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RESUMO

As hemoglobinopatias sdo doencas genéticas hereditarias de ampla distribuicédo
mundial, decorrentes de variantes nos genes das globinas que afetam a producao ou
a funcdo da hemoglobina. A disseminacdo mundial € uma consequéncia das
migragdes populacionais, o que favoreceu a miscigenagéao e a dispersao exacerbada
dos genes anormais da hemoglobina. As hemoglobinopatias incluem as talassemias,
resultantes de reducdo ou auséncia na sintese de cadeias globinicas; as
hemoglobinas variantes, causadas por alteragbes estruturais; e a Persisténcia
Hereditaria da Hemoglobina Fetal. A hemoglobinopatia mais frequente e,
conjuntamente, uma das mais relevantes no globo é a doenca falciforme
(principalmente a anemia falciforme, HbSS). Ela concentra a maior parcela de
hemoglobinopatias graves em ambito mundial e é responsavel por significativa carga
de morbimortalidade, especialmente em populacdes de origem africana. As
hemoglobinopatias cursam com sintomas variaveis, desde formas leves ou
assintomaticas até quadros graves e crénicos, marcados por anemia, palidez, fadiga
e dor, que pode ser crénica ou em crises agudas. A heterogeneidade genotipica e
fenotipica dessas condicdes impbOe desafios significativos ao diagnéstico,
especialmente em contextos de triagem neonatal e servicos publicos com alta
demanda e diversidade étnica. Limitagbes dos métodos convencionais favorecem
subdiagnéstico ou classificagdo inadequada, impactando conducdo clinica,
prognadstico e estratégias de prevencdo. Nesse cenario, a integracao de técnicas de
biologia molecular torna-se essencial para aumentar a acuracia diagnéstica, permitir
deteccdo precoce, orientar aconselhamento genético e subsidiar politicas publicas
mais efetivas. O estudo teve como principal objetivo desenvolver e implantar algoritmo
de diagndstico molecular para deteccdo de hemoglobinopatias em criangas e
adolescentes atendidos em servico de saude publica do Distrito Federal. O objetivo
secundario foi realizar, de maneira inédita, um estudo epidemiolégico abrangente no
Distrito Federal, pela escassez de estudos amplos e com maior detalhamento
genotipico, e por apresentar uma das populacdes de maior heterogeneidade genética
do Brasil. O estudo realizado foi descritivo e analitico, com delineamento transversal
em uma coorte retrospectiva de pacientes pediatricos com idade entre 0 e 19 anos,
no periodo de 2017 a 2025. Foram incluidos todos os casos admitidos pelo Programa

de Triagem Neonatal do Distrito Federal e os atendidos no ambulatério de hematologia



do Hospital da Crianca de Brasilia, com diagndstico inconclusivo pelos métodos
convencionais de triagem e/ou desvios nos indices hematimétricos e achados
clinicos/citologicos suspeitos de hemoglobinopatias. As amostras de sangue periférico
foram encaminhadas ao Laboratoério de Pesquisa Translacional do Hospital da Crianca
de Brasilia para diagnéstico confirmatério por métodos de biologia molecular. A
analise dos dados foi descritiva, com foco na frequéncia dos genotipos, e incluiu
variaveis demograficas (idade e sexo), indices hematimétricos (Hb, VCM, HCM, RDW,
reticulocitos e ferritina sérica, ajustados por faixa etéria) e o perfil de hemoglobinas
(HbAl, HbA,, HbF e hemoglobinas anémalas). Foram diagnosticados 415 casos
pediatricos com alteracdes hemoglobinicas, entre alfa-talassemia, beta-talassemia,
hemoglobina variante e Persisténcia Hereditaria da Hemoglobina Fetal (PHHF). O
perfil hematologico e de hemoglobinas dos pacientes diagnosticados foram, em geral,
associados a presenca de anemia leve ou moderada, microcitose e hipocromia. A
variante mais prevalente foi a HbS em heterozigose, causadora da doenca falciforme,
seguida da HbC e Hb Korle Bu. Ja a HbS em homozigose relativa & anemia falciforme
foi detectada em 18 pacientes. Os dados encontrados nesse estudo mostram uma
expressiva variabilidade de hemoglobinas e uma grande diversidade racial presente
em individuos nascidos no Distrito Federal e entorno, sendo considerada uma
populacdo heterogénea constituida de individuos de diversas regides brasileiras, com
ascendéncia africana, asiatica, italiana, amerindia, espanhola e portuguesa. Foi
possivel implementar um conjunto de técnicas integradas em um algoritmo racional,
gue demonstrou elevada resolutividade diagnéstica e viabilidade de manutencéo no
contexto do SUS. Com o estabelecimento dos métodos de biologia molecular, ja foram
detectadas uma série de variantes com importante impacto clinico e prognostico
relacionadas a alfa e beta talassemias, além de variantes nunca descritas em banco

de dados.

Palavras-chave: Hemoglobinopatia, Talassemia, Triagem Neonatal, Diagndéstico

Molecular.



ABSTRACT

Hemoglobinopathies are hereditary genetic disorders with a wide global distribution,
resulting from mutations in globin genes that affect the production or function of
hemoglobin. Their worldwide dissemination is largely a consequence of population
migrations, which have promoted admixture and the broad spread of abnormal
hemoglobin genes. Hemoglobinopathies include thalassemias, characterized by
reduced or absent synthesis of globin chains; structural hemoglobin variants; and
Hereditary Persistence of Fetal Hemoglobin. Among these, sickle cell disease
(particularly sickle cell anemia, HbSS) is the most frequent and one of the most
clinically significant worldwide, accounting for a substantial proportion of severe cases
and contributing to considerable morbidity and mortality, especially in populations of
African ancestry. Clinical manifestations of hemoglobinopathies are variable, ranging
from mild or asymptomatic forms to severe, chronic conditions marked by anemia,
pallor, fatigue, and pain, which may be persistent or occur in acute crises. The
genotypic and phenotypic heterogeneity of these disorders poses significant
challenges for diagnosis, particularly in neonatal screening programs and public health
services with high demand and ethnic diversity. Limitations of conventional methods
may lead to underdiagnosis or misclassification, thereby impacting clinical
management, prognosis, and prevention strategies. In this context, the integration of
molecular biology techniques becomes essential to improve diagnostic accuracy,
enable early detection, guide genetic counseling, and support more effective public
health policies. The primary objective of this study was to develop and implement a
molecular diagnostic algorithm for the detection of hemoglobinopathies in children and
adolescents receiving care in the public health system of the Federal District, Brazil.
The secondary objective was to conduct, in an unprecedented manner, a
comprehensive epidemiological study in the Federal District, given the scarcity of large-
scale studies with detailed genotypic characterization and the region’s highly
heterogeneous population. This was a descriptive and analytical study with a cross-
sectional design, based on a retrospective cohort of pediatric patients aged 0 to 19
years, evaluated between 2017 and 2025. All cases identified through the Neonatal
Screening Program of the Federal District, as well as patients followed at the
hematology outpatient clinic of the Hospital da Crianca de Brasilia with inconclusive

results from conventional screening methods and/or abnormal hematimetric indices



and clinical or cytological findings suggestive of hemoglobinopathies, were included.
Peripheral blood samples were analyzed at the Translational Research Laboratory of
the same institution for confirmatory diagnosis using molecular biology techniques.
Data analysis was descriptive, focusing on genotype frequency, and included
demographic variables (age and sex), hematimetric indices (hemoglobin, mean
corpuscular volume, mean corpuscular hemoglobin, red cell distribution width,
reticulocyte count, and serum ferritin adjusted for age), and hemoglobin profiles (HbA1,
HbA., HbF, and abnormal hemoglobins). A total of 415 pediatric cases with hemoglobin
alterations were diagnosed, including alpha-thalassemia, beta-thalassemia,
hemoglobin variants, and Hereditary Persistence of Fetal Hemoglobin. The
hematological and hemoglobin profiles were generally associated with mild to
moderate anemia, microcytosis, and hypochromia. The most prevalent variant was
heterozygous HbS, followed by HbC and Hb Korle Bu. Homozygous HbS,
corresponding to sickle cell anemia, was identified in 18 patients. The findings reveal
a marked variability of hemoglobin types and significant racial diversity among
individuals born in the Federal District and surrounding areas, reflecting a highly
heterogeneous population composed of individuals from different regions of Brazil with
African, Asian, Italian, Amerindian, Spanish, and Portuguese ancestry. The study
enabled the implementation of a set of molecular techniques within a rational
diagnostic algorithm, demonstrating high diagnostic resolution and feasibility for
incorporation into the public health system. With the establishment of molecular
methods, several clinically and prognostically relevant mutations related to alpha- and
beta-thalassemias were identified, as well as variants not previously described in

existing databases.

Keywords: Hemaoglobinopathies, Thalassemia, Neonatal Screening, Molecular Diagnosis.
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1 Introducéo
As hemoglobinopatias constituem as doencas monogénicas hereditarias mais

frequentes e letais a nivel mundial. S&o ocasionadas por disturbios genéticos da
hemoglobina (Hb), devido a variantes nos genes envolvidos na sintese das globinas
ou em suas regides regulatérias (Williams, Weatherall, 2012; Piel et al., 2013; Taher,
2018).

