liberado como indeterminado e o resultado
da amostra do 6° més de vida, registrado como perfil eletroforético semelhante ou
idéntico ao da hemoglobina S. Da coorte original 128 criancas foram testadas para o
alelo B® e apenas 12 foram positivas, das quais seis foram associadas a outra variante,
sendo trés com Hb Stanleyville 1l. Seguindo o estudo para hemoglobinas variantes

“raras”, foram selecionadas 112 criancas e a evidenciando a presenca de Hb
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Stanleyville Il em 96 casos (85,7%) com 94 em heterozigose e 2 na forma homozigota
co-herdado com —a37/—a37. Como consequéncia desse estudo de 10 anos do PNTN-
MG, a incidéncia de Hb Stanleyville Il no estado € de 1:11500 nascimentos, com
indicios de ter sido trazida por escravos africanos durante o periodo colonial (SILVA
et al., 2012).

1.6 Hemoglobina D-Los Angeles / Hemoglobina D-Punjab

A hemoglobina D-Punjab, também conhecida como hemoglobina D-Los
Angeles € uma das variantes mais comuns em todo mundo. Deriva de uma mutacéo
pontual na posigcdo 121 do gene da beta globina (GAA—CAA), resultante da
substituicdo do acido glutamico pelo aminoacido glutamina [beta 121(GH4) Glu>Glin;
HBB: ¢.364G>C] (FUCHAROEN et al., 2002)

Até o inicio da década de 1950, apenas quatro tipos de hemoglobinas haviam
sido descritas, incluindo a hemoglobina adulta (Hb A) e duas variantes (Hb S e Hb C).
A quarta hemoglobina identificada foi Hb D. No estudo de uma familia multiétnica, da
regido de Los Angeles, com caracteristicas britanicas, americanas e indianas,
encontrou-se uma hemoglobina com caracteristicas diferentes das demais
conhecidas. Sua mobilidade eletroforéica era semelhante a Hb S em pH alcalino, no
entanto em pH acido, sua migracao se assemelhava a Hb A (ITANO, 1951).

A Hb D-Los Angeles é encontrada principalmente na regido de Punjab,
noroeste da india. E comumente relatada em paquistaneses, afro-americanos, afro-
caribenhos, norte-americanos e sul-americanos (OBEROI et al., 2014). Sua forma
heterozigota em associacdo com a hemoglobina A néo causa alteracdes clinicas ou
hematolégicas. Em homozigose, forma mais rara de hereditariedade, pode
apresentar, discreto grau de anemia. Além disso, esta variante pode existir em
associacao com outras hemoglobinopatias, bem como as talassemias. As alteracoes
clinicas mais notaveis ocorrem quando a Hb D-Punjab esta associada a Hb S. As
manifestacdes clinicas desta associacdo, podem ser semelhantes a homozigose da
Hb S e mesmo com importancia clinica, especialmente nesses casos, ainda é pouco
estudada (TORRES et al., 2015).
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No Brasil, um estudo realizado em 1993, avaliou a prevaléncia de
hemoglobinopatias em cerca de 100.000 individuos de todo os estados do pais, a Hb
D-Punjab foi observada como a terceira variante de hemoglobina mais comum
(BONINI-DOMINGOS, 1993).

Sonati e colaboradores, em 1996 analisaram 11.914 individuos com suspeita
de mutages em hemoglobinas e seus familiares, atendidos no Hospital Universitario
da UNICAMP Universidade de Campinas), no estado de S&do Paulo no sudeste do
Brasil. Os autores relataram alteracdes em 4.102 (34,4%) dos individuos, dos quais
0,4% apresentavam Hb D-Punjab (SONATI et al., 1996).

Com o objetivo de estimar a incidéncia e o curso natural de uma coorte de
recém-nascidos com hemoglobina SD, no periodo de 1999 a 2012, um estudo
realizado no PNTN-MG revelou 11 casos (dez familias) de Hb S / D-Punjab e 8 de Hb
S /Hb Korle-Bu. A focagem isoelétrica foi o principal método utilizado na triagem
neonatal. O RFLP (Polimorfismo de tamanho do fragmento de restricdo) e o
sequenciamento genético foram utilizados para identificar alelos mutantes e
haplétipos. Foi realizado também GAP-PCR (reacdo em cadeia da polimerase) para

verificar a presenca de alfa-talassemia (REZENDE et al., 2016).

1.7 Hemoglobina Korle-Bu

A Hb Korle-Bu é uma variante, com padrao eletroforético semelhante ao da Hb
D-Los angeles, que deriva de uma mutacdo pontual com a substituicdo do acido
aspartico pelo aminoéacido asparagina (GAT-> AAT) no cdédon 73, do éxon 2 da globina
do gene beta [beta73 (E17) Asp-> Asn]. A associacdo dessa hemoglobina a outros
tipos de alteracbes como talassemias ou outras hemoglobinopatias, pode apresentar
um quadro clinico mais grave, logo a caracterizacdo genética € importante para o
diagndstico das formas graves. (ROPERO:; VILLEGAS; GONZALEZ, 2004).

Chinelato-Fernandes e Bonini-Domingos realizaram um trabalho com objetivo
de identificar e caracterizar as variantes de hemoglobinas, provenientes de oito
estados do Brasil, que apresentavam migracao eletroforética semelhante a Hb S em
pH alcalino (acetato de celulose), relacionando-as com as diferentes populacdes. A

Hb Korle-Bu é encontrada principalmente em familias provenientes de Gana e Costa
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do Marfim, paises africanos que contribuiram para a formacgéo da populacao brasileira
através do trafico de escravos. Dados historicos indicam que os individuos dessa
regido foram levados preferencialmente para a regido da Bahia. As amostras descritas
neste estudo, foram provenientes de individuos das regides sudeste, sul e centro-
oeste. Isto pode ser explicado pelo intenso fluxo migratério interno de individuos
nordestinos para outros estados, em busca de novas oportunidades de emprego.
(CHINELATO-FERNANDES; BONINI-DOMINGOS, 2005).

Um estudo no Centro de Promocdo da Saude Regido 8, Nakornsawan,
Tailandia descreveu uma mulher gravida de 26 anos descoberta através do programa
de triagem de talassemia com anemia microcitica hipocrémica leve causada por
defeitos na alfa e beta-globina. A analise inicial de cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) de hemoglobina, revelou uma homozigose para uma variante
desconhecida na janela D, inconsistente com os resultados das analises familiares.
Mais andlises de Hb usando eletroforese de zona capilar automatizada identificaram
que a gestante era de fato um heterozigoto composto para Hb E [b26 (B8) Glu—Lys,
GAG>AAG] e outra variante de cadeia beta. A analise de DNA demonstrou que ela
carregou a mutacéo de Hb Korle-Bu [B73 (E17) Asp—Asn (GAT>AAT)] paraaHb E e
uma talassemia alfa-1 (a-thal-1) com delecdo do Sudeste Asiatico (--SF4). Estudo de
seus familiares revelaram que seu pai e sua irma eram duplos heterozigotos para Hb
Korle-Bu e a- thal-1, enquanto que sua méae era um duplo heterozigoto para Hb E / Hb
Constant Spring [Hb CS; A142, Term—GIn (TAA>CAA a2)]. O diagnéstico de Hb
Korle-Bu pode se tornar um problema em uma investigacdo de rotina quando
encontrado em associacdo com outras hemoglobinopatias. A Hb Korle-Bu ndo se
separa da Hb E e Hb A2 em analise de HPLC, porém o sistema de eletroforese capilar
auxilia nesta avaliacdo. No entanto, o diagndstico final do caso s6 foi possivel apés a
analise do DNA (SIRIRATMANAWONG et al., 2009).

1.8 Hemoglobina Constant Spring

A hemoglobina Constant Spring (Hb CS) é uma variante de cadeia do gene a2-
globina no cédon 142, com substituicdo de TAA >CAA . Esta mutacdo T>C resulta em

uma extensado da cadeia alfa com 31 residuos de aminoéacidos (Stop>GIn) onde o
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cédon de parada € encontrado no novo codon 173. E uma Hb encontrada comumente
no Sudeste Asiatico e entre os chineses. A associagdo de Hb CS com a®-talassemia
conduz a uma sindrome talassémica, comumente encontrada na regidao (JOMOUI et
al., 2015).

Lin e colaboradores em 2011 relataram um caso de Hb Stanleyville- 11 em
combinagcdo com Hb Constant Spring (Hb CS) em uma mulher chinesa. No
ambulatorio médico, do Departamento de Ginecologia do Hospital Central de
Chaozhou, Provincia de Guangdong, uma mulher de 37 anos de idade apresentava
um quadro de anemia, com hemoglobina de 6,6 g / dL, MCV 58,0 fl e MCH 16,6 pg,
sem esplenomegalia. O sangue foi analisado por cromatografia liquida automatizada
de alto desempenho e a percentagem da variante Hb foi de 27,53%, Hb A2 0,67%, Hb
CS 0,8% e Hb A 71,0%. Os genes a-talassemia 1 (tipo SEA) e a-talassemia 2 (-a>’ e
-a*?) foram amplificados pela técnica da Polimerase de reacdo em cadeia (GAP-PCR)
e o0s resultados para a-talassemia foram normais. Mesmo a Hb CS tendo sido
identificada na paciente, pela técnica de reverse dot blots (RDB) para investigar os 3
tipos conhecidos de mutacdes chinesas, os dois genes de a-globina (a1 e a2) foram
amplificados por PCR e o sequenciamento genético foi realizado. O sequenciamento
do gene a1-globina revelou uma substituicido de AAC — AAA no cédon 78 (asparagina
para a lisina), indicando a presenca de Hb Stanleyville Il e uma substituicdo de TAA
— CAA no codon 142 foi encontrada no gene a2-globina, que constatou o diagndstico
de Hb CS (LIN et al., 2011).

1.9 Talassemia alfa

A a-talassemia (a-Tal) € a doenga monogénica mais comum no mundo e &
caracterizada por uma redugado ou auséncia completa de expressdao do gene a-
globina. Os individuos normais possuem dois genes alfa em cada cromossomo
16p13.3 (o?al/ a?al) e 95% da a-talassemia reconhecida, envolve a delecdo de um ou
ambos os genes da a-globina (HIGGS et al., 1989; WEATHERALL, 1989).

Os genes da a-globina estéo inseridos dentro de duas unidades de duplicacéo
altamente homologas, cuja identidade da sequéncia parece ter sido mantida ao longo

da evolucao através de eventos de crossover desiguais. Essas regides sao divididas
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em subsegmentos homologos representados pelas letras X, Y e Z, enquanto 0s

elementos ndo homologos sao representados pelos nameros I, Il e Ill. (Figura 4).

Figura 4 — Representacdo das regiées homoélogas X, Y, Z e ndo homodlogas |, 11, lI.
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Legenda: A barra sélida representa a extensao produzida por cada delegéo -a3”7.
Fonte: HIGGS et al., 1989 (adaptado).