A hemoglobina pode ser afetada de maneira quantitativa, em que ha um defeito
na produgao de uma ou mais cadeias da globina, resultando em auséncia total ou
reducdo acentuada de cadeias a serem formadas; ou qualitativa, por meio de uma ou
mais variantes estruturais que alteram a sequéncia de aminoacidos na cadeia
polipeptidica, levando a producédo de uma hemoglobina anormal (Forget, Bunn, 2013;
Shang, Xu, 2017). A depender dos genes envolvidos, as hemoglobinopatias
compreendem as talassemias, denominadas alfa ou beta talassemias, as variantes

estruturais e a Persisténcia Hereditaria da Hemoglobina Fetal (PHHF) (Rosenfeld et
al., 2019).

Segundo os Ultimos dados de epidemiologia global publicados pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 330 mil casos de hemoglobinopatia
ocorrem a cada ano (83% representam casos de anemia falciforme e 17% de
talassemia), sendo a grande maioria (90%) em paises de média e baixa renda (Modell,
Darlison, 2008). Estima-se que aproximadamente 3,4% das mortes entre menores de
5 anos tém relacdo com a heranca genética de alguma hemoglobinopatia (Shang, Xu,
2017).

Os dados ainda sugerem que cerca de 7% da populacdo mundial
fenotipicamente saudavel seja portadora de uma variante responsavel pelo
desenvolvimento desses disturbios da hemoglobina, principalmente doenca falciforme
(DF) e talassemia (Piel, 2016), e que 1,1% dos casais apresentam o risco de gerarem
filhos com alguma hemoglobinopatia (Higgs et al., 2012; Williams, Weatherall, 2012).

A prevaléncia desses disturbios € maior em regides tropicais, muito embora,
por meio de migracbes populacionais generalizadas, venha se espalhando
amplamente na Europa, América do Norte e Australia (Taylor et al., 2012; Aguilar
Martinez et al., 2014; Williams, Weatherall, 2012).As talassemias sdo essencialmente
prevalentes no Sul e Sudeste Asiaticos, nos paises do Mediterrédneo e Oriente Médio
(Wong et al., 2016). A doenca falciforme (DF) é particularmente comum entre aqueles

cujos ancestrais vieram da Africa Subsaariana, sendo encontradas no Hemisfério
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Ocidental (América do Sul, Caribe e América Central), Arabia Saudita, india e paises
mediterraneos como Turquia, Grécia e Italia (CDC, 2022).

O Brasil € o pais da América Latina que detém a maior populagcéao
afrodescendente e as maiores estimativas populacionais para anemia falciforme, com
ocorréncia de 1 caso a cada 1000 recém-nascidos. A prevaléncia de recém nascidos
portadores do traco falciforme é de aproximadamente 100 mil casos por ano (Huttle et
al., 2015).

Diferentes defeitos das hemoglobinas podem ser co-herdados, dando origem a
uma série de gendtipos complexos e fendtipos clinicos com altos graus de severidade.
As manifestacdes clinicas e a gravidade variam com o tipo de hemoglobinopatia
formado pelo desequilibrio nas cadeias de globina, podendo ser desde quase
imperceptiveis até letais (Gohari-Saleh et al., 2015).

Devido a alta prevaléncia e ao impacto na saude global a cada ano, as
hemoglobinopatias tém sido consideradas um problema mundial de salde publica
cada vez mais sério. Por estes motivos, muitos paises implementaram programas
nacionais de triagem neonatal de forma a oferecer maior qualidade de vida aos
afetados através do diagndstico precoce das formas mais graves da doenca e da
deteccdo de possiveis portadores. O aconselhamento a casais em risco, a
conscientizacdo dos familiares e a disponibilidade de condutas terapéuticas
adequadas sao medidas adotadas para aumentar a qualidade de vida dos pacientes
afetados por essas doencas (Ramalho et al., 2002; Traeger- Synodinos et al., 2017).

1.1 Hemoglobinas: ontogénese
A hemoglobina é uma molécula indispensavel a vida humana e foi uma das

primeiras proteinas globulares a ser estudada por cristalografia de difracdo de raios
X, 0 que rendeu o Prémio Nobel de Quimica a Max Ferdinand Perutz e John Kendrew,
em 1962, pela descoberta da estrutura tridimensional da hemoglobina, a proteina dos
glébulos vermelhos do sangue (Maia, 2019).Trata-se de uma metaloproteina com
peso molecular de aproximadamente 64.500 daltons, constituida por quatro
subunidades formando uma estrutura quaternaria, cada uma tendo um grupo proteico
formado pelas cadeias polipeptidicas - as globinas, e por um grupo prostético - grupo
heme ou ferroprotoporfirina IX (Loukopoulos, 2002; Marengo-Rowe, 2006).

Ao longo do desenvolvimento humano, as cadeias polipeptidicas sofrem

alteracoes fisioldégicas e se combinam, dando origem a formacédo de diferentes
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hemoglobinas em diferentes locais hematopoiéticos, caracterizando as fases
embrionaria, fetal e adulta (Patrinos, Antonarakis, 2010).

As mudancas relacionadas ao padréo de sintese de hemoglobinas no processo
de ontogénese sdo acompanhadas por mudanc¢as no sitio principal de eritropoiese.
Sendo assim, os eritrécitos das trés fases originam-se de diferentes células
precursoras e a diferenciacdo de ambos ocorre de forma independente (Palis, 2014).
A figura 1 evidencia os tipos de hemoglobinas e suas concentracfes esperadas nas
diferentes etapas da vida humana.

No embrido a eritropoiese ocorre de forma predominante no saco vitelinico, nas
guatro primeiras semanas de gestacdo. Nessa fase, 0s genes - globina (zeta) e e-
globina (épsilon) encontram-se ativos e associados formando a Hb Gower 1 (72- €2).
O sitio principal de hematopoese comeca a se mover do saco vitelinico para o figado
fetal, aproximadamente na quinta semana de gestacdo. A partir da sexta semana, 0s
genes ¢-globina sdo silenciados e os genes a, B e y-globina sédo ativados. A Hb
Portland (C2y2) e Hb Gower 2 (a2¢2) estdo presentes até a décima segunda semana
da fase embrionaria, e logo deixam de ser produzidas. Essas trés hemoglobinas séo

primordiais no desenvolvimento funcional do embrido.

A partir da décima segunda semana de gestacdo, a sintese das Hb
embrionérias é interrompida e a hemoglobina predominante passa a ser a fetal (HbF),
formada por duas cadeias a (alfa) e duas cadeias y (gama). Designada como a2y2, a
Hb fetal é produzida no figado e no bacgo, durante a gestacao até os primeiros 6 meses
de vida po6s-natal. Essa hemoglobina é fundamental na distribuicdo de oxigénio na
fase fetal, constituindo cerca de 70% da hemoglobina total ao nascimento e menos de
1% no adulto (Hardison, 2012). Ao final do periodo de gestacado, a Hb passa a ser
produzida na medula 6ssea e a sintese de cadeias y (gama) é amplamente substituida
pela sintese de cadeias B (beta). Com isso, a hemoglobina A (HbA), formada por duas
subunidades alfa e duas subunidades beta (a232), tém sua produgédo aumentada de
forma gradativa. Esta € sintetizada em uma concentracdo perto de 10% até o
nascimento, chegando a 95% do total de hemoglobinas em torno do sexto més de
vida. Este percentual se estende as Hb normais do adulto, (Akinsheye et al., 2011;
Hardison, 2012).
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Figura 1. Producéo das diferentes hemoglobinas ao longo do desenvolvimento humano (King, 2022).

As cadeias 6 (delta) sdo produzidas a partir da vigésima quinta semana e ao
combinar-se com as cadeias a (alfa) ddo origem a segunda principal hemoglobina do
adulto, a hemoglobina A2 (0262). Sua concentracdo € baixa até o nascimento e
permanecendo dessa forma até a fase adulta, com percentual de 2,5% a 3,5%
(Naoum, 2014). Dessa forma, nos adultos, as hemoglobinas predominantes séo
designadas HbA, HbA: e Hb fetal.

1.2 Hemoglobinas: Estrutura e fungéo
Cada hemoglobina carrega duas cadeias polipeptidicas de a-globina (alfa) e

duas de B-globina (beta), semelhantes em comprimento, mas diferindo na sequéncia
de aminoéacidos (Marengo-Rowe, 2006). As quatro cadeias sdo dobradas, formando
uma bolsa hidrofébica em torno do grupo heme, o qual é constituido por um ion de
ferro central (Fe2+) complexado com quatro atomos de nitrogénio (Krieger, Philips,
2005), e encontra-se associado a uma cadeia polipeptidica de 141 residuos de
aminoacidos alfa e 146 residuos de aminoacidos beta (incluindo B, & e y) (figura 2)
(Ouellette, Rawn, 2014). O oxigénio, em um processo conhecido como oxigenagao,
se liga de forma reversivel ao grupo heme (Krieger, Philips, 2005). Em sua regiéo
central, as quatro cadeias globinicas reservam um espaco para o 2,3-BPG
(bifosfoglicerato), um metabdlito derivado da glicllise anaerdbica que facilita a

liberacéo de oxigénio (Pefuela, 2005).



Figura 2. Estrutura da hemoglobina (King, 2014).