As delecbes que removem um gene da a-globina sdo resultado da
recombinacdo nao homéloga entre cromossomos alinhados desigualmente durante a
meiose. A recombinagdo reciproca entre os segmentos Z produz um Cromossomo
com somente um gene a funcional (delegdo -a°7 ou delegdo a direita) que causa a a-
talassemia e o outro cromossomo com 3 genes a (aaa2™37) que ndo esta associado
a manifestacdes clinicas e laboratoriais talassémicas (Figura 5). Nessa recombinacdo
perde-se um fragmento de 3.7kb que inclui a por¢ao 3’ final do gene a2, a regido
intergénica a2-a1 e a porgao 5’ inicial do gene a1, formando um gene hibrido com a
porcao inicial de a2 e a final de al. Esses eventos podem ser subdivididos,
dependendo do exato local dentro do segmento Z em que a recombinacao ocorre em
-a37! -a%7!"e -g37 " (CHUI; FUCHAROEN; CHAN, 2003; HIGGS et al., 1989).
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Figura 5 — Esquema da recombinacao reciproca entre os segmentos Z produzindo
delecdo -a®’ ou delecdo a direita.
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Fonte: HIGGS et al., 1989 (adaptado).

A inativacdo de apenas um gene alfa denomina-se talassemia a* e quando os
dois genes estédo afetados designa-se talassemia a®. Do ponto de vista clinico, existem
trés formas de talassemia alfa. Na primeira, o traco talassémico a que envolve a
delecdo de um ou dois genes a, a segunda € a doenga da Hb H onde trés genes a
séo afetados, e a terceira é a sindrome da hidropsia fetal onde os quatro genes a séo
afetados (CANCADO, 2006).

O traco talassémico a* heterozigoto (-a/aa), também denominado portador
silencioso, resulta em uma forma de talassemia praticamente assintomatica e com
alteracBes laboratoriais minimas ou ausentes, dificultando o seu diagndstico por
técnicas laboratoriais convencionais, ao contrario do traco talassémico a* homozigoto
e o traco talassémico a° heterozigoto, que, respectivamente, correspondem a perda
de dois genes alfa (-a/-a e --/aa) e caracterizam-se por apresentar um quadro de
microcitose e hipocromia (Figura 6) (CANCADO, 2006).
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Figura 6 — Classificagdo com alteracdes dos genes da talassemia alfa e expressoes

fenotipicas.
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Fonte: HARTEVELD; HIGGS, 2010 (adaptado).

As dele¢Ges mais comuns sédo a -a.3’ e -a.4? que deletam um Unico gene. Ja
as delecdes de genes duplos -S84 e -FI' sdo caracteristicas do Sudeste Asiatico
enguanto as delecées -MEP e -205 estdo mais presentes no Mediterraneo. Embora
tenha sido relatada em Taiwan, uma alta incidéncia de delecéo - ™A foi sugerido que
estes pacientes possuiam a mutacgdo -7 , com excecdo do paciente original com esta
mutacao, outros nao foram descritos, e a frequéncia do alelo é desconhecida (CHONG
et al., 2000).

Alguns trabalhos realizados em diversos estados brasileiros descrevem
frequéncias variaveis entre 20 - 50% de individuos portadores da delecdo - o3’.
Estudos de base populacional relatam frequéncias de a*- talassemia decorrente da
delecdo - a7, com nimeros préximos a 20% (ADORNO et al., 2005; SONATI et al.,
1991; SOUZA et al., 2009).

Outro estudo realizado com o objetivo de verificar a presenca de talassemia alfa
em portadores de hemoglobina S em heterozigose (Hb AS) com quadro anémico,
revelou que das 1002 mostras de sangue analisadas, 16 (1,59%) delas apresentaram
esta associacdo (TOME-ALVES et al., 2000).
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Foi observada também a frequéncia de talassemia alfa (delecdo —a37) em
49,9% de individuos com microcitose e hipocromia sem anemia. Foram analisados
339 adultos do ambulatorio do Hospital Universitario da Unicamp (com excecao das
clinicas ambulatoriais de Hematologia Clinica), que apresentaram niveis normais de
hemoglobina (Hb) e reducéao do volume corpuscular médio e hemoglobina corpuscular
média. Noventa e oito eram negros (28,9%) e 241 eram caucasianos (71,1%). Em
todos os casos 0s niveis de Hb A2 e F eram normais ou baixos.
Esses resultados, com importante relevancia clinica, demonstraram que a a-
talassemia, principalmente através da dele¢do -a®’, é uma causa importante de
microcitose e hipocromia em individuos sem anemia, onde muitas vezes,
equivocadamente, sdo interpretados como indicadores de deficiéncia de ferro
(BORGES et al., 2001).
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2. OBJETIVO GERAL

Identificar pela metodologia de sequenciamento genético de hemoglobinas de
comportamento fisico-quimico semelhantes ao da hemoglobina S (S-like) de
pacientes triados do Programa Nacional de Triagem Neonatal do estado do Rio de

Janeiro.

2.1 Objetivos Especificos

Verificar a presenca da talassemia alfa em associagdo com as hemoglobinas
S-like do estudo.

Determinar a localizacdo, da variante no gene a2, a1 ou no gene hibrido em
casos de delecdo talassémica, nos casos onde houver variantes da cadeia alfa-

globina.
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3. PACIENTES E METODOS

3.1 Populacéao Alvo

A populagéo estudada faz parte do banco de dados do Programa de Triagem
Neonatal do estado do Rio de Janeiro, trata-se de criangas que na sua investigacao
para Doenca Falciforme (DF), obtiveram resultados de uma Hb variante
indeterminada, na janela da Hb S (S-Window) pela metodologia de HPLC com o
equipamento ULTRA 2™ e o kit Ultra Screening Genesys (Trinity Biotech, Jamestown,
NY), no Instituto de Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti (Hemorio).

Foram selecionadas 17 amostras para o estudo obtidas com sangue total,
coletadas em EDTA. O tamanho amostral foi definido levando em consideragéo um
estudo epidemiolégico realizado no préprio Hemorio, onde foram analisadas amostras
de sangue de 1.217.833 neonatos e dessas amostras, o diagnostico para
hemoglobinopatias de 314 nao foram conclusivas (LOBO et al., 2014). Com o uso da
ferramenta OpenEpi verséo 3.01, que € um programa gratuito com codigo aberto para

estatisticas epidemioldgicas (disponivel em: <http://www.openepi.com/Menu/OE>) e

os dados do estudo citado, foi obtido o tamanho amostral para a frequéncia em uma

populacao (Tabela 1).

Tabela 1 - Tamanho da amostra para a frequéncia em uma populacéo
Tamanho da populagdo (para o fator de corregio da populagio finita ou fip) (AV):1217833

Frequéncia % hipotética do fator do resultado na populacio (p): 0.3%+/-5
Limites de confianca como % de 100{abscluto =/-%) (d): 3%
Efeito de desenho (para inguéritos em grupo-E0FF): 1
Tamanho da Amostra (n) para varios Niveis de Confianca
IntervaloConfianca (%) Tamanho da amostra
Q5% 5
B0%% 2
0% 4
7% &
99%; g
99 9% 13
00.09% 19
Equagdo

Tamanho da amostra n = [EDFF*Np (1-p) | / [ (dYZ 1-02*(N-1) + p*(1-p) ]
Fonte: disponivel em: <http://www.openepi.com/Menu/OE>
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3.1.1 Critérios de inclusdo

Pacientes do banco de dados do PNTN-RJ do HEMORIO que continham na
sua investigacao para DF, resultado de Hb variante indeterminada, em S-window pela
metodologia de HPLC pelo equipamento utilizado no Instituto, durante o periodo de

selecéo de amostras.

3.1.2 Critérios de exclusao

Responsaveis que ndo desejaram a participacdo da crian¢a no estudo.

3.2 Questdes éticas

Este projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto de Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti (Hemorio), sob o namero
405/16 e apresentado de acordo com as determinacdes éticas da resolucdo n° 466/12
do Conselho Nacional de Salude (CNS/CONEP) (Anexo A). A confidencialidade e
privacidade dos pacientes foram preservadas. Os responsaveis legais receberam
esclarecimentos a respeito do objetivo do estudo e dos procedimentos necessarios
para a participacdo na pesquisa. A obtencdo das amostras e o preenchimento do
instrumento de coleta de dados (Apéndice A) somente foi realizada apds a assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice B) pelo
responsavel, ficando o mesmo com uma copia do TCLE.

O projeto, foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de
Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti (Hemorio) sob o parecer nimero: 1.820.98
| CAAE: 61993416.7.0000.5267 (Anexo B).
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3.3 Diagnostico de Hemoglobinopatias no Rio de Janeiro

No HEMORIO, desde a implantacdo do programa, a técnica de cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) foi a metodologia de escolha para a triagem de
hemoglobinopatias. Durante o periodo do estudo, as amostras do PNTN-RJ estavam
sendo analisadas no equipamento com metodologia de HPLC (Cromatografia Liquida
de Alta Resolucdo) ULTRA 2™ com o kit Ultra Screening Genesys (Trinity Biotech,
Jamestown, NY).

Nos casos de confirmacdo de doenca falciforme, a amostra biol6gica é
encaminhada para um laboratério para testagem pela metodologia de biologia
molecular. A prova de solubilidade de ditionito de sodio, utilizado para verificar a
presenca da hemoglobina S, nos casos suspeitos de hemoglobinas S-like, € realizado
durante o estudo familiar. Esse teste, é realizado no progenitor, onde foi identificada
a hemoglobina variante. O resultado negativo exclui a possibilidade de traco

falcémico.

3.4 Obtencao de amostras e Fluxograma do Estudo

Inicialmente foram selecionadas de forma aleat6ria e anénima, 11 amostras de
sangue coletadas em papel filtro a partir do banco de dados da triagem neonatal do
Hemorio, ou seja, os resultados para hemoglobinopatias nos cromatogramas,
sinalizavam a presenca de uma hemoglobina em S-window. Essas amostras
correspondiam aos recém-nascidos, que ja haviam retornado ao Instituto para
confirmar a presenca da hemoglobina variante. Desta forma, os tubos com sangue
coletados em EDTA ndo estavam mais disponiveis, pois 0s testes necessarios a
confirmacédo da variante j4 haviam sido realizados. As amostras de sangue coletadas
em papel filtro utilizadas nos programas de triagem neonatal, ndo eram adequadas
para o isolamento do DNA.

Diante deste fato, para dar continuidade a pesquisa, era necessario que as
amostras de sangue colhidas em tubos das proximas criangas selecionadas para o

estudo, fossem separadas quando as mesmas retornassem ao Instituto a fim de
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confirmar a presenca da hemoglobina variante. Esta fase de selec¢do foi realizada de
22 de outubro de 2016 até 01 de fevereiro de 2017, quando o Hemorio deixava de ser
o responsavel pelo PNTN-RJ, seguindo entdo, o estudo com 17 participantes, que
possuiam amostras de sangue total, coletadas em EDTA.

Com as amostras selecionadas, as mesmas foram submetidas no Laboratério
de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (LACFAR/UFRJ), conforme compromisso anteriormente firmado (Anexo C), a
determinacdo e quantificacdo das hemoglobinas normais e variantes utilizando o
sistema automatizado VARIANT® (Bio-Rad, Califérnia, EUA) pela metodologia
Cromatografia Liquida de Alta performance (HPLC) com o kit B-Thalassemia Short
(Bio-Rad, California, EUA). As 28 amostras de sangue, sejam coletadas em papel filtro
ou em tubos com EDTA, foram analisadas pela metodologia de HPLC. No LACFAR
também foram executadas as etapas de extracdo de DNA gendmico de sangue
periférico com o kit comercial Biopur Mini Spin Plus (Biometrix Diagnéstica) e a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR Multiplex) no termociclador Veriti® (Applied
Biosystems, Califérnia, EUA) para estudo molecular das principais delecdes da
talassemia alfa (- a37, - a*2, - 295, --SEA @ _MED),

No laboratério de Genética do Instituto de Biologia do Exército (IBEX), conforme
autorizacdo prévia (Anexo D), foram realizadas as etapas de reacdo de amplificacédo
das cadeias alfa e beta globina, seguida da purificacdo desses produtos pelas
enzimas Exonuclease | (New England BioLabs, Massachusetts, EUA) e Shrimp
Alkaline Phosphatase (SAP) (Promega Corporation, Madison, EUA). Os produtos
purificados, serviram de moldes para as reacdes de sequenciamento (BigDye™
Terminator v3.1 Sequencing Standard Kit (Applied Biosystems™) e consequente
obtencdo das sequéncias de nucleotideos por eletroforese capilar (ABI PRISM® 3500
Genetic Analyser) (Applied Biosystems™).

As sequéncias obtidas da eletroforese foram inseridas na ferramenta Bio Edit
Sequence Alignment Editor (HALL, 1999) e as mesmas comparadas as sequéncias
do banco de dados de hemoglobinas no Globin Gene Server (disponivel em:
http://globin.bx.psu.edu/cqgi-bin/hbvar).



http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar

Figura 7 - Fluxograma representativo do estudo
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3.5 Analise do Perfil de Hemoglobinas por HPLC

A determinacédo e quantificacdo das hemoglobinas normais e variantes foram
realizadas utilizando o sistema automatizado VARIANT ® (BIO-RAD, California, EUA)
e o kit comercial B-Thalassemia Short (Bio-Rad, California, EUA). Para a analise em
Cromatografia Liquida de Alta performance (HPLC - High Performance Liquid
Chromatography), uma aliquota de 5 yL de sangue periférico das amostras coletadas
em EDTA, foi diluida em 1 mL de tamp&o especifico do kit utilizado. Para as amostras
de sangue seco coletadas em papel filtro foram obtidos 2 a 3 picotes de 5 mm cada e
colocadas em microtubo de 1,5 mL com 1,0 mL de solucdo tampéo de eluicédo
contendo fosfato de sodio, fornecida pelo fabricante. Essa solucéo foi incubada em
temperatura ambiente por 90 minutos e misturada por inversao do microtubo, em
seguida foram retirados os discos e as amostras foram submetidas as analises.

O kit comercial B-Thalassemia Short utiliza os principios da cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) por troca catibnica. As amostras hemolisadas sdo
mantidas a 12 + 2 °C no mostrador automético. As amostras sdo sequencialmente
injetadas no fluxo de analise em intervalos de 6,5 minutos. Duas bombas de pistdo
duplo e um gradiente pré-programado controlam a mistura do tampao de eluicao que
passa pela coluna analitica. A concentracao ibnica da mistura do tampéo de eluicao é
aumentada pela elevacao da contribuicdo percentual do segundo tampéao de eluicéo.
Conforme a concentragdo ibnica da mistura aumenta, mais hemoglobinas fortemente
retidas eluem da coluna analitica. Um fotdmetro de filtro com comprimento de onda
duplo (415 e 690 nm) monitora a eluicdo das hemoglobinas da coluna, detectando as
alteracdes da absorbéancia a 415 nm e o filtro secundario de 690 nm corrige a linha de
base para efeitos causados pela mistura de tampdes com concentracdes idnicas
diferentes. As alteracbes na absorbancia sdo monitoradas e exibidas como um
cromatograma de absorbancia versus tempo. O tempo de retengdo é o tempo
transcorrido desde a injecdo da amostra até o 4pice de um pico de hemoglobina e
cada hemoglobina tem um tempo de retencdo caracteristico. Os resultados foram
fornecidos nas formas de graficos (cromatograma), com o percentual de cada pico de
hemoglobina identificado (Hb A, Hb A2, Hb F e Hemoglobinas variantes)(BIO-RAD,
2006).
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3.6 Isolamento de DNA Genémico do Sangue Periférico

A extracdo do DNA do sangue periférico dos pacientes foi realizada utilizando
o kit comercial Biopur Mini Spin Plus (Biometrix Diagndstica), seguindo as
recomendagdes do fabricante. Uma aliquota de 200 yL de sangue total coletado em
EDTA foi previamente homogeneizada e transferida para um microtubo de 1,5 mL. A
essa aliquota foram adicionados 20 yL da enzima Proteinase K e 200 uL do Tampao
de Lise. Esse microtubo foi incubado a 56° C durante 15 minutos, para permitir que
com a lise celular houvesse a liberagdo DNA gendmico na solugdo. Durante a
incubacédo o material foi submetido cinco vezes a agitacdo em vortex para auxiliar no
processo de lise celular. Ao microtubo foi entdo adicionado Tampao de Ligacédo, e o
conteudo foi novamente homogeneizado. O Tampao de ligacédo propicia a ligacédo do
DNA genbémico a membrana de silica da coluna de extracdo contida no kit. Em seguida
essa coluna foi lavada com tampdes de lavagem distintos, que apresentavam
concentracdo de alcool etilico decrescentes. Essa etapa tinha como objetivo remover
sais residuais e impurezas residuais, preparando o DNA para posterior eluigdo em
tampao especifico. A eluicdo foi realizada em 200 pL de tampao especifico pré-
aquecido a 56° C. O DNA gendmico obtido apds a ultima etapa, foi aliquotado em 2
microtubos para preservac¢do do mesmo e foi mantido armazenado a - 20° C, até sua
utilizacao para os estudos dos genes alfa e beta globina, bem como o diagndstico
molecular da talassemia alfa. A concentracdo de DNA gendmico apds a extracao varia
entre 100 e 200 ng/pL.

3.7 Diagndstico Molecular da Talassemia alfa (PCR Multiplex)

O diagnadstico molecular da talassemia alfa foi realizado utilizando a técnica da
reacao em cadeia da polimerase (PCR), multiplex. Para a reacdo PCR multiplex foram
investigadas as delecdes - a®7, - a*?, - a?95, --SEA @ _MED @ para amplificar a juncéo
dos fragmentos gerados pelas delecdes —a37, —a*?, - @?9°, --SEA ' _MED @ g gene a2-
globina ndo deletado (gene hibrido) utilizou-se os iniciadores (primers) descritos
previamente por Chong e colaboradores (Figura 8) (CHONG et al., 2000). A
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amplificagdo do gene a2 foi utilizada como indicativo de heterozigose quando uma
delecdo alélica estava presente. Para cada conjunto de reag¢Bes foram incluidos
controles positivo heterozigoto del - a3’ e negativo. Cada 25 pL de reagdo de PCR
continha 20 mmol/L Tris-HCI (pH 8,4), 50 mmol/L KCI, 2,0 mmol/L MgCI2, 1,0 mol/L
betaina (Sigma-Aldrich), 0,5 mmol/L de cada dNTP, 15 pmoles de cada iniciador
especifico para as delecbes testadas (Tabela 2), 2,5 unidades de Taq DNA
Polimerase (Invitrogen, Life Technologies, Califérnia, EUA) e 100-200 ng de DNA
gendmico. Os iniciadores utilizados encontram-se descritos na Tabela 2. A reacao
em cadeia da polimerase foi realizada em termociclador Veriti® (Applied Biosystems,
Califérnia, EUA) com 5 minutos de desnaturacao inicial a 95°C, 30 ciclos de 98°C por
45 segundos para desnaturacdo, 63°C para o anelamento dos iniciadores por 90

segundos, 72°C por 135 segundos e uma extensao final a 72°C por 5 minutos.

Figura 8 - Representacdo esquematica do cluster de genes a-globina. A figura
indica extensbes de cada delecdo representada no ensaio de

multiplex-PCR e posic¢des relativas dos primers.
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Fonte: Chong et al., 2000 (adaptado)
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Tabela 2 — Sequéncia dos iniciadores utilizados no diagnostico molecular da
talassemia alfa

Iniciadores Sequéncia 5’ 3' Tamanho Produto PCR
a2/3.7-F CCCCTCGCCAAGTCCACCC Jungdo do fragmento -a*’
3.7/20.5-R AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG 2022/2029 pb

a2/3.7-F CCCCTCGCCAAGTCCACCC Gene a2

a2-R AGACCAGGAAGGGCCGGTG 1800 pb

4.2-F GGTTTACCCATGTGGTGCCTC  Juncdo do fragmento -a*?
4.2-R CCCGTTGGATCTTCTCATITCCC 1628 pb

SEA-F CGATCTGGGCTCTGTGTTCTC  Juncdo do fragmento &
SEA-R AGCCCACGTTGTGTTCATGGC 1349 pb

20.5-F GCCCAACATCCGGAGTACATG  Jungdo do fragmento - (a)*®
3.7/20.5-R AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG 1007 pb

MED-F TACCCTTTGCAAGCACACGTAC Jungdo do fragmento -MEP
MED-R TCAATCTCCGACAGCTCCGAC 807 pb

Legenda: pb — pares de base
Fonte: Chong et al., 2000 (adaptado)

Para visualizacdo dos produtos da PCR foi realizada a eletroforese em gel de
agarose 1% (UltraPure™ Agarose, Invitrogen). Aliquotas de 15 pL de cada produto
foram aplicadas no gel sendo submetidas a corrida eletroforética a 120 V durante 80
minutos. Foi aplicado ao lado das amostras, 2uL do marcador de peso molecular Low
DNA Mass Ladder [10mM Tris-HCI (pH 7.5), 1mM EDTA] (Invitrogen, Life
Technologies, Califérnia, EUA), a fim de determinar os tamanhos dos fragmentos
amplificados.

Ao final da eletroforese, o gel foi corado em solucédo de brometo de etideo (5
Mg/mL) em TBE 1X durante 15 minutos, e os fragmentos amplificados foram

observados sob luz ultravioleta.