A hemoglobina é sintetizada durante o processo de maturacao dos eritrocitos e
€ caracterizada como uma molécula polifuncional, a qual desempenha uma série de
funcdes no corpo humano. Sabidamente, a sua fungéo principal é transportar oxigénio
(O2), ao se ligar eficientemente ao oxigénio presente nos pulmdes e libera-lo
eficientemente nos tecidos, de forma cooperativa, além de realizar o transporte direto
e indireto de dioxido de carbono (COz2) dos tecidos para os pulmdes (Ahmed et al,
2020).0s globulos vermelhos contém cerca de 640 milhdes de hemoglobinas. O grupo
heme é essencial para o transporte do oxigénio e as cadeias hemoglobinicas, por sua
vez, o protegem contra a oxidacéo, além de tornar a molécula de Hb soltvel e permitir
uma variacdo de afinidade ao Oz (Hoffbrand et al., 2008). A Hb € uma molécula
alostérica em que possui a capacidade de alternar entre duas estruturas quaternarias
diferentes, de desoxihemoglobinaestado T), em que possui baixa afinidade ao Oz, a
oxihemoglobina (estado R), quando possui alta afinidade ao Oz, sendo que esta
transicdo de um estado para o outro é responsavel pela curva sigmoide de dissociacéo
do Oz (Bain, 2001).

Sua forma alostérica esta envolvida na cooperatividade, em que a ligagdo de
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O2 resulta em mudangas conformacionais no grupo heme. Isso ocorre porque a
interacdo de um ligante em um sitio provoca alteracdo nas propriedades de ligacao
de um outro sitio na mesma proteina. Sendo assim, quando o primeiro Oz se liga a
hemoglobina, a proteina sofre uma mudanca em sua conformacdo, a qual é
transmitida para as outras cadeias do oligdmero, aumentando a afinidade pelo
segundo Oz, e assim por diante (Ouellette, Rawn, 2014).

A afinidade da molécula de hemoglobina ao oxigénio é regulada pela alteracéo
das concentrag@es de alguns cofatores intracelulares, como pH, diéxido de carbono e
a enzima bifosfoglicerato mutase. O 2,3-BPG tem a capacidade de diminuir a afinidade
pelo oxigénio ao combinar-se com as cadeias [ da desoxihemoglobina (Krieger,
Philips, 2005). Quando ha liberagdo de oxigénio nos tecidos, as cadeias B séo
afastadas, permitindo a entrada do 2,3-BPG e o0 estabelecimento de pontes salinas
entre as cadeias. Quando ha captacdo de oxigénio nos pulmdes, as pontes salinas
sdo quebradas, as cadeias B se juntam e o 2,3-BPG é deslocado do centro da
hemoglobina, aumentando a afinidade da molécula para o oxigénio (Loukopoulos,
2002). Quanto menor for a presséo de oxigénio (PO2), mais BPG sera produzido para
manter o processo de transferéncia de oxigénio para os tecidos. Esse fenbmeno é
frequentemente observado em situagcdes de hipOxia, nas quais o corpo responde a

condi¢cBes de baixo suprimento de oxigénio (Krieger, Philips, 2005).

As funcdes bioquimicas das hemoglobinas tém sido muito exploradas e incluem
a catalise do componente heme (nitrito redutase, monooxigenase, alquil-
hidroperoxidase) e da apoproteina (esterase, lipoxigenase), metabolismo do 6xido
nitrico, formacdo de hemoglobina ligada a membrana, regulacdo do metabolismo
eritrocitario e do pH, além de desempenhar funcdes fisioldgicas de seus produtos
catabolicos (ferro, CO, bilirrubina, peptideos) (Ahmed et al., 2020). Uma atencdo
especial tem sido dada a participacdo da Hb na transducao de sinais em eritrécitos.
Alguns parametros eritrocitarios, como estado de oxigénio, formagdo de ATP,
regulacdo do pH, equilibrio redox e estado de citoesqueleto, tém sido discutidos em

relacdo & hemoglobina (Kosmachevskaya e Topunov 2018).

1.3 Agrupamentos génicos das globinas
Os genes de alfa e beta-globina estdo dispostos em dois agrupamentos

génicos, chamados de clusters, separados em diferentes cromossomos de acordo

com a ordem de expressao durante o desenvolvimento humano (figura 3). A
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expressdo de ambas as cadeias é regulada por interacdes complexas entre fatores
de transcricdo e elementos regulatérios, atuando na ativacao e desligamento de genes

de forma especifica em diferentes estagios e tecidos (Farashi, Harteveld, 2018).
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Figura 3. Apresentacdo esquemética dos clusters de alfa e beta e seus elementos regulatérios nos

cromossomos 16p e 11p, respectivamente. Farashi, Harteveld (2018).

O agrupamento do gene da alfa-globina esta presente no genoma humano em
duas cépias, a1 e a2, localizados no segmento distal da regido telomérica do braco
curto do cromossomo 16 (16p13.3). Cada locus codifica a sintese da cadeia de a-
globina, o que significa que, em condi¢cdes normais, cada ser humano possui quatro
alelos funcionais. Os genes a1 e a2, nomeados como HBAL e HBA2, sao idénticos e
codificam proteinas idénticas, e cada um consiste em trés éxons e dois introns
(Rosenberg & Rosenberg, 2012;Turgeon, 2012). No entanto, o gene a2 apresenta
expressao duas a trés vezes maior em comparagado com o gene a1 na producéo total
de cadeias tipo alfa. Entretanto, a tradu¢do do mRNA de a1 é realizada com maior
rapidez, o que justifica o fato de ndo haver muita diferenca de expresséao entre os dois
genes (Galanello, Cao, 2011).

O agrupamento génico da alfa-globina possui mais de 28 Kb e inclui o gene

embrionério zeta (7), que codifica as cadeias de hemoglobina embrionéria, os genes



alfas duplicados (a1 e a2) e trés pseudogenes (W(1, Wa1 e Wa2), que ndo sao
expressos por possuirem variantes. Deste modo, 0s genes sdo organizados ao longo
do cromossomo na ordem 5’- 7- W(1 - Wa2 - Wal -02 - a1 — 8 - 3’ e estdo cercados
por trés genes amplamente expressos (MPG, NPLR3 e Luc7L) (Higgs, 2013).

Ambos os genes HBA sdo expressos de forma continua ao longo da vida, com
excecao do gene embrionario, sintetizado apenas nas primeiras 6 semanas apos o
nascimento (Barrett et al., 2017).

A expressdo dos genes HBA é controlada por quatro sitios regulatorios,
situados entre 10Kb e 48Kb a montante do gene { embrionario, com sequéncias ndo
codificantes altamente conservadas e hipersensiveis a acdo da enzima DNase |I.
Esses sitios, chamados de Multispecies Conserved Sequences (MCS), sao
caracterizados como MCSR1 (HS-48), MCSR2 (HS-40), MCSR3 (HS-33) e MCSR4
(HS-10), de acordo com a distancia a qual se localizam em relacdo ao gene
embrionario ¢ (Higgs, 2013). O MCSR2 é considerado o elemento regulatério principal
da expressdo do gene a-globina. Delecdes nesse gene acarretam em diminuicao
acentuada da expressdo dos genes a e os valores podem ser inferiores a 5%. O
MCSR2 atua na regulacdo da expressdo por intermédio de alguns fatores de
transcricdo presentes nas células eritroides, sendo que os principais sao o0 GATALl e
o fator nuclear eritroide 2 (NF-E2) (Ribeiro, Sonati, 2008; Wu et al., 2017).

A expressao dos genes de cluster B € semelhante aos genes de cluster a. Cada
célula somatica contém dois genes da beta globina (HBB), que estdo presentes no
braco curto do cromossomo 11(11p15.5) e expressam a [-globina na mesma
proporcdo em relacdo a quantidade de alfa globina produzida pelos quatro genes
HBA. O gene HBB abrange aproximadamente 1,6 kb e tem trés éxons e dois introns,
semelhantes aos genes da a-globina, porém com um intron 2 consideravelmente
maior (IVSII) (Turgeon, 2012). O agrupamento génico da beta globina abrange
aproximadamente 1,6Kb um gene embrionario épsilon (€), dois genes fetais (Gy e Ay),
um pseudogene (YB1) e dois adultos (& e B), dispostos na ordem 5’ - € - Gy - Ay - W3
-0 - B - 3. As proteinas Gy e Ay sao codificadas pelos genes fetais HBG2 e HBG1,
respectivamente. As letras “G” e “A” sao designadas para diferenciar o aminoacido
presente na posigdo 136 de cada uma: glicina em Gy e alanina em Ay. Tal diferencga
gera mudancas conformacionais na proteina e consequentes alteracdes fisiologicas

na eritropoiese e no fornecimento de oxigénio, que sao importantes na circulagao fetal



(Ansari et al., 2019; Fossen, 2019).

A regido LCR (Regi&o de Controle do Locus) constitui uma importante regido
regulatéria, especifica de células eritroides, que além de manter a cromatina em um
estado de abertura, funciona como um enhancer da transcrigcdo do gene, por meio da
interacdo com as sequéncias promotoras TATA, CAAT e CACCC, e com os fatores
de transcricdo GATA1, NF-E2 e EKLF (Thein, 2005). E composta por cinco regides

hipersensiveis a DNAse |, (HS-1, HS-2, HS-3, HS-4, HS-5), localizadas de 4 a 20 Kb
a montante do gene . LCR € extremamente importante, de modo que a sua auséncia

impacta em baixa expressdo das beta globinas (Levings, Bungert, 2002; Cao,
Galanello, 2010).