3.8 Amplificacéo do Gene Alfa Globina pela Reacdo de Cadeia da Polimerase

O diagnostico molecular da talassemia alfa foi de fundamental importancia para
o estudo do gene da alfa globina, pois a selecdo de iniciadores estava diretamente

ligada a presenca de delecéo alfa talassémica.
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Para a amplificacdo (PCR) dos genes HBAL, HBA2 e o gene hibrido foram
utilizados os iniciadores descritos na tabela 3 (CHONG et al., 2000; ZORAI et al.,
2002). Os iniciadores desenhados por Chong e colaboradores (2000) produziam
fragmentos grandes compreendendo HBA2 para serem sequenciados, desta forma a
utilizacdo do iniciador S1 em combinacdo com o iniciador a2R produziram um
fragmento com tamanho suficiente para o sequenciamento de HBAZ2.

As condicdes para realizacado da PCR continham 20 mmol/L Tris-HCI (pH 8,4),
50 mmol/L KCI, 2,0 mmol/L MgCI2, 1,0 mol/L betaina (Sigma-Aldrich), 0,5 mmol/L de
cada um dos dNTP’s, 15 pmoles de cada iniciador, 2,5 U de Taq DNA Polimerase
(Invitrogen, Life Technologies, Califérnia, EUA) e 100 - 200 ng de DNA gendémico para
25 uyL de volume final. A reacdo em cadeia da polimerase foi realizada em
termociclador Veriti™ (Applied Biosystems, Califéornia, EUA) com 5 minutos de
desnaturacao inicial a 95°C, 30 ciclos de 98°C por 45 segundos para desnaturacao,
63°C para o anelamento dos iniciadores por 90 segundos, 72°C por 135 segundos,
uma extensao final a 72°C por 5 minutos e mantidos a 4°C apds o término da reacao.
A utilizacéo dos iniciadores, apenas para a delecéo talassémica tipo -0’ nesta etapa
do estudo, é justificada pois dentre os pacientes participantes s6 essa delecao foi

encontrada.

Tabela 3 — Iniciadores utilizados para amplificacdo do gene HBA

Iniciadores Sequéncia 5’3’

EE,-’rE JF CCCCTCGCCAAGTCCACCC
w2-R AGACCAGGAAGGGCCGGETG
2.7/20.5-R AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG

Fonte: CHONG et al., 2000 (Adaptado).

A ferramenta primer-blast foi utilizada para encontrar primers especificos para
cada modelo de PCR aplicado no estudo (disponivel em:

<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast>).
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3.9 Amplificagdo do Gene Beta Globina pela Reag&o de Cadeia da Polimerase

No braco curto do cromossomo 11 esta localizado o cluster do gene da beta
globina com a subunidade HBB contendo 1606 pb. Para a amplificagdo da subunidade
beta pela metodologia da reacdo em cadeia da polimerase, foram utilizados os
iniciadores descritos na tabela 4 (CHINCHANG et al., 2005).

Para a amplificacdo do gene HBB foram utilizados tamp&o da enzima 1x,
fornecido pelo fabricante, 10x PCR Buffer — Mg [ (200 mM Tris HCI (pH 8.4), 500 mM
KCI) ], 3,0 mM de MgClz, dNTP’s (0,2 mM de cada um dos desoxirribonucleotideos),
0,2 uM de cada iniciador, 0,75 U de Platinum™ Tag DNA polymerase (INVITROGEN)
e 100 - 200 ng de DNA para um volume final de 50 pL de reacédo. A reacdo da PCR
foi realizada em termociclador Veriti™ (Applied Biosystems, Califérnia, EUA), com 5
minutos a 95°C para desnaturagéo inicial da fita de DNA e 35 ciclos consistindo de 30
segundos a 94°C para desnaturacdo, 60 segundos a 58°C de anelamento para os
iniciadores, 102 segundos a 72°C para reacao de extensdo, uma extensao final a 72°C

por 5 minutos e mantido a 4°C ao final da reagéo.

Tabela 4 — Iniciadores utilizados para amplificacdo do gene HBB

Iniciadores Sequéncia 5’23’
BGPL AAGAGCCAAGGACAGGTAC
BGEX 3R CCCCAGTTTAGTAGTTGGACTTAG

Fonte: CHINCHANG et al., 2005 (Adaptado).

3.10 Purificagdo dos Produtos p6s-PCR

As amostras dos pacientes que na sua investigacdo molecular ndo havia
delecédo alfa talassémica do tipo -a*’ foram submetidas inicialmente a purificacéo
enzimatica. Foram misturados previamente 2,5uL de Exonuclease | 20.000U/mL (New
England BioLabs, Massachusetts, EUA) com 50uL de Shrimp Alkaline Phosphatase
(SAP) (Promega Corporation, Madison, EUA). Posteriormente, 5uL do produto de
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reacéo pos-PCR com 2 pL de reagente (2,5uL de Exonuclease | + 50uL SAP , Agua
ultrapura g.s.p. 100 yL) para um volume de reacéo total de 7uL. A mistura foi incubada
em termociclador Veriti™ (Applied Biosystems™, Califérnia, EUA), a 37°C durante 15
minutos para degradar primers e nucleotideos remanescentes, seguida por mais 15
minutos a 80°C para inativar as enzimas.

Para os pacientes com a delecédo alfa talassémica do tipo --a37, as amostras
dos mesmos foram submetidas a purificacdo do produto p6s-PCR com o kit comercial
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega Corporation, Madison, EUA),
seguindo as normas técnicas do fabricante.

A escolha desse sistema permite a purificagcdo de fragmentos de DNA dos
produtos amplificados da PCR, a partir da fatia de gel de agarose apds a eletroforese
em tampao deTris-Borato-EDTA (TBE) ou Tris-Acetato-EDTA (TEA). O fragmento de
interesse é excisado do gel e dissolvido em solucdo de isotiocianato de guanidina
(Membrane Binding Solution). A técnica para utilizada nesse sistema baseia-se na
capacidade que o DNA tem de se ligar as superficies das membranas de silica na
presenca de sais caotropicos (sais que, em solucdo aquosa, sdo capazes de romper

as ligac6es de hidrogénio entre moléculas de 4gua) com posterior eluicdo em agua.

3.11 Reacédo de Sequenciamento e Eletroforese Capilar

Os produtos amplificados e purificados dos genes alfa e beta globina, apés a
reacdo em cadeia da polimerase sao utilizados como matriz para a reacdo de
sequenciamento Sanger com kit BigDye™ Terminator Cycle v3.1 Sequencing
Standard (Applied Biosystems™), seguindo as normas técnicas do fabricante.

Foram misturados para cada reagao de extensao 1,5uL de tampao de diluicdo
fornecido pelo fabricante, 3,2 pmoles do iniciador relativo a sequéncia a ser analisada,
1uL de BigDye™ Terminator Cycle v3.1 Sequencing Standard (Applied Biosystems™),
2 uL de produto de PCR purificado e agua ultrapura para um volume final de 10uL. A
reacdo foi submetida ao termociclador Veriti™ (Applied Biosystems™, Califérnia, EUA)
por 2 minutos a 96°C, seguido de 35 ciclos de 15 segundos a 96°C, 9 segundos a

50°C, 2 minutos a 60°C e uma extensao final de 10 minutos a 60°C. Apds o término
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da reacdo a solugédo é mantida a 4°C. Os iniciadores utilizados nos protocolos de
sequenciamento estdo descritos nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5 — Iniciadores utilizados para as reagfes de sequenciamento
dos genes HBA.

Iniciadores Sequéncia 5’23’

51 CACAGACTCAGAGAGAACC
a2-R AGACCAGGAAGGGCCGGTG
3.7/20.5-R AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG

Fonte: CHONG et al., 2000; ZORAI et al., 2002 (Adaptado).

Tabela 6 - Iniciadores utilizados para as rea¢des de sequenciamento do gene HBB

Regido Iniciadores Sequéncia 5'->3’ Tamanhe do Produto
Promotora BGPL AAGAGCCAAGGACAGGTAC

Exon 2 BGEX 2.2R AACATCAAGCGTCCCATAG 662 pb

Intron 2 BGlInt 2L GCTAATCATGTTCATACCTC

Exon 3 BGEX 3R CCCCAGTTTAGTAGTTGGACTTAG 456 pb

Fonte: CHINCHANG et al., 2005 (Adaptado).

Finalizando, uma segunda purificagcdo com filtracdo em gel utilizando a resina
Sephadex™ G-50, seguindo as recomendacdes técnicas do fabricante (GE Healthcare
Bio-Science, Uppsala, Suécia), foi realizada com o objetivo de remover possiveis
contaminantes através da dessalinizacdo de biomoléculas com alto peso molecular
que ficam aderidas a resina durante as centrifugacdes, passando pela resina, apenas
0 material genético.

O preparo da solucdo com Sephadex™ G-50 consiste em adicionar 3,3 gramas
da resina em 50mL de agua ultrapura. Adicionar 700 pL da referida solugdo a uma
coluna com filtro de celulose regenerada (QIAGEN, Hilden, Alemanha), centrifugar
durante 3 minutos a 2.000 g. Descartar o filtrado e acrescentar todo o volume do
produto de extenséo purificado na etapa anterior sobre a resina seca no interior da
coluna. Por fim, centrifugar durante 1 minuto a 1.000 g.

Em seguida, as amostras foram conduzidas ao Sequenciador de DNA por
eletroforese capilar ABI PRISM® 3500 Genetic Analyser (Applied Biosystems™), o qual
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permite a analise das sequéncias de nucleotideos dos produtos amplificados dos
genes de alfa e beta globinas presentes nas amostras. Os dados obtidos na etapa do
sequenciamento foram analisados nos programas Bio Edit Sequence Alignment Editor
(HALL, 1999) e SeqScape v 2.7 (Applied Biosystems™).
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4. RESULTADOS

Dentre as vinte e oito amostras submetidas a cromatografia liquida de alta
performance no equipamento VARIANT® com o kit comercial B-Thalassemia Short
(Bio-Rad, Califérnia, EUA), onze delas utilizadas a partir da coleta com sangue seco
em papel filtro, ndo produziram cromatogramas satisfatorios. Os picos nao ficaram
bem definidos, com suas linhas de base fora dos padrdes para as analises.

As outras dezessete amostras, obtidas a partir do sangue total coletadas em
EDTA, produziram graficos satisfatorios revelando os seguintes perfis de Hb F, Hb Ao,
Hb A2 e Hb variantes (Tabela 7 e Figura 9).