1.4 Hemoglobinopatias
As hemoglobinopatias sdo desordens genéticas e hereditarias, ocasionadas

por variantes nos genes que codificam as cadeias globinicas. Essas desordens
incluem as talassemias, causadas por disturbios na producédo de uma ou mais cadeias
de globina; as hemoglobinas variantes, originadas por alteracdes estruturais das
cadeias, levando na maioria dos casos, a substituicdo de aminoacidos e modificacéo
da porcao proteica; e uma condicdo conhecida como Persisténcia Hereditaria da

Hemoglobina Fetal (PHHF) (Rosenfeld et al., 2019). Dependendo do gene envolvido

e do tipo de variante, podem resultar em anemia, diminuicdo do tempo de vida dos

eritrécitos (hemolise) e outras patologias sistémicas (Sabath, 2017).

As hemoglobinopatias estéo entre as doencas genéticas com maior prevaléncia
mundial. Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), cerca de 270 milhdes de
pessoas possuem genes que produzem hemoglobinas anémalas em diferentes
combinacgdes, podendo apresentar um amplo espectro de gravidade (Backes et al.,
2005).

As talassemias e Hb variantes sdo altamente prevalentes em regides do
Mediterraneo, Africa Subsaariana, Oriente Médio, sul e sudeste asiatico e
subcontinente indiano. Porém, essas doencas estdo se tornando cada vez mais
comuns em outros lugares do mundo, como Europa e América do Norte (Aguilar
Martinez et al., 2014). A Figura 4 ilustra a distribuicdo mundial das hemoglobinopatias.
As areas de elevada frequéncia coincidem amplamente com regifes historicamente

endémicas para maléaria, refletindo a vantagem seletiva conferida pelo estado



heterozigoto para determinadas variantes da hemoglobina, como HbS, HbC e
talassemias (Harteveld e Higgs, 2010). A disseminacao mundial € uma consequéncia
das migracGes populacionais, o que favoreceu a miscigenacdo e a dispersao
exacerbada dos genes anormais da hemoglobina (Taher et al., 2018).

Acredita-se que o0 estabelecimento de hemoglobinopatias em regibes
endémicas de malaria (Mediterraneo, Oriente Médio, Sudoeste da Asia e Africa) tenha
sido justificado pela teoria do efeito seletivo como protecdo contra a malaria, doenca
infecciosa cujo ciclo ocorre, em grande parte, nos eritrocitos. Dessa forma, os
individuos com comprometimento funcional dos eritrocitos possuem maior resisténcia
a infeccdo pelo Plasmodium falciparum, e, portanto, maior sobrevivéncia nessas

regioes (Taylor et al., 2012).

Figura 4. Distribuicdo mundial das principais hemoglobinopatias. As maiores frequéncias sdo observadas na
Africa, Mediterraneo, Oriente Médio, india e Sudeste Asiatico, com distribuicdo fortemente associada as regides
historicamente endémicas para malaria. As areas pontilhadas nas Américas, Europa e Oceania refletem a
expansao dessas doencas para além de suas regifes de origem, resultado de processos migratérios histéricos e
contemporaneos, incluindo trafico transatlantico de africanos, imigragao mediterranea e movimentos populacionais

globais mais recentes. Adaptado de Harteveld e Higgs (2010).

Apesar dos avanc¢os na triagem neonatal e da ampliagédo dos estudos regionais,
o Brasil ainda carece de levantamentos epidemiolégicos nacionais recentes e
abrangentes que permitam estimar com precisdo a prevaléncia das diferentes
hemoglobinopatias, especialmente talassemias e variantes raras da hemoglobina, em

uma populacao altamente miscigenada. Grande parte dos dados disponiveis deriva
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da triagem neonatal, hemocentros, estudos regionais e levantamentos
epidemiologicos especificos (Rosenfeld et al., 2019).

De acordo com o banco de dados de hemoglobinas variantes e talassemias
(HbVar), pelo menos 1920 variantes ja foram caracterizadas molecularmente pelo
mundo e descritas como causadoras de variantes anormais de hemoglobina ou
talassemias, que incluem variantes de ponto, delecbes, insercbes e fusdes
envolvendo um ou mais genes da hemoglobina (Giardine et al., 2014).

Embora as informacbes sobre a distribuicdo e frequéncia dos dados
epidemiologicos globais sejam limitadas, as hemoglobinopatias hereditarias
constituem um importante problema de saude publica e tendem a gerar uma carga
crescente para os sistemas de saude. Adicionalmente, os avanc¢os na saude publica
tém aumentado a sobrevida dos individuos afetados, ampliando a necessidade de

diagndstico e acompanhamento especializado (Williams & Weatherall, 2012).

1.5 Variantes genéticas que causam impacto estrutural na hemoglobina

As variantes que causam impacto estrutural nas hemoglobinas resultam,
principalmente, de alteracbes que envolvem a substituicdo de uma base por outra,
chamadas de variantes de ponto ou Single Nucleotide Variants (SNVs). Contudo,
alteracdes mais complexas, como pequenas dele¢des ou insercdes (INDELS) também
podem originar variantes estruturais da hemoglobina. Essas alteracbes podem
modificar a sequéncia de aminoacidos, o dobramento da protéina e as propriedades
fisico-quimicas da molécula, como estabilidade, solubilidade, afinidade pelo oxigénio
e interacdo entre as subunidades globinicas. Dependendo da localizacdo e da
natureza da variante, podem ocorrer impactos nos diferentes niveis estruturais da
hemoglobina (Steinberg MH et al., 2009; Munkongdee et al., 2020).

Um exemplo classico de hemoglobina variante € hemoglobina S (HbS), a mais
frequente na América e no Brasil, com maior predominéancia nas regides Norte e
Nordeste, pela composi¢cédo negroide da populagdo. Fatores como a colonizagao de
escravos e a consequente miscigenacao racial contribuiram para a disseminagéo da
HbS, levando a uma prevaléncia elevada na populagéo brasileira (Soares et al., 2017).
Por isso, a HbS vem sendo considerada uma das doencgas genéticas mais impactantes
no cenario epidemiolégico brasileiro (Ramalho et al, 2003). A HbS é originada por uma
variante de ponto no gene HBB, decorrente da troca de uma adenina (A) por uma
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timina (T), que leva a substituicdo de &cido glutdmico hidrofilico, carregado
negativamente, por uma valina neutra e hidrofébica na posicdo 6 da cadeia de -
globina. O individuo homozigoto (HbSS) apresenta uma manifestacdo clinica grave,
altamente frequente, principalmente entre os povos da Africa e afrodescendentes,
denominada Anemia Falciforme (AF). A substituicAo de um Unico aminoacido na
cadeia beta leva a hemoglobina a assumir uma configuracdo diferente, e em
condic¢des de baixo nivel de oxigénio, desidratacdo ou acidose, ocorre a polimerizacao
da hemoglobina, resultando em alteracéo da forma redonda das hemécias para forma
de foice ou lua crescente, em um fendmeno conhecido como falcizacdo. As hemacias
falciformes tornam-se rigidas e se rompem com mais facilidade do que as de formato
normal, e passam a durar menos tempo que o usual de 120 dias na circulagéo
sanguinea, em média 10 dias, resultando em crises vaso-oclusivas, prejudicando o
fluxo sanguineo e o fornecimento de oxigénio (Ngo, Steinberg, 2014). A Figura 5 ilustra
a base molecular da hemoglobina S e as consequéncias sofridas pela molécula
alterada. Outras alteracdes fisiopatoldgicas incluem hemolise crdnica, anemia,
isquemia tecidual, sequestro esplénico, suscetibilidade a infeccbes e quadros

complexos de lesbes organicas (Debaun, Kirkham, 2016; Gladwin, 2016).
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Figura 5. Representacao esquemaética da fisiopatologia molecular da hemoglobina S (HbS). A variante
de ponto no gene da B-globina promove a substituicdo do acido glutamico por valina na posicdo 6 da
cadeia B, alterando as propriedades fisico-quimicas da hemoglobina. Em condigcbes como hipoxia,
acidose e desidratacéo, ocorre polimerizacéo da HbS, levando a deformacéo eritrocitaria, falcizacéo e

hemolise.

O individuo heterozigoto herda de um dos pais 0 gene da hemoglobina S e do
outro o da hemoglobina normal HbA, sendo considerado portador do traco falciforme

(HbAS). Nesse caso, em condicdes fisioldgicas normais, o individuo € assintomatico,
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apresenta indices hematoldgicos normais e a expectativa de vida é semelhante a da
populacdo geral. Nao ha necessidade de tratamento, uma vez que o traco nao é
designado como doenca. No entanto, cabe reiterar que, apesar de ndo acarretar em
sintomatologia clinica, a importancia da deteccdo é para orientacdo genética ao
portador ou a sua familia, de acordo com o Consenso Brasileiro sobre atividades
esportivas e militares, e heranca falciforme (Brasil, 2009). Na forma homozigética
(HbSS) causadora da AF, ambos os pais séo portadores do traco, e o individuo recebe
um gene da hemoglobina S do pai e o outro da mae (Ngo, Steinberg, 2014; Cardoso
et al., 2017). A figura 6 demonstra o padrdo de heranca autossdmica recessiva da
hemoglobina S, evidenciando as probabilidades de filhos normais, portadores ou
afetados conforme o status genético dos genitores. Quando apenas um dos genitores
é portador, hd 50% de chance de descendentes portadores e 50% de individuos sem
alteracdo genética. Quando ambos 0s genitores sédo portadores, existe 25% de
probabilidade de filhos afetados pela forma homozigotica (anemia falciforme), 50% de
portadores e 25% de individuos sem a forma alterada. O traco falciforme esta
distribuido pelo mundo todo, presente em aproximadamente 8% dos afro-americanos
e em mais de ¥ em algumasregibes da Africa. A alta frequéncia € encontrada em
algumas partes da Arédbia Saudita, Grécia, populacdes tribais da india e do Brasil
(Steinberg, 2008).
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Figura 6. Representacdo esquemética da heranca autossémica recessiva e das probabilidades de

transmissao genética da hemoglobina S para os descendentes.
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Existem outras hemoglobinas variantes, como a HbC, HbD-Los Angeles e HbE,
também causadas por alteracdes de nucleotideos em sequéncias codificadoras do
gene HBB, resultando em substituicdo de aminoacidos (Kountouris et al, 2014). Sao
encontradas em menor frequéncia e podem estar sozinhas ou em par com a HbS,
integrando um grupo denominado Doencga Falciforme (DF), do qual também fazem
parte as S/p talassemias. De maneira geral, apesar das particularidades que as
distinguem, as combinacbes S/C, S/D e S/E tém manifestacdes clinicas e
hematolégicas semelhantes, por isso, universalmente, as condutas s&o iguais,
levando-se em consideracdo apenas 0 curso mais ou menos severo de cada uma
delas (Rees et al., 2010; Freitas et al., 2018). Existem ainda aproximadamente 200
subtipos de outras variantes mais raras (Kohne, 2011, Chiappe, 2017).

A HbC é originada por uma substituicdo do acido glutamico pela lisina na sexta
posicdo da cadeia de B-globina. Essa variante torna a HbC menos soluvel do que a
HbA, formando cristais hexagonais (vistos no esfregaco periférico). Em heterozigose
€ assintomatica e em homozigose é caracterizada pela anemia hemolitica moderada.
A co-heranca com a HbS impacta em aumento de significAncia clinica, com crises
hemoliticas crénicas e crises de falcizacdo, porém, menos graves e frequentes do que
as observadas nos pacientes com anemia falciforme (Piel et al., 2013). A variante de
HbE resulta da troca do aminoacido lisina pela acido glutamico no cédon 26 do gene
HBB. As alteracbes de um individuo heterozigoto sdo minimas ou ausentes. Em
homozigose, pode-se observar anemia microcitica e hipocrédmica com inumeras

hemacias em alvo (Fucharoen, Weatherall, 2012).

1.6 Talassemias
As sindromes talassémicas constituem as hemoglobinopatias de sintese e sao

desordens decorrentes da auséncia ou diminuicdo da producdo de uma ou mais
cadeias de globina a, B, y ou 8, gerando um desequilibrio das suas quantidades
relativas e um tetramero hemoglobinico an6malo. Esse desequilibrio provoca um
acumulo das cadeias codificadas pelos genes ndo afetados, que se precipitam na
membrana das hemacias como agregadosinsoliveis, levando a diminuicdo da
sobrevida dessas células devido a destruigdo precoce antes de alcancarem o estado
de completa maturacao (Urbinati et al., 2004; Greer et al., 2013).

O numero de moléculas completas de hemoglobina por célula torna-se limitado
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em funcé@o da maturagdo deficiente dos eritrécitos, resultando em uma anormalidade
laboratorial caracteristica das talassemias, que é a microcitose, caracterizada pela
diminuicdo do VCM (volume corpuscular médio) (Sabath, 2017). As talassemias sao
classificadas em alfa, beta, delta, delta-beta e gama- delta-beta, conforme os tipos de
cadeia em que a produgao esta comprometida (Chiappe, 2017). As talassemias a e B
sdo as mais frequentes, uma vez que compdem as hemoglobinas presentes na vida
adulta, e ao sofrerem variantes, resultam em uma sintese reduzida de hemoglobina A
(Sonati, 2008).

As talassemias podem ser co-herdadas com hemoglobinas variantes em
complexas interacbes, desencadeando uma série de fendtipos clinicos e
hematoldgicos. Algumas associagdes do tipo HbS/B-talassemia e HbE/B- talassemia

possuem importante significAncia clinica (Clark, Thein, 2004).

1.7 Alfa-talassemias
As a-talassemias sao caracterizadas por um déficit na producdo das cadeias

de a-globina, causadas por delegdes parciais (a+) ou totais (a0) nos genes estruturais
HBA1 e HBA2, em aproximadamente 90% dos casos (Sabath, 2017). Variantes de
ponto ou insercbes de nucleotideos em um dos quatro genes da alfa globina séo
causas menos frequentes, chamadas de ndo - delecionais, raras, restritas a
determinadas regides geograficas, representando 10% dos casos. A gravidade esta
relacionada de acordo com o nimero de alelos deletados (Kohne, 2011; Kountouris et
al., 2014).

As alteracdes laboratoriais relacionadas a série vermelha e a eletroforese de
hemoglobinas geralmente estao presentes em individuos afetados pela a- talassemia,
como niveis de hemoglobina normais, baixos causando anemia, ou muito baixos
causando anemia hemolitica grave, valores reduzidos de VCM e HCM (hemoglobina
corpuscular média), contagem de eritrécitos normal ou aumentada, e dosagem normal
ou diminuida de HbA2, a depender do numero de gene alfa funcionais (Farashi,
Harteveld, 2018). A figura 7 mostra as consequéncias clinicas referentes a cada tipo
de patologia molecular das a-talassemias. Em uma situacédo normal, ambos os alelos
a1 e az séo funcionais (aa/aa). O individuo que possui a delegdo de um alelo (ex: a2)
€ assintomatico, pode apresentar uma anemia discreta e é considerado “portador

silencioso do trago talassémico”. O individuo com dois alelos deletados possui o “traco
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a-talassémico”, e a anemia ainda é considerada leve. Nesse caso, ndo interfere se for
homozigoto ou heterozigoto para a1 ou az, visto que duas copias do gene da alfa

globina séo idénticas e permanecem funcionais.

GENOTIPO

al | |2 all |2 al i-_ni‘ [t

FENOTIPO Normal Portador Traco fraco Doenga Hidropsia Fetal
traco talassémico a-talassemia o-talassemia hemoglobina H

Figura 7. Classificacdo genotipica e fenotipica de alfa talassemias. (Adaptado de Rosenberg,
Rosenberg, 2012).

A delecéo de 3 alelos funcionais € caracterizada como Doenca de Hemoglobina
H (HbH). A reducao da sintese de cadeias alfa leva a formacgao de agregados de -
globina que se encontram em excesso, formando tetrameros de cadeia [ nao
funcionais, denominados HbH (B4). O excesso de tetrameros provoca danos aos
precursores eritroides em maturacdo, resultando em eritropoiese ineficiente e
hemolise. Nesse caso, € possivel observar um quadro de anemia microcitica crénica
e hemdlise, que pode se manifestar com sintomas de fadiga, hepatoesplenomegalia
e calculos biliares pigmentados.

A forma mais grave de a-talassemia € letal, em que os quatro alelos sdo
deletados. Nessa condigdo, ndo ha expressao dos genes a, ao passo que ha a
producdo de hemoglobina anormal composta por quatro cadeias gama, designada
como Hb Bart’s (y4). A Hb Bart’s é incompativel com a vida extrauterina porque as
cadeias gama possuem afinidade muito grande pelo oxigénio e, por este fato o
fornecimento de oxigénio nos tecidos € consideravelmente afetado. Os fetos sofrem
uma condi¢do conhecida como hidropsia fetal, por acumulos de liquido pelo corpo,
causando ascite, derrames pleural e pericardico, e edema do couro cabeludo. Na
grande maioria doscasos, essa condi¢géo resulta em um aborto espontaneo. O fendétipo
da Doenca de Hb H, caracterizado como (--/-a), é formado pela heterozigose
composta das delegbes a+ e a0. Portanto, casais que sejam ambos portadores
heterozigotos do traco alfa-talassémico podem originar um feto com a hidropsia fetal
(--/--) (Rosenberg, Rosenberg, 2012; Farashi, Harteveld, 2018; Kaufman et al., 2021).

A a-talassemia € predominantemente encontrada em areas tropicais e

subtropicais, assim como o trago falciforme e o tragco [(B-talassémico, sendo que a
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frequéncia do portador silencioso do traco é de 80-90% da populacdo mundial (Piel,
2014).