Tabela 7 — Resultado dos perfis das hemoglobinas normais e variantes com seus

TR.
Amostra Hb F Hb A Hb Az Hb Var. Hb TR Var.
{N"} (TR) (TR) (TR) {(TR) (Sugestiva) (Teodrico)

1 1.09 2.42 3.82 Y E/G(?) -

2 1.11 2.48 3.63 4 85 Constant 4.9

Spring

3 1.12 2.52 3.62 4 34 Stanleyville 11 44
4 1.12 2.49 3.65 417 D-Punjab 4.2
5 1.10 2.53 3.63 4 34 Stanleyville 11 44
3] 1.06 2.50 - 3.98 Korle-Bu 3.9
7 1.15 2.46 = 3.97 Korle-Bu 3.9
3 1.08 2.39 - 3.95 Korle-Bu 3.9
9 1.15 2.46 3.60 414 D-Punjab 4.2
10 1.06 2.1E 3.56 3.98/4.42 7 -

11 1.06 248 - 3.94 Korle-Bu 3.9
12 1.08 2.45 3.63 4.14 D-Punjab 4.2
13 1.05 2.44 3.62 4. 34 Stanleyville 11 44
14 1.10 2.46 3.63 414 D-Punjab 4.2
15 1.12 2.46 - 3.92 Korle-Bu 3.9
16 1.10 2.46 3.62 414 D-Punjab 4.2
17 1.11 2.46 361 4.32 Stanleyville 11 44

Legenda: TR —tempo de reten¢éo em minutos; Var. — variantes.
Fonte: O Autor, 2017
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Legenda: (A) Hb D-Punjab / D - Los Angeles; (B) Hb Stanleyville 1I; (C)
Hb Korle-Bu; (D) Hb Constant Spring.
Fonte: O Autor, 2017
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O diagnostico molecular da talassemia alfa realizado pela técnica da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR- multiplex) para investigar as delecdes - a3/, - a*?, - a?9°,
--SEA @ _MED "demonstrou que dentre as dezessete amostras dos recém-nascidos, oito
delas (47,05%) apresentavam a delecdo — a3’ (-a’ / aa) em heterozigose e nas
outras nove (52,95%) néo foram verificadas nenhum tipo de delecao alfa talassémica

(aa / aa) (Figura 10).

Figura 10 - Produtos da PCR Multiplex para delec¢des alfa talassémicas.

LM Ci C2 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17

2000pb ..sn—sc-a—..~~_---—;"..;.n’_’-".'

1200 pb
800 pb
400 pb

200 pb
100 pb

Legenda: LM - Low DNA Mass™ Ladder; C1 — controle negativo gene a sem delecédo (ao/aa);
C2— controle positivo heterozigoto com delegédo - o3’ (-a037/aa); as colunas 07, 08, 09,
10, 12 e 15 correspondem as amostras sem delegao a- talassémica e produtos com
1800 pb; as colunas 02, 03, 05, 11, 13, 14, 16 e 17 correspondem as amostras com
delecdo talassémica no gene a em heterozigose com produtos em 2022 pb e 1800 pb
do gene a ndo deletado.

Fonte: O Autor, 2017

A etapa de purificacdo dos produtos pos-PCR das amostras que correspondiam
aos pacientes heterozigotos para a delecéo alfa talassémica do tipo -a37 foi realizada
a partir do corte do gel de agarose 1%. Desta forma como as bandas a serem
excisadas eram bem proximas (1800 pb e 2022 pb), uma nova eletroforese foi
executada apds a purificacdo, a fim de assegurar que ndo houve perda ou
contaminagdo dos fragmentos amplificados de interesse para a continuidade do

estudo (Figura 11).
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Figura 11 — Produtos purificados p6s-PCR a partir da fatia do gel de agarose.

14 16d 16 17d 17

LM 02d 02 03d 03 05d 05 11d 11 13d 13 14d

2000 pb
1800 pb
800 pb
400 pb

200 pb
100 pb

Legenda: LM - Low DNA Mass™ Ladder; as colunas 03d, 04d, 06d, 12d, 14d, 15d, 17d,18d com
produtos em 2022 pb, correspondem aos genes alfa que apresentam a delecao -o37;
as colunas 03, 04, 06, 12, 14, 15, 17,18 correspondem aos genes a que Nao possuem

a delec&o com produtos de 1800 pb.
Fonte: O Autor, 2017

A amplificacdo do gene da beta globina pela metodologia da PCR produziu

fragmentos com tamanho esperado de 1.683 pb (Figura 12).

Figura 12 — Amplificag&do do gene da Beta globina pela PCR

LM 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17

2000 pb
1200 pb
800 pb

400 pb

200 pb
100 pb

Legenda: LM - Low DNA Mass™ Ladder; Colunas de 01 a 17 correspondem aos produtos
das amostras pos-PCR com fragmentos de 1600 pb.
Fonte: O Autor, 2017
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Apés a reacao de sequenciamento dos produtos amplificados e purificados dos

genes alfa e beta globina, foi realizada a eletroforese capilar e as sequéncias
nucleotidicas obtidas nesta etapa foram analisadas nos programas Bio Edit Sequence
Alignment Editor (HALL, 1999) e SeqScape v 2.7 (Applied Biosystems™).

Os eletroferogramas correspondentes aos sequenciamentos das cadeias do
gene HBA revelaram a presenca da mutacdo AAC > AAA no codon 78 que codifica a
Hb Stanleyville Il em trés amostras (Figura 13). A presenca da mutacdo que codifica

esta hemoglobina nos trés casos localizava-se no gene hibrido da delecédo alfa
talassémica.

Figura 13 — Eletroferogramas referentes ao gene hibrido -o37 de trés criancas do

estudo.
A) B)
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Legenda: Eletroferogramas A, B e C correspondentes aos sequenciamentos dos genes hibridos

—a37 de trés criancas do estudo evidenciando a mutagdo AAC>AAA, que codifica a Hb
Stanleyville II.

Fonte: O Autor, 2017

Nos sequenciamentos do gene HBB nesses mesmos trés casos, foram
verificados trés polimorfismos. O primeiro do tipo indel, ocorre no éxon 1 na posicao

HBB: ¢.9T>C, enquanto os outros dois se localizam no intron 2 (IVS-1l-16, G>C) e
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(IVS-II-74, T>G), sendo um na posi¢cado HBB: ¢.315+16 G>C e o terceiro polimorfismo

na posicao c.316 — 185C>T (Figura 14).

Figura 14 — Eletroferogramas do gene HBB de trés criancas do estudo.

A) B)

Q)

Legenda: (A) Eletroferograma correspondente ao polimorfismo do éxon 1 (HBB: ¢.9T>C);
(B) Eletroferograma correspondente ao polimorfismo no intron 2 (IVS-11-16, G>C)
HBB: ¢.315+16 G>C; (C) Eletroferograma correspondente ao polimorfismo no

intron 2 (IVS-11-74, T>G), HBB: ¢.316 — 185C>T.
Fonte: O Autor, 2017
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5. DISCUSSAO

A técnica de cromatografia liquida de alta performance utilizada para triagem
neonatal de hemoglobinopatias € um método confiavel, reprodutivel e, em muitos
casos, superior a eletroforese convencional em hemoglobina para a deteccdo e
identificacdo de variantes de hemoglobina. Os testes de confirmacéao por eletroforese
podem ser eliminados na maioria dos casos, por meio do tempo de retencéao,
proporcdo de hemoglobina total e caracteristicas de pico da HPLC (JOUTOVSKY;
HADZI-NESIC; NARDI, 2004).

A realizacdo de novos testes, a partir do sangue total coletado em EDTA pelo
método de cromatografia liquida de alta performance no Laboratério de Analises
Clinicas da Faculdade de Farméacia da UFRJ, revelou informagdes complementares
em relacdo ao inicialmente realizado no HEMORIO. Embora ambos utilizem
metodologia de troca ibnica, os cromatogramas gerados pelo sistema automatizado
VARIANT® da BIORAD forneceu informacGes mais sugestivas com relacdo as
hemoglobinas variantes. As amostras das hemoglobinas S-like estavam bem definidas
apresentando em seus cromatogramas perfis caracteristicos da variante
correspondente. Apenas duas amostras dentre as dezessete testadas ndo se
apresentaram desta forma, necessitando de avaliacées adicionais.

A elevada incidéncia de hemoglobinas anormais bem como de talassemias no
Brasil, faz com que as associa¢gfes entre elas aparecam com maior frequéncia
dificultando o diagndstico. As hemoglobinas denominadas S-like apresentam
caracteristicas que envolvem substituicbes de aminoacidos na molécula que nao
produzem alteracfes significativas em seu comportamento funcional, uma vez que
geram pequenas ou nenhuma diferenga de carga elétrica. A possibilidade destas
variantes se confundirem a Hb S é significativa, pois os principais métodos utilizados
na triagem neonatal se baseiam na cromatografia de troca ibnica (HPLC) e na
diferenca de carga elétrica dos aminoéacidos das cadeias globinicas.

Os resultados dos testes de solubilidade com ditionito de sodio, também foram
analisados no estudo, porém, os mesmos, sO foram realizados nos pais das criancas
e todos com resultados negativos. O teste foi verificado no progenitor onde estava

presente a variante, pois como os bebés possuem a hemoglobina fetal em maior
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concentracdo e a Hb S reduzida (caso possua), podem produzir resultados falso-
negativos.

Uma variante de cadeia alfa globina pode ser diferenciada da variante de
cadeia beta pela proporcdo da variante. Geralmente, uma variavel estavel da cadeia
beta constitui cerca de 40-45% da Hb total e pode ser clinicamente significativa. Uma
variavel de cadeia alfa estdvel pode constituir cerca de 20-25% da Hb total e
geralmente é clinicamente insignificante (BAIN, 2006). No entanto, a diferenca de
expressao é menos clara quando a variante da cadeia alfa estd em combinacdo com
a-talassemia. Um estudo realizado no Reino Unido demonstrou que de 28 variantes,
com diagnostico presuntivo de Hb G-Philadelphia, apenas 24 eram na verdade essa
variante. Utilizando a metodologia de digestdo com enzima de restricdo (Styl), 22
casos eram a variante C>G Hb G-Filadélfia e dois casos da variante C>A s6 foram
confirmados por sequenciamento de DNA. Quatro outras variantes de uma cadeia
com um fenétipo semelhante a Hb G-Philadelphia foram identificadas por
sequenciamento de DNA dentre elas Hb G-Norfolk, Hb Stanleyville-1I, Hb Matsue-OKki
e Hb Mizushi. Nesse estudo foi demonstrado que ndo s6 as variaveis D-Punjab, G-
Norfolk, G-Filadélfia se sobrep6em na janela D, mas também Hb Stanleyville-1l, Hb
Matsue-Oki e Hb Mizushi. Embora as variantes da cadeia alfa possam ser
diferenciadas de variantes da cadeia beta no HPLC pelo percentual da variante em
muitos casos, os fenotipos dessas variantes da cadeia alfa sdo muito similares e,
portanto, o tempo de retencdo de HPLC e as posi¢des na focalizacao isolelétrica ndo
sdo confiaveis indicadores de diagnéstico como mostrado em variantes de cadeia beta
(KHALIL et al., 2009; KHALIL et al., 2011).