A sintese reduzida de cadeia alfa configura a talassemia a+, originada por uma
delecdo parcial de um dos genes a (a1 ou a2), e entre as formas mais frequentes
destacam-se as delecbes -03.7 e -a4.2. Cada um dos genes a esta localizado dentro
de uma regido homologa de 4 kb de comprimento, dividida em trés subsegmentos, X,
Y e Z, os quais sdo separados por trés segmentos curtos e ndo homdlogos,
denominados |, Il e Il (Lacerra et al., 2004). Durante o processo de meiose, um
pareamento incorreto dos cromossomos pode ser favorecido, devido ao alto grau de
homologia dessas regides, provocando uma recombinagao desigual dos genes a. A
delecdo -a3.7 é resultado de uma recombinacdo meiodtica desigual (crossing over)
entre as regides homologas do tipo Z, eliminando 3,7 Kb de DNA. Com isso, ha a
formagédo de um gene a hibrido (ai102) em uma das fitas do cromossomo, e trés genes
a na fita complementar (aaa anti3.7). De forma semelhante, a delegao -a4.2 também
€ ocasionada por um crossing over, porém entre regides homaologas do tipo X, levando
a remogéao de 4,2 Kb de DNA, com delegao total do gene a2, restando um gene a1 em
um cromossomo e 3 genes a no outro (aaa anti4.2). Ambos os cromossomos com
genes triplicados tendem a se perder nas divisdes celulares subsequentes (Farashi,
Harteveld, 2018; Higgs, 2013). A talassemia a0 é caracterizada por auséncia de
sintese de cadeias de alfa globina através da delecdo completa ou parcial de dois
genes alfa em cis, ou seja, no mesmo cromossomo (--/aa). Algumas dele¢cdes desse
tipo jA foram descritas em diferentes regides. As principais sao -- SEA (Sudeste
Asiético), -- MED (Mediterraneo), -- FIL (Filipinas), -- THAI (Tailandia) e -(a) 20.5. As

delecdes mais comuns da a+-talassemia e a0-talassemia sdo mostradas na Figura 8.
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Figura 8. Principais delegbes envolvidas na a-talassemia. Delegbes de um gene a associadas a a*-
talassemia (A) e dele¢cdes de dois genes a associadas a a°-talassemia (B). As barras indicam a
extensdo das dele¢cBes e as linhas finas representam regides de incerteza dos pontos de quebra
(Harteveld & Higgs, 2010).

1.8 Beta-talassemias
As [3 talassemias sao caracterizadas pela sintese reduzida ou ausente das

cadeias de [ globina, e por consequéncia, pela sintese aumentada de cadeias de a
globina, que se precipitam nos precursores das hemacias, sofrem maturacdo anormal
e sdo destruidos prematuramente na medula 6ssea, por dano mecanico e oxidativo
(Origa, 2017).

A frequéncia da beta talassemia € variavel entre diferentes regides, de <1% a
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16% (Colah, 2010) e ja foram descritas mais de 300 variantes distintas nos genes HBB
(Giardine et al, 2014). As bases moleculares da [ talassemia sdo bastante
heterogéneas, e as alteracbes vao desde variantes de ponto, pequenas
delecbes/insercdes, a grandes delegdes envolvendo todo o cluster de 3, afetando a
funcdo do gene em niveis de transcricdo, tradugcdo ou poés- traducdo (Shang, Xu,
2017).

As variantes podem levar a uma redugao acentuada (B+), reducao ligeira (p++)
ou auséncia (B0) da sintese de cadeias de 3 globina. A gravidade desses fendétipos
esta associada com a razao de desequilibrio das cadeias a: e com a a proporgéo de
cadeias a livres, em excesso (Origa, 2017).

O gendtipo B0 pode ser decorrente de defeitos a nivel de tradugao, por
variantes do tipo nonsense, quando h& insercdo prematura de um stop cédon,
resultando em um transcrito ndo funcional; ou por indels, quando ha mudangas no
guadro de leitura (frameshift) alterando a sequéncia de aminoacidos. O gendtipo B+
estd comumente associado a variantes que interferem no inicio da transcricéo,
traducao ou na estabilidade do produto apos a traducao (Thein, 2013).

Alguns recursos sédo utilizados pelo organismo para reduzir o niumero de
cadeias de a globina ndo ligadas nas células vermelhas, que incluem a heranga de
variantes leves/silenciosas da (3 talassemia, a co-heranca de alelos de a-talassemia e
o aumento da producdo da cadeia de y-globina (Origa, 2017). A co-heranga entre e
a talassemia é frequente em muitas populagdes, podendo ser simultaneamente
homozigotos ou heterozigotos para a+ ou heterozigotos para a0 talassemia. Estudos
de fendtipos de individuos com essas condi¢des constataram que essa co-heranca
pode amenizar a severidade de (3 talassemia (Weatherall, 2001).As trés classificacoes
de B talassemia sado definidas por seus achados clinico-laboratoriais e graus de
severidade. A beta-talassemia minor compreende ao estado heterozigoto, conferindo
a caracteristica de portador ou trago talassémico. O individuo herda um alelo B+ ou
B0 (B+/B ou BO/B) e é geralmente assintomatico, os niveis de hemograma sao normais
ou discretamente diminuidos, porém a microcitose e a hiprocromia costumam ocorrer,
em funcéo da reducgdo da sintese de HbA. Por muitas vezes a talassemia minor &
confundida com a anemia ferropriva, uma vez que ambos provocam valores de VCM
abaixo da referéncia. O déficit de hemoglobina € compensado pelo discreto aumento
de outras formas de hemoglobina, comumente HbA2 (>3,5%) (Sayani, Kwiatkowski,

2015; Needs et al., 2021). Se ambos os pais forem portadores, a chance da crianca
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ser homozigota € de 25% (Galanello, Origa, 2010).

A beta talassemia intermédia detém uma ampla gama de apresentacdes
clinicas, muito embora ndo seja grave a ponto de exigir transfusdes regulares (Needs
et al, 2021) e resultam de associa¢cOes de alelos distintos, seja entre eles ou com
alelos das hemoglobinas variantes. Os individuos podem ser homozigotos B+ (B+/f+)
ou heterozigotos (B+/B0), (Steinberg et al., 2009; Shang, Xu, 2017).

Clinicamente, a [ talassemia segue um padrao heterogéneo e a maioria
apresenta anemia moderadamente grave com 0s sintomas variando entre palidez,
anemia, ictericia, hepatoesplenomegalia, alteracdes esqueléticas moderadas ou
severas, entre outros (Cao & Galanello, 2010). Em casos mais severos, a crianca
precisa de avaliacgdo e monitoramento regular, para prevenir o atraso no
crescimento/desenvolvimento. Achados no exame fisico podem sugerir hiperplasia
eritroide e hematopoiese extramedular. No entanto, essa hematopoese reativa é

suficiente para compensar a anemia sem precisar de transfusdo (Matta et al., 2014).

Os duplos heterozigotos de HbE/B+ ou HbE/BO podem produzir o fenétipo da
talassemia intermediaria. Nesses casos, geralmente as criancas mantém-se
assintomaticas, e 0s sintomas mais graves podem surgir de acordo com o
envelhecimento. Em decorréncia da eritropoiese ineficiente, ha maior absorcéo de
ferro no sistema gastrointestinal, resultando em sobrecarga (Cao, Galanello, 2010).
Sendo assim, o tratamento com quelante de ferro é indicado para evitar algumas
complicagbes, como doencas cardiacas, hipertensdo pulmonar, cirrose hepatica,
diabetes, trombose, entre outras. A talassemia intermediéria, assim como a doenca
de HbH e HbE/B fazem parte de um grupo de doengas chamadas Talassemia Nao
Dependentes de Transfusdao (NTDT), e tem atraido bastante a atencdo da
comunidade cientifica (Vichinsky et al., 2016).

A forma mais severa de [3 talassemia é a talassemia major, conhecida como
Anemia de Cooler, cuja sobrevivéncia s6 € possivel através de transfusdes
sanguineas regulares (Steinberg et al., 2009). A apresentacdo clinica da doenca
ocorre entre 6 e 24 meses de idade, fase em que h& a transicdo da HbF para a
hemoglobina do adulto (HbA) (Galanello, Origa, 2010).

Os individuos sdo em grande parte homozigotos para 0 (30/0) e um pequeno
grupo é heterozigoto composto de B+ e B0 (B+/B0) (Shang, Xu, 2017). No caso da
auséncia de cadeias beta (B0), apenas a HbA2 e a HbF estdo presentes, e no caso
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da B+, ha a expressao de HbA, além de HbA2 e HbF, em decorréncia da pequena
quantidade de cadeia de B globina produzida (Rappaport et al., 2004). Os pacientes
apresentam niveis elevados de HbF (geralmente acima de 90%), e de HBAZ2
(geralmente acima de 5%). A microcitose € presente, cujos indices de VCM sé&o
extremamente baixos, e na auséncia de transfusdes os niveis de hemoglobina
também sdo essencialmente baixos (Brancaleoni et al., 2016).

Desde cedo, as criangas afetadas apresentam sintomas como anemia severa
hipocrédmica e microcitica, hemdlise, problemas de alimentacéo, episddios recorrentes
de febre, irritabilidade, déficit de crescimento e hepatoesplenomegalia, entre outros.
Os lactentes ndo tratados podem sofrer retardo no crescimento, ictericia, palidez,
hepatoesplenomegalia, além de desenvolver Ulceras nas pernas, massas
eritopoieticas extramedulares e deformidades esqueléticas dos ossos longos (Origa,
2017).

Sem tratamento os individuos morrem na primeira ou segunda década de vida
(Higgs, Engel, 2012; Sayani, Kwiatkowski, 2015). Com a regularidade da terapéutica
transfusional, os pacientes tornam-se dependentes do sucesso da terapia da quelagéo
de ferro, para evitar o desenvolvimento de complicacdos derivadas da sobrecarga de
ferro, como fibrose no figado, cardiomiopatia e disfun¢des enddcrinas (Cao, Galanello,
2010; Needs et al., 2021)A transfuséo e a terapia oral de quelacao de ferro trouxeram
melhora significativa da qualidade de vida dos pacientes com talassemia major, e 0
gue antes era considerado fatal na primeira infancia, agora representa uma doenca
crbnica com maior expectativa de vida (Origa, 2017; Langhi Jr et al., 2016).

Casos incomuns de grandes dele¢des ja foram descritos e envolvem uma parte
ou todo o agrupamento do gene HBB, como ocorre nas 6f-talassemias (Forget, Bunn,
2013). A dB-talassemia € uma condicdo associada a hemoglobinizacéo deficiente dos
eritrocitos, e resulta de delecbes de extensao variavel no cluster das B-globinas, que
engloba os genes da 3 e 6 globina. Com isso, ha um aumento da quantidade de HbF
em decorréncia do aumento da producdo de cadeias gama a fim de balancear, de
forma parcial, a sintese precaria das duas cadeias (Greer, 2013). Esse tipo de
talassemia contém certa significancia clinica quando aparece em homozigose,
apresentando quadro semelhante ao verificado na talassemia intermediaria, com
anemia leve. Os heterozigotos 6f-talassémicos apresentam caracteristicas clinicas
similares aos da talassemia menor, com leves alteracdes eritrocitarias, contendo

niveis normais de HbA2 e HbF entre 5 e 20% (Capellini et al., 2014; Mansoori et al.,
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2016). As sindromes da Persisténcia Hereditaria da Hemoglobina Fetal também
resultam de delecdes deste agrupamento génico ou de variantes pontuais nos
promotores do gene HBG (Weatherall, 2001).

1.9 Persisténcia Hereditaria da Hemoglobina Fetal
Em uma situacdo normal, as cadeias gama da Hb fetal sdo amplamente

substituidas pelas cadeias beta da Hb A, momento em que o individuo adquire o seu
padrdo hemoglobinico definitivo. Entretanto, fatores genéticos podem impedir essa
substituicdo, 0 que acarreta na sintese continua de HbF e ocasionando a sua
persisténcia na fase adulta (Manca, Masala, 2008).

Esse fenbmeno ocorre na PHHF (Persisténcia Hereditaria da Hemoglobina
Fetal), uma condicado clinicamente benigna originada por dele¢cdes no cluster do gene
da B-globina ou variantes de ponto no promotor dos genes HBG1 e HBG2 (11p15.5).
A transmissao da PHHF € co-dominante, e a homozigotia para a forma nao delecional,
até o momento, tem sido descrita em casos raros. (Sharma et al., 2020).A HbF
funciona como um modulador genético de gravidade das caracteristicas
hematoldgicas e clinicas de algumas hemoglobinopatias. Os genes da hemoglobina
fetal sdo regulados geneticamente, e o nivel de HbF e sua distribuicdo entre os
eritrécitos falciformes é altamente variavel. Por isso, alguns pacientes com doenca
falciforme possuem altos niveis de HbF em relacdo a outros, estando associada a
doenca geralmente mais branda, porém nao assintomatica (Akinsheye et al., 2011). A
HbF beneficia algumas complicacbes da doenca falciforme ao inibir a polimerizagao
de HbS, e também resulta em atenuacao da gravidade clinica em pacientes com B-
talassemia, devido ao aumento dos niveis de HbF (Mousinho-Ribeiro et al., 2008;
Rosenfeld et al., 2019; Sharma et al., 2020).

Para compensar a expressao deficiente ou ausente da hemoglobina adulta A,
a inducdo da expressao de HbF tem sido proposta como estratégia terapéutica. A
hidroxiureia (HU) é um antimetabdlito que interfere na sintese do DNA e esta bem
estabelecido no tratamento da doenca falciforme, por aumentar os niveis de HbF e
reduzir a necessidade de transfusdes, sendo indicada para pacientes que apresentam
crises de dor frequentes, sindrome toracica aguda ou anemia grave. Apesar de nao
ser aprovado ainda para uso nas B-talassemias, alguns estudos mostraram melhorias
nos niveis de hemoglobina em pacientes com talassemia intermediaria, tornando-se

independentes de transfusao (Zaidi, Heeney, 2018; Holstein, Hohl, 2021).
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1.10 Relevancia do diagndstico molecular como complemento da Triagem
Neonatal

Com base no reconhecimento de que as hemoglobinopatias sao
essencialmente prevalentes no Brasil, bem como uma das maiores causas de
morbimortalidade, em 2001, mediante a Portaria n°® 822/01 do Ministério da Saude, foi
criado o Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), incluindo no Sistema Unico
de Saude (SUS) a triagem para as hemoglobinopatias através do “Teste do Pezinho”.
Todos os estados brasileiros foram habilitados a realizar esse teste, e desde entdo o
PNTN vem passando por reformulacdes e ampliacdes com o objetivo de validar dados
de incidéncia de hemoglobinopatias em todo o Pais, principalmente da doenca e do
traco falciforme (Brasil, 2001).0 exame de triagem neonatal consiste na coleta de
gotas de sangue do calcanhar do recém-nascido, que pode ser apds 48 horas da
primeira alimentacéo ou até o quinto dia de vida (Brasil, 2015). Trata-se de um exame
de grande importancia para a rapida identificacdo de recém-nascidos suspeitos com
alteracdes hemoglobinicas, tracos, fatores de risco e de doenca no estagio inicial
(Rosenfeld et al, 2019). As regides que adotam a Triagem Neonatal, a exemplo do
Distrito Federal, fornecem medidas preventivas e intervencdes terapéuticas
profilaticas, que tém proporcionado melhor qualidade de vida e aumento da sobrevida
(Kato et al., 2018).

O Hospital da Crianca de Brasilia (HCB) é o Unico centro de referéncia para
atencdao a criancas diagnosticadas com doenca falciforme no Distrito Federal, as quais
sdo admitidas no Programa de Atencdo a Crianca com Doenca Falciforme e outras
Hemoglobinopatias a partir de trés semanas de vida. Quando diagnosticada, a crianca
passa a ser acompanhada de forma regular no HCB, e a familia recebe apoio,
orientacdes e técnicas de autocuidado.

O Programa contempla uma assisténcia especializada, baseada no
fornecimento de informacdes sobre a doenca e seu carater hereditario, introducéo das
primeiras medidas de profilaxia, esquema especial de vacinac¢ao, suplementacédo com
acido félico, aconselhamento genético, suporte social, hemoterapia, terapia quelante
de ferro e hidroxiureia, doppler transcraniano, protocolo para encaminhamento ao
programa de transplantes, integracdo com a rede basica e com a associacao de
usuarios (Brasil, 2015). Até o quinto ano de vida, periodo de maior ocorréncia de obitos
e complicagbes graves, os cuidados profilaticos sdo essenciais para o tratamento
(Brasil, 2013).
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De acordo com dados da Triagem Neonatal, a cada 1.200 nascimentos no
Distrito Federal, pelo menos um recém-nascido tem a anemia falciforme. Dados
obtidos de prontuarios do HCB demonstram que um total de 1.163 criancas ja
passaram por atendimento no ambulatério de hematologia, e atualmente 781
pacientes entre 0 e 20 anos diagnosticados com doenca falciforme, estdo cadastrados
no Programa e em tratamento ativo com atendimento regular, dos quais 87 fazem
parte do programa de transfusdo regular para prevenir o AVC (acidente vascular
cerebral), uma das graves complicagBes da doenca.As metodologias diagndsticas
convencionais preconizadas pelo PNTN no rastreio de hemoglobinopatias inclui a
eletroforese de hemoglobina, realizada por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) ou focalizacéo isoelétrica (IEF), a fim de se obter a quantificacdo das
diferentes hemoglobinas e identificar Hbs anormais (Barrett et al., 2017).

Porém, considerando a complexidade clinica e Dbiolégica das
hemoglobinopatias, muitos casos nao sao concluidos devido a limitacdes técnicas de
separacao das hemoglobinas, assim como as limitacdes fisioldgicas, haja vista que a
definigdo do perfil hemoglobinico “adulto” € obtido somente apds o sexto més de vida.
Além disso, devido a complexidade dessas doencas, é possivel que algumas
variantes heterozigoticas ndo sejam detectadas através de protocolos laboratoriais
standard, pois, embora sejam globalmente raras, podem ser comuns em
determinadas populacdes étnicas (Barrett et al., 2017). Certas hemoglobinas variantes
apresentam perfil eletroforético ou cromatografico semelhante a HbS, devido a
similaridade das caracteristicas fisico-quimicas, acarretando em sobreposi¢cées que
geram resultados falso-positivos para anemia falciforme e um diagnéstico errbneo da
hemoglobina variante herdada. A interacdo da HbS com talassemias alfa e beta, assim
como com deficiéncia de enzimas eritrocitarias, notadamente a G- 6PD, dificulta o
diagndstico laboratorial.

Ademais, a alta taxa de HbF presente nas amostras pode sobrepujar a
presenca de algumas variantes, erros podem ocorrer na interpretagdo de casos em
gue houve transfusdo sanguinea antes da coleta da amostra, detectando a HbA
transfundida; e tracos talassémicos sdo subdiagnosticados pela dificuldade de
deteccdo pelas técnicas bioquimicas atuais.