A delecao alfa talassémica nos individuos do grupo estudado foi verificada em
47,05% das amostras, sendo que em todos a delecéo presente era do tipo —a3’, na
forma heterozigota. No Brasil, a delecdo —a3’ é a mutagcdo mais frequentemente
encontrada, devido a grande miscigenacao da populacdo com importante contribuicao
genética africana (BORGES et al., 2001; SONATI et al., 1991; WAGNER et al., 2010).
O Censo Demogréfico realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) em 2010, revelou que o estado do Rio de Janeiro é o segundo estado com
maior proporcao de pessoas com cor ou raga negra (12,4% da populacao, cerca de 2
milhdes de pessoas), s6 perdendo para a Bahia, onde 17,1% (2,4 milhdes de pessoas)
se declararam da raca negra fato que pode justificar a prevaléncia elevada desta

mutacéao delecional. (disponivel em:
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https://biblioteca.ibge.gov.br/visualizacao/periodicos/93/cd_2010_caracteristicas_
populacao_domicilios.pdf).

Adorno e colaboradores (2005) analisou, em uma populacdo bem maior que a
do presente estudo, a prevaléncia de a-talassemia através da analise de cordéo
umbilical de 590 recém nascidos e constatou a presenca da delecdo alfa talassémica
em 22.2% das amostras, todas do tipo -a3’.

Foi avaliada também a prevaléncia de a*-talassemia relacionada as delecdes
—a3’ e —a*2 em 92 criancas e adolescentes de 0 a 14 anos com microcitose, atendidas
em um hospital universitario pediatrico do Rio de Janeiro, o Instituto de Puericultura e
Pediatria Martagéo Gesteira (IPPMG/UFRJ) e o foi observada a a*-talassemia em
55,4% dos individuos (SIQUEIRA, 2015).

A associacéo da talassemia alfa do tipo -a’ foi encontrada nos trés casos de
Hb Stanleyville Il confirmadas pelo sequenciamento de DNA do estudo. O quarto caso
de Hb Stanleyville Il, ndo sequenciado, também esta associado a delecéo tipo -037 .
As Hb D-Punjab, Hb Korle-Bu e Hb Constant Spring sugestivas pela cromatografia
liquida de alta performance, aparecem em associacdo a delecéo alfa talassémica -
ad7,

A Hb D-Punjab ou D-Los Angeles presente em cinco criangas (29,4%) das
dezessete triadas, originou-se na india, mas devido a dispers&o para outras regiées
do mundo pelos novos movimentos migratérios, atualmente apresenta ampla
distribuicAo mundial. Varios autores ja descreveram esta variante, relativamente
comum no Brasil e associada a talassemia alfa (CHINELATO-FERNANDES; BONINI-
DOMINGOS, 2005; SILVA et al., 2012; SONATI et al., 1996; TORRES et al., 2015).

A Hb Korle-Bu é encontrada principalmente em familias provenientes de Gana
e Costa do Marfim, paises africanos que contribuiram para a formacao da populagéo
brasileira através do trafico de escravos. Entretanto, os dados historicos sobre o trafico
indicam que os individuos dessa regiao foram levados preferencialmente para a regiao
da Bahia. As amostras do estudo foram provenientes de individuos das regides
sudeste, sul e centro-oeste (SP, RJ, MG, ES, RS, SC, MS e MT). Isso pode ser
explicado pelo intenso fluxo migratoério interno de individuos nordestinos para outros
estados, em busca de novas oportunidades de emprego (CHINELATO-FERNANDES;
BONINI-DOMINGOS, 2005), foi verificada também em 29,4% dos casos estudados.

Uma Unica amostra de sangue, dentre as dezessete presentes no estudo, foi

sugestiva pelo HPLC para Hb Constant Spring (Hb CS) em associacdo com a


https://biblioteca.ibge.gov.br/visualizacao/periodicos/93/cd_2010_caracteristicas_
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talassemia alfa do tipo a®’. Os dois relatos que seguem a Hb CS né&o apresentam esta
associacdo. O primeiro caso aparece descrito na mae de uma gestante que
apresentava heterozigose composta para Hb E [b26 (B8) Glu—Lys, GAG>AAG] e
outra variante de cadeia beta. A analise de DNA demonstrou que ela carregou a
mutacdo de Hb Korle-Bu [B73 (E17) Asp—Asn (GAT>AAT)] para a Hb E e uma
talassemia alfa-1 (a-thal-1) com delecdo do Sudeste Asiatico (--SFA). Estudo de seus
familiares revelaram que seu pai e sua irma eram duplos heterozigotos para Hb Korle-
Bu e a- thal-1, enquanto que sua méae era um duplo heterozigoto para Hb E / Hb
Constant Spring [Hb CS; A142, Term—GIn (TAA>CAA a2)] (SIRIRATMANAWONG et
al., 2009). O segundo relato é de uma paciente do ambulatério de ginecologia e
obstetricia na China, com 37 anos de idade apresentando um quadro de anemia, com
hemoglobina de 6,6 g / dL, MCV 58,0 fl e MCH 16,6 pg, sem esplenomegalia. O
sangue foi analisado por cromatografia liquida automatizada de alto desempenho e a
percentagem da variante Hb foi de 27,53%, Hb A2 0,67%, Hb CS 0,8% e Hb A 71,0%.
Os genes a-talassemia 1 (tipo SEA) e a-talassemia 2 (-a37 e -a*?) foram amplificados
pela técnica da Polimerase de reacdo em cadeia (GAP-PCR) e os resultados para a-
talassemia foram normais. Os dois genes de a-globina (a1 e a2) foram amplificados
por PCR e o sequenciamento genético foi realizado. O sequenciamento do gene a1-
globina revelou uma substituicdo de AAC — AAA no codon 78 (asparagina para a
lisina), indicando a presenca de Hb Stanleyville Il e uma substituicdo de TAA — CAA
no cdédon 142 foi encontrada no gene a2-globina, que constatou o diagnéstico de Hb
CS (LIN et al., 2011).

Com relacdo ao estudo do gene HBAL néo foi possivel o sequenciamento. O
iniciador S1 embora tenha sido testado na ferramenta primer-blast, ndo foi eficiente
para a amplificagéo do gene HBAl (disponivel em:
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast>). Um fato pelo qual essa
amplificagdo possa néo ter ocorrido na pratica, € que o gene HBA2 expressa de duas
a trés vezes mais que o gene HBA1, embora HBAl1 e HBA2 sejam homologos e
codificam a mesma proteina (HIGGS et al., 1989).

No estudo de hemoglobinas S-like no PNTN-MG é relatado a dificuldade do
sequenciamento dos genes da alfa globina pela presenca de um alelo hibrido
denominado a212, até entdo ndo conhecido na populacéo brasileira e com poucos
relatos internacionais. Esse gene parece ter sido resultado de um crossover desigual

entre um cromossomo selvagem contendo os genes HBA2 e HBA1 e um cromossomo
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contendo o gene hibrido -a®’. Segundo a pesquisadora pode ser que haja outros
casos do gene hibrido a212 devido ao grande numero de casos talassemia alfa do
tipo -a37 encontrados na populacéo brasileira (SILVA, 2012) e verificados no presente
trabalho.

A amplificacdo seletiva de genes, a purificacdo e a sequéncia direta de DNA
de cada gene de a-globina sao tecnicamente desafiadoras, uma vez que os genes a1-
globina e a2-globina sdo quase indistinguiveis, resultantes de uma duplicacdo de gene
primitivo (UAPRASERT et al., 2017). O cluster dos genes da alfa globina humana
localizado no cromossomo 16 abrange cerca de 43 kb (HUA-BING; DE-PEI; CHIH-
CHUAN, 2002) e uma vez que os genes al-globina e a2-globina sdo quase
indistinguiveis, os dois genes da a-globina compreendem trés exdns idénticos, assim
como o primeiro intron. Os seus segundos introns sdo semelhantes, exceto trés bases
diferentes e nove bases no gene a1-globina. As sequéncias dos dois genes de a-
globina divergem umas das outras na regido 3' ndo traduzida (UTR’s) (UAPRASERT
et al., 2017).

Outro fator complicador para a amplificacao seletiva dos genes da alfa globina
€ a concentracdo de GC (60-80%), que pode gerar uma estabilidade térmica e a
formacdo de uma estrutura secundaria interferindo na reacdo de PCR. Muitos
trabalhos realizados por pesquisadores descritos nesse estudo, utilizam técnicas de
polimorfismo com fragmento de restricAo para hemoglobinas conhecidas, porém
essas técnicas ndo sdo capazes de identificar mutac6es desconhecidas

A mutacdo que resulta Hb Stanleyville-1l esta localizada na terceira base do
codon 78 (AAC>AAG) nos genes da al ou a2-globina (disponivel em:
http://globin.cse.psu.edu/). No estudo dos genes HBA2 e do gene hibrido —a®7, no

entanto, foi observado que a mutacao ocorreu no gene hibrido, em trés amostras dos
quatro casos de Hb Stanleyville I, com a substituicdo de C>A (AAC> AAA), diferente
da maioria dos autores que descrevem a mudanca da base C>G no sequenciamentos
realizados. (BURCHALL; MAXWELL, 2010; DRAUBE et al., 2007; GONZALEZ
FERNANDO et al., 2008; WAITUMBI et al., 2007; WENNING et al., 2000).

A localizacdo da mutacdo no gene hibrido —a®7 que resulta Hb Stanleyville I
descrita no presente trabalho parece ser incomum, pois apenas dois estudos
descrevem este relato. Um deles realizado por meio de HPLC, IEF e sequenciamento
de DNA encontraram dois casos de Stanleyville-ll em heterozigose no gene alfa2
(237C>A) e 3 casos no gene hibrido alfa talassémico (237C>G) (Moradkhani, 2009).


http://globin.cse.psu.edu/

59

O segundo descreve dois casos de bebés do PNTN-MG alfa talassémicos em
homozigose do tipo —a37 com a Hb Stanleyville Il presente no gene hibrido (Pimentel,
2011).

Os sequenciamentos dos genes HBB correspondentes aos das amostras onde
foram verificadas as mutag6es nos genes hibridos —a®7 , revelaram trés polimorfismos
gue se repetiram nos trés casos.

O primeiro deles esta localizado no éxon 1 no cédon 9 (CAT>CAC) com
substituicdo na terceira base de T>C (HBB: ¢.9T>C). O segundo polimorfismo esta
localizado no intron 2 (IVS-1I-16, G>C) com substituicdo da base G >C (HBB: ¢.315+16
G>C) e por fim o terceiro, também localizado no segundo intron (IVS-II- 666, C>T)
com a substituicdo de C>T (HBB: c.316-185 C>T). A significancia clinica destes
polimorfismos € benigna, podendo o primeiro surgir pela condi¢do clinica de tracos
quantitativos de Hb F (disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/193106/).

Uma pesquisa realizada para determinar a frequéncia mutacional do gene HBB
em uma populago no leste da India revelou onze novas mutagdes dentre elas as trés
descritas nesse trabalho. Além disso, a mais comum entre elas era a (HBB: ¢.9T>C)
com a frequéncia de 19,57% e dentre as presentes nos introns as mais frequentes
eram a IVS-11-16, G>C (11.96%) e IVS-II- 666, C>T (13,04%). Estas mutacdes foram
relatadas como sem efeito, ou efeito muito leve, na expressao da beta globina
(SAHOO; BISWAL; DIXIT, 2014).

Outro relato do polimorfismo verificado em nosso estudo, foi descrito em um
trabalho com amostras do estado do Rio de Janeiro para avaliar o perfil mutacional da
beta talassemia. Dentre as mutacdes encontradas estdo os polimorfismos da HBB:
c.315+16 G>C e IVS-lI-74 (T>G), no segundo intron relatados como mudancas
moleculares comuns em pacientes com talassemia, bem como o site polimorfico Xmnl
-158 (C> T) em um estado heterozigotico, conhecido por influenciar niveis de Hb F
(CARROCINI et al., 2017).

Como perspectivas futuras, para a amplificacdo seletiva do gene HBA1 esta
sendo estudada a realizacdo de uma nested-PCR a fim de melhorar a especificidade
e a eficiéncia da reacéo.

A identificacdo das hemoglobinas triadas no PNTN-RJ para esse trabalho e que

nao foram concluidas pela metodologia de sequenciamento genético, as mesmas
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seréo realizadas e os resultados serdo disponibilizados ao Instituto de Hematologia
Arthur de Siqueira Cavalcanti (HEMORIO).

Concluindo, o presente estudo reafirma que os métodos diagnosticos utilizados
nos programas de triagem neonatal para hemoglobinopatias sé&o confiaveis e
possuem reprodutibilidade, porém suas limitacdes sédo evidentes principalmente para
identificacdo de hemoglobinas variantes com mutac¢des desconhecidas. A associagao
entre hemoglobinas variantes S-like e a talassemia alfa se mostra evidente (47,05%),
embora o estudo tenha sido realizado com um numero reduzido de individuos. Os
achados numéricos aqui encontrados ndo se distanciam de percentuais registrados
em pesquisas com grandes amostras populacionais, como descrito anteriormente.

Aqui ndo existe a pretensdo de tornar a metodologia de sequenciamento
genético o método de diagndéstico para hemoglobinopatias nos PETN, porém sua
utilizac@o se faz necessaria nos casos nao resolvidos pelos métodos utilizados e de
maior complexidade diagndstica. Além disso, os conhecimentos agregados pelos
estudo genéticos servirdo para novas estratégias metodolégicas. Para que 0s
programas de triagem populacionais sejam eficazes € necessario que se conheca o
espectro mutacional de genes da popul¢cdo normal.

Um novo desafio se torna claro na investigacédo das hemoglobinopatias com os
novos fluxos migratérios em todo mundo. No Brasil, esse movimento vem aumentando
sensivelmente e segundo dados do Conare (Comité Nacional para os Refugiados), do
Ministério da Justica, o niumero reconhecido de refugiados em 2016 aumentou 12%,
chegando a 9552 pessoas de 82 nacionalidades diferentes. O pais com maior nimero
de refugiados é a Siria, seguido da Republica Democratica do Congo, Paquistao,
Palestina e Angola. Os paises com maior numero de solicitacdes de refugio em 2016,
no Brasil, foram a Venezuela, com aumento expressivo em relacdo a 2015 (307%),

Cuba, Angola, Haiti e Siria (disponivel em: www.agénciabrasil.ebc.com.br). A

formacao da identidade genética do Brasil, iniciada no ano de 1500, com a chegada
dos colonizadores portugueses, parece ter um novo capitulo, porém agora com novos

personagens e nova bagagem genética.


http://www.agênciabrasil.ebc.com.br/
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CONCLUSOES

A presenca de Hb S-like pode levar ao falso diagnostico de doenca falciforme
ou trago.

As hemoglobinas Stanleyville II, D-Punjab (D-Los Angeles) e Korle-Bu,
ocorreram com frequéncia no estudo realizado e, embora ndo sejam frequentes, nédo
séo incomuns.

E comum a associacdo entre talassemia alfa do tipo —a37 e as hemoglobinas
variantes S-like nas amostras analisadas.

O estudo dos genes HBA pela metodologia de sequenciamento genético
identificou uma mutacdo, no gene hibrido da delecdo alfa talassémica, em trés
amostras.

A presenca da Hb Stanleyville 1l com a mutagcdo na terceira base do
correspondente ao cédon 78 (AAC>AAA) no gene hibrido —a®’ é incomum e esse

parece ser o segundo caso descrito no Brasil.
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APENDICE A — Instrumento de Coleta de Dados (continua)

Titulo do Projeto: “Estudo e identificagdo das hemoglobinas variantes de comportamento

fisico-quimico semelhante ao da hemoglobina S (S-like) em criancas do programa nacional

de triagem neonatal do estado do Rio de Janeiro”.

N° IDENTIFICACAO NO PROJETO:

DATA:

INICIAIS DO PACIENTE:

NOME DO RESPONSAVEL:

N° PRONTUARIO HEMORIO:

ENDERECO:

TELEFONE(S):

DATA DE NASCIMENTO: I SEXO:( )MASC ( )FEM

IDADE NA ADMISSAO NO HEMORIO:

NATURALIDADE:

GRUPO ETNICO: ( ) BRANCO ( )PARDO ( )NEGRO ( )ORIENTAL

MEDICO:

OBSERVACOES:
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APENDICE A — Instrumento de Coleta de Dados (conclus&o)

EXAMES LABORATORIAIS

DATA:

HEMOGRAMA:

Hem: x 10%2/ L VGM: fL

Hb: g/ dL HGM: pg

Ht: % CHGM: g/ dL
RDW: %

Hematoscopia:

RETICULOCITOS: % ( x 10%L)

ELETROFORESE DE HEMOGLOBINAS:

pH alcalino:

pH &cido:

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE (HPLC):

Hb A: %
Hb Az %
Hb F: %

Hb Variante ( ): %




70

APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (continua)

Senhor Responsavel, o menor pelo qual o Sr.(a) responde, esta sendo convidado (a) como
voluntario (a) a participar da pesquisa: “Estudo e identificacdo das hemoglobinas variantes de
comportamento fisico-quimico semelhante ao da hemoglobina S (S-like) em criancas do

programa nacional de triagem neonatal do estado do Rio de Janeiro (PNTN- RJ)".

Normalmente, a maioria das pessoas apresenta a hemoglobina A como a principal
hemoglobina nos glébulos vermelhos (hemacias). Entretanto algumas pessoas apresentam
uma mudanga no DNA, também denominada de mutac¢éo que resulta em uma hemoglobina
diferente, chamada de variante. No Brasil, a hemoglobina S, responsavel pela anemia
falciforme (exame realizado no teste do pezinho), uma doenca hereditaria, € a variante mais

comum. Existem no mundo por volta de 1250 hemoglobinas variantes.

A maior parte dessas hemoglobinas variantes incomuns séo clinicamente irrelevantes, porém
existem algumas, que apresentam manifestagdes hematolégicas e importancia clinica, além
da possibilidade de serem confundidas com a hemoglobina S, presente na anemia falciforme.
Esse estudo genético contribuird para verificar a importancia clinica dessas variantes
incomuns e evitar o falso diagnodstico de doenca falciforme; a identificagédo das hemoglobinas
variantes que ocorrem no Rio de Janeiro bem como a possibilidade da identificagdo de novas

variantes.

O procedimento realizado para a participacdo do menor no estudo, € a necessidade de coleta

de nova amostra de sangue, para a analise do mesmo.

O procedimento serd realizado por profissionais treinados e qualificados, tendo apenas como
desconforto na participacéo da pesquisa a coleta de sangue. Em casos raros, pode aparecer
algum hematoma na regido de penetracdo da agulha usada na coleta do sangue. Qualquer
problema que aparega no seu exame, vocé sera orientado e direcionado para uma consulta

médica.

Vocé sera esclarecido (a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Vocé é livre
para recusar-se a participacdo do menor, retirar seu consentimento ou interromper a
participacao a qualquer momento. A autorizacao da participacdo na pesquisa € voluntaria e a

recusa em participar ndo ird acarretar qualquer penalidade.

O (s) pesquisador (es) ira (ao) tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo e os

resultados dos seus exames permanecerdo confidenciais.
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APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (concluséo)

A participacdo do menor no estudo ndo acarretara custos para o Sr. Responsavel e ndo sera

disponivel nenhuma compensacao financeira adicional.

Eu, (pai, mae ou responséavel) do menor

fui informado (a) dos objetivos da

pesquisa acima de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Autorizo a minha
participacdo do menor o qual sou responsavel e a coleta de sangue. Estou ciente também
gue ndo sou obrigado (a) a dar essa autorizagao e, se o fago, ndo me sinto coagido (a) a fazé-
lo. Foi garantido a mim que se desejar retirar meu consentimento a qualquer momento e a
ndo autorizagédo para realizagdo dos procedimentos ndo trard nenhum prejuizo para mim ou

minha familia.

Recebi uma copia deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a

oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Nome Assinatura do Participante

Local Data

Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Arthur de Siqueira Cavalcanti (HEMORIO)
Endereco: Rua Frei Caneca, 8 - Centro, Rio de Janeiro - RJ, 20211-030.
Telefone: (21) 2332-8611
Pesquisador: Marcos Isaac Esquenazi - Tel: (21) 3938 - 6411
Coordenadores da Pesquisa:

Prof. PhD Paulo Murillo Neufeld - Tel (21) 3938 6421
Prof. PhD Marcos Kneip Fleury - Tel: (21) 3938 6411
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ANEXO A — Parecer consubstanciado de projeto de pesquisa aprovado pelo CEP

Hemorio (continua)

=
\ )
v

GOVERNQ DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO HEMORIO

SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE UG Extaoul b e o

Rio de Janeiro, 21 de Outubro de 2016,

ASSUNTO: Parecer consubstanciade de projeto de pesquisa avallada pelo CEP HEMORIO
Prezado Pesquisador,

O projetoEstudo e identificaclio da hemoglobinas variantes de comportamento
fisico-quimico semelhante ao da hemoglobina S (S-LIKE) em criancas do
programa nacional de triagem neonatal do Estado do Rio de Janeire (PNTN-
RJ)", registrado ho CEP HEMORIO sob o numero 405/16, fal opresentado de acordo com
8 Resolucdo 466/12. Assim, apds apresentagdo e analive dos documantas recebidos; o
Comité de Etica em Pasquisa HEMORIO considera o projeto APROVADO.

Ressaltamos abaivo, aloumas arlentaches fundamentais, as quals o pesquisador devae
wstar muilo atento;

* O sujeito da pesquisa tem a liberdade do recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem. penallzacda alguma e sem
RrEluZn 20 seu culdado e deve raceber uma cipia do Termo de Cansentimento
wlvre 2 LsClarecido, na Integra, por ele assinado;

¢ U pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protacolo
apravado ¢ descontinunr o estudo somente apos andlise das razdes da
descontinuidade pelo CEP que o aprovou, aQuardands seu pDarecer, exceto
quando perceber fsco ou dano ndo previsto Ao sujeito participante ou quandg
constatar a superioridade de regime oferecido 8 um dos grupas da pesaulsa que
requeira aclo imediata;

* O CEP deve ser informudo de todos os efeitos adversas oll fatos relavantes que
Mterem o curso normial do estudo. £ papel do_pesquisadar assequrac medidas
imediatas adequadas frente a_evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha
H0g em gutre centrel g enviar notifcagdes oo CEP & & ANVISA, Junto com sed
Ranenamanto;

o FEventums modificacdes ou emendas ne protocolo devem ser spresentadas ao CEP
de forma clara e sucinta, ldentificando a parte do protocolo a ser modificads ¢
Suas  Justificativas, Fm caso de projetos do. Gruga | ou [ apresentados
anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envid-las também

. A omesma. Junto com o parecer aprovatdrio do CEP, para serem juntadas ao
Protocoio nickal
* Relatorios parcials e final devem ser apresentados ao CEP, Iniclalmente até

21/04/2017 ¢ a0 término do estudo,

COMITE DE £1CA EM PESOLSA
Mot P Canutd 8 . Commn - Rg S dasews - SR 20044 000

TWRTITAALT N 13t - e e 40w - YWONW NEMNOMO H GOV BE - anmamnn 1 e i
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ANEXO A — Parecer consubstanciado de projeto de pesquisa aprovado pelo CEP

Hemorio (conclusao)

| Aotk HEMORIO
S > € Jath ct E SAUDE
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ANEXO B - Parecer de aprovacao no CEP — Hemorio (continua)

INSTITUTO ESTADUAL DE
HEMATOLOGIA ARTHUR  ~EQ@raraf ™
SIQUEIRA CAVALCANTI -

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO E IDENTIFICACAO DAS HEMOGLOBINAS VARIANTES
INDETERMINADAS DE COMPORTAMENTO FISICO-QUIMICO SEMELHANTE AO
DA HEMOGLOBINA S (S-LIKE) EM CRIANCAS DO PROGRAMA NACIONAL DE
TRIAGEM NEONATAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO (PNTN-RJ).

Pesquisador: Marcos lsaac Esquenazi

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 51993416.7.0000.5267

Instituigio Proponente: Instituto Estadual de Hematologia Arthur Siqueira Cavalcanti - HEMORIO
Patrocinador Principal: Faculdade de Farmécia

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 1.820.981

Apresentagio do Projeto:
Apresentado

Objotivo da Pesquisa:

Apresentado.

Avaliagio dos Riscos o Beneficlos:
Apresentado.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Apresentado.

Consideragdes sobre os Termoe de apresentagdo obrigatéria:
Aprasentado

Conclusdes ou Pendéncias o Lista de Inadequagbes:

Parecer de acordo com as nermas do CEP HEMORIO.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Enderogo:  Rua Frei Caneca n® 0ff SALAXIE

Balrro:  Cenmro CEP: 20211000
UF: RJ Municigior  RID DE JANEIRD
Tolefone: (21)2332-8611 Fax: (21)2333-3538 Eamall: cep@hemono 1 govor

Mg 0\ e 0



ANEXO B - Parecer de aprovacao no CEP — Hemorio (continua)

INSTITUTO ESTADUAL DE
HEMATOLOGIA ARTHUR  “EQ@raf ° ™
SIQUEIRA CAVALCANTI -
Contrungho co Pamoer 1820 831
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquive Postagem Autor Siluagio
Informagbes Basicas PB_!NFORMACEES_WICAS_DO_P 18/11/2016 Aceito
do Projeto R .pdf 02:34:39
Qutros Coleta_dados_hemaorio.docx 168/11/2016 | Marcos isaac Aceito

_02:33:26 | Esquenazi

Declaracdo de Declar_PGMoura.pdf 18/11/2016 |Marcos Isaac Acaito
 Pesquisadores 2815 | Esquenaz)

TCLE / Termos de | TCLE_Respons docx 16/11/2016 |Marcos |saac Aceito
Assentimento / 02:25:45 |Esquenazi

Justificativa de
| Auséncia

Folha de Rosto folhaderosto_pbrasil, pdf 28/06/2016 |Marcos Isaac Acaito

01:34.28

Projeto Detalhado / | Projeto_Hemorio pdf 28/06/2016 | Marcos Isaac Aceito
Brochura 114444 |Esquenazi
| Investigador —

Declaragao de Aulorizacac_Hemorio.pdf 20/06/2018 |Marcos isaac Aceito
Instituigdo e 2340051 |Esquanazl

nfraestrytura — .
Declaracdo de Partic_IBEx. paf 20/06/2016 |Marcos Isaac Acelto
Instituicio & 23:31:10 |Esquenazi

Declaragao de Partic_lacfar.pdf 20/06/2016 | Marcos Isaac Aceito
Instituicdo e 23.27:'54 |Esquenazi
| Infraestrutura S

Declaragao de Partic_Tatiana pdf 20/06/2016 |Marcos isaac Aceito

e 232622 |Esou

Declaragio de Compromisso_utitizdados pdf 20/06/2016 |Marcos isaac Aceito
Pesquisadores 232417 _|Esquenazi

Deciaragao de Armazen_mbiol.pdf 20/06/2016 | Marcos |saac Acalto
Manuseio Material 23.21:.07 |Esquenazi

Biolagico |

Biorepositario /

Biobanco

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

NBo

Endarogo:  Rua Frei Caneca i 08 SALA31E

Bairro:  Cantro CEP: 20.211-030

UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO

Tebefone: (21)2332-8611 Fax: {21)2333-3638 E-mait: cepBhemorio.r gov br

Sighatyde @
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ANEXO B - Parecer de aprovacao no CEP — Hemorio (concluséo)

INSTITUTO ESTADUAL DE
HEMATOLOGIA ARTHUR €I *™®
SIQUEIRA CAVALCANTI -

Conttrianciio oo Paracer 1820 681

RIO DE JANEIRO, 18 de Novembro de 2016

Assinado por:

MARCIA VILLA NOVA
{Coordenador)

Enderego:  Rua Frei Caneca n® 08 SALAGIE

Bairro:  Centro CEP; 20211-030

UF: RJ Municipio: 10 DE JANEIRC

Telofone:  (21)2332-8611 Fax: (21)2333-3638 E-malt:  cep@hemornio.r gov b

Figraloce @



ANEXO C - Declaracéo de participacdo do LACFAR no projeto de pesquisa

Lac
far

Lebormtania de
Asdlises Clnices

DECLARAGAO DA INSTITUICAO PARTICIPANTE PARA REALIZACAO DA
PESQUISA

(RESOLUCAO 466/2012 — CNS/CONEP)

Declaro para o Comité de Etica em Pesquisa Clinica do Instituto Estadual de
Hematologia Arthur de Siqueira Cavaicanti - HEMORIO que estou ciente da
participagao do Laboratdrio de Andlises Clinicas da Facuidade de Farmécia
(LACFAR) da Universidade Federal do Rio de Janeiro no projeto intitulado
“Estudo e Identificagéo das Hemoglobinas Variantes de Comportamento fisico-
quimico semelhante ao da Hemoglobina S (S-L/IKE) em Criangas do Programa
Nacional de Triagem Neonatal do Estado do Rio de Janeiro (PNTN-RJ)" sob a
responsabilidade do pesquisador Marcos Isaac Esquenazi (Mestrando do
programa MPSMLTF, da Universidade Estadual do Rio de Janeiro -~ UERJ com
orientagdo do professor Paulo Murillo Neufeld, da Universidade Federal do Rio
de Janeiro — UFRJ,

Este Laberatdrio esta ciente de suas responsabilidades do presente projeto de
pesquisa, e de seu compromisso na disponibilidade de recursos, no resguardo
da seguranga e bem-estar dos sujeltos de pesquisa nela recrutado, dispondo de
infra-estrutura necesséria para tal,

Ciente dos objetivos @ da metodologia da pesquisa acima citada, concedo a
anuéncia para seu desenvolvimento, respeitando as determinacdes éticas da
Resolugéo n® 466/2012 CNS/CONEP.

Rio de Janeiro, RJ, 17 de W"‘W de 023/5,

Marcos Kn eury
Coordenador do Laboratério de Anéalises Clinicas da Faculdade de Farmacia
LACFAR
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ANEXO D - Participacao do IBEx como instituicdo coparticipante no projeto

MINISTERIO DA DEFESA

EXERCITO BRASILEIRO S
CML, 1" RM
INSTITUTO DE BIOLOGIA DO EXERCITO
IBEX (Lab Microscopia Clin e Bacteriol./ 1894)
CARTA DE AUTORIZACAO DA INSTITUICAO CO-PARTICIPANTE PARA
REALIZACAO DA PESQUISA
(Resoluglo 466/2012-CNS/CONEP)

Decluro pura conhecimento do Comité de Etica em Pesquiss Clinica do Instituto Estadual
de Hematologia Arthur de Siqueira Cavaleanti -~ HEMORIO que estou clente da participagio do
Institwo de Biologia do Exército — IBEX no projeto intitulado “Estudo ¢ identificagiio das
hemoglobinas variantes de comportamento fisico-quimico semelhante a0 da hemoglobina S (S-Jike)
em criangas do progrema de tripgem neonatal no Estado do Rio de Jangiro (PNTN -RJ)”, sob a
responsabilidade dos pesquisadores responsiaveis Marcos Isanc Esquenns (mestrando do programa
MPSMLTF, da Universidade do Estado do Rio de Janeiro — UERJ), Paulo Murilo Neufeld ¢ Marcos
Kneip Fleury, da Universidade Federal do Rio de Janeiro,

Fsta instituigo esta ciente de suas co-responsabilidades como institnigho co-participante
do presente projeto de pesquisa, © de seu compromisso no resguardo da seguranga ¢ bem-estar dos
sujeitos de pesquiss nefa recrutado, dispondo de infru-estrutura necessdria pam o garsntia de tal
segumnga ¢ bem-estar,

Ciente dos objetivos ¢ dan metodologia dr pesquisa acima citada, concedo o anudncin pam
seu desenvolvimento, desde gue me sejam assegurados 0s requisitos abaixo:

« O cumprimento das determinagdes éticas du Resoluglio n°466/2012 CNS/CONEP.

- A garantia de solicitsr e receber esclarecimentos antes, durante ¢ depois do desenvolvimento da
pesquisa.

= No caso do nio cumprimento doy itens acima, o liberdade de retiar minha anuéneia a qualquer
momento da pesquiss sem penalizagdo alguma,

Rio de Janeiro, R), [9/de outuhro de 2015,

LUCIO APARECIDO LUIZ - CEL
Diretor do Instituto de Biologia do Exéreito
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