Sendo assim, o diagndstico precoce e definitivo de portadores ou doentes que
apresentam principalmente as formas mais graves das hemoglobinopatias,

demandam métodos complementares e confirmatdrios mais sensiveis, como 0s
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moleculares, sendo essencial para o tratamento adequado, eliminando falsos
positivos e todos os transtornos a ele associados. As complicacdes clinicas mais
temidas sdo as que apresentam risco de vida, como 0 sequestro esplénico e as
infeccdes por bactérias encapsuladas, que podem surgir no primeiro ano de vida
(Ryan et al., 2010).

S&o inumeras as hipoteses que sugerem uma avaliacdo pré-natal dos pais.
Uma mulher portadora do traco falciforme pode gestar uma crianga com doenca
falciforme se o pai também for portador do traco S, ou C, D, E, e vice- versa (Brasil,
2015). Na talassemia a0, por exemplo, um casal de heterozigotos tem 25% de
probabilidade de conceber filhos com hidropsia fetal. Além do feto afetado né&o
sobreviver, a mae corre risco de ter pré-eclampsia e outras complicacdes obstétricas.
O teste genético e o diagnostico pré-natal sdo primordiais para prevenir esse tipo de
condicdo e avaliar o risco de uma sindrome significativa na prole (Chui et al., 1998;
Sabath, 2017).

Alguns governos ja adotam politicas de prevencao pré-natal da alfa talassemia,
como o chinés, que realiza o Diagndstico Genético Pré- Implantacional (PGD), com o
objetivo de evitar condicbes adversas, como a interrupcao da gravidez (Xu et al.,
2009).

Os diagnésticos obscuros ou errbneos podem sobrecarregar o atendimento
especializado desnecessariamente ou levar a um tratamento indevido, muitas vezes
trazendo transtornos aos seus familiares. A alfa talassemia é a hemoglobinopatia de
maior dificuldade diagndstica devido a falhas na interpretacéo de exames laboratoriais
evidenciando assim a importancia de técnicas de selecao e de confirmacéo, aplicadas
em conjunto com a analise clinica e com os dados hematologicos (Cancado, 2006).
Para o diagndéstico é necessario a analise dos indices eritrocitarios a hematoscopia,
abrangendo a analise da morfologia eritrocitaria, a pesquisa de corpos de inclusao de
Hb H e a eletroforese de Hb em pH alcalino. Como segunda opg¢é&o, a dosagem de Hb
A2, a contagem de reticuldcitos e a avaliagdo do suprimento de ferro contribuem para
o diagnadstico de anemias de etiologia incerta (Belisario, 2012).

O individuo com suspeita de alfa talassemia apresenta microcitose sem causa
prévia definida e em alguns casos anemia persistente, e na auséncia de um
diagndstico confirmat6rio, acaba correndo o risco de ser tratado de forma inadequada

com reposicao de ferro, implicando em uma série de consequéncias, como o0 aumento
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do indice de saturacao de transferrina. Este, quando superior a 70%, leva a formacéao
de espécies livres de ferro, que geram espécies reativas de oxigénio, provocando
danos aos tecidos, disfuncéo de 6rgaos e até a morte (Fibach, Rachmilewitz, 2008).

Em relagéo as B-talassemias, o diagnéstico diferencial entre a intermediéria e
a major por caracterizagdo molecular do gene HBB é essencial, pois cada uma exige
uma abordagem terapéutica especifica. O diagnostico precoce da intermediaria
previne transfusbes sanguineas desnecessarias e complicacdes relacionadas a
transfusdo. J&4 o diagndstico precoce da talassemia major torna possivel o inicio
correto das transfusdes de sangue, diminuindo o risco de hiperesplenismo (Asadov et
al., 2018).

Centros de pesquisa e laboratérios diagndsticos de ponta buscam a
consolidacdo de um algoritmo diagnéstico que envolva técnicas classicas de avaliacdo
de migracdo eletroforética ou cromatografica das hemoglobinas em associacdo com
testes confirmatérios de biologia molecular, que seja efetivamente resolutivo e que
preze pela racionabilidade de recursos (Lee et al., 2019).

Embora seja uma condicdo de saude bastante frequente, poucos estudos
epidemioldgicos sobre as hemoglobinopatias foram realizados no Distrito Federal.
Estudo retrospectivo, que avaliou a prevaléncia do traco e da anemia falciforme no
periodo de 2004 a 2006 no servico publico de triagem neonatal do DF, apontou
coeficiente de prevaléncia de 3,23% para traco falciforme e 0,09% para anemia
falciforme para nascidos vivos no Distrito Federal. Assim, o DF seria a quarta unidade
da federacdo do Brasil com maior frequéncia de traco falciforme (Diniz et al., 2009).
Em 1986, Tavares-Neto e colaboradores avaliaram por métodos eletroforéticos 3.137
individuos adultos (>20 anos) nascidos e residentes no DF. Por conta de limitac6es
metodoldgicas da época, apenas algumas variantes foram documentadas (HbS, HbC,
indicativos de alfa-talassemia e as suas associacgoes).

Diante do exposto, em razdo da importancia clinica das hemoglobinopatias, da
dificuldade diagnéstica em recém-nascidos, e a luz dos recentes avancos cientificos,
este estudo tem por objetivo ampliar o espectro e a preciséo do diagndstico precoce
de hemoglobinopatias no Distrito Federal, por meio da implantacdo de um algoritmo
molecular utilizando técnicas resolutivas, prezando pelo melhor custo-beneficio,
passiveis de serem mantidas no SUS, permitindo assim a intervencao terapéutica em
antecipacao ao aparecimento de sinais clinicos e, subsidiando o melhor controle dos

sintomas.
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Pela escassez de estudos epidemioldgicos mais abrangentes e detalhamento
genotipico no Distrito Federal, e por apresentar uma das populacdes de maior
heterogeneidade genética do Brasil, o presente estudo propde, de maneira inédita,
verificar a frequéncia e o0s aspectos epidemiologicos de pacientes afetados por
disturbios hemoglobinicos, bem como caracterizar os elementos funcionais e
estruturais de hemoglobinas variantes raras e, eventualmente, novas que surjam ao

longo do desenvolvimento do projeto.

2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral
Desenvolver e implantar algoritmo de diagndstico molecular para deteccao de

doenca falciforme e outras hemoglobinopatias em criancas e adolescentes atendidos
no servico de saude publica do Distrito Federal, e estabelecer, com base nos perfis

genotipicos, a frequéncia dessas doencas na populacdo em questao.

2.2 Objetivos Especificos
e Propor um algoritmo integrado baseado em dados de triagem neonatal,

avaliacdo hematimétrica e caracterizacdo molecular para o diagnéstico de
hemoglobinopatias quantitativas e qualitativas;

e Realizar estudo epidemiolégico e clinico dos pacientes diagnosticados com
hemoglobinopatias no Distrito Federal;

e Caracterizar as hemoglobinas variantes identificadas na populacdo estudada,

com énfase nas formas raras ou nao descritas na literatura.

3 Materiais e métodos

3.1 Tipo de estudo e casuistica
Este projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

da Fundacédo de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Saude (FEPECS) e do Hospital
da Crianca de Brasilia, aprovado sob o registro CAAE (Certificado de Apresentacéo
para Apreciacdo Etica) n° 56879716.0.0000.5553.

Habitualmente o Teste do Pezinho é realizado pelo Laboratério de Triagem
Neonatal da Secretaria de Estado de Saude do Distrito Federal, situado no Hospital

de Apoio de Brasilia (HAB). Todos os recém-nascidos da rede publica, em média 3800
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por més, sdo submetidos a triagem por metodologia convencional de eletroforese de
hemoglobinas. De acordo com a hipdtese diagndstica estabelecida a partir da
alteracao descrita, e em conjunto com dados clinicos e laboratoriais, 0s pacientes sédo
direcionados ao ambulatério de hematologia do Hospital da Crianca de Brasilia José
Alencar (HCB) para consulta, instrucdo e acompanhamento, que por sua vez, sao
encaminhados ao Laboratdrio de Pesquisa Translacional do HCB para investigacao
molecular, a fim de se caracterizar os elementos funcionais e estruturais de
hemoglobinas.

Trata-se de um estudo descritivo e analitico, com delineamento transversal em
uma coorte de pacientes pediatricos triados para hemoglobinopatias no ambulatoério
de Hematologia entre janeiro de 2017 e dezembro de 2025. Os dados clinicos e
laboratoriais foram obtidos por meio da revisdo de prontuérios e dos hemogramas e
outros exames registrados pelo Laboratorio de Andlises Clinicas.

Foram incluidos no estudo individuos com idade entre O e 19 anos com
alteracdes hematimétricas qualitativas ou quantitativas no Teste do Pezinho. Tanto os
recém-nascidos que se mantiveram alterados apds a repeticdo dos exames com seis
meses de vida, como as criancas e adolescentes com alteracdes hematolégicas
persistentes foram incluidas para desfecho diagnostico.

Vale salientar que o estudo teve como maior objetivo realizar o diagndstico,
pelo algoritmo molecular, das alteragbes mais complexas de casos com suspeita
clinica de hemoglobinopatias, que ndo tenham sido detectadas pelas metodologias
convencionais de triagem. Porém, as alteracdes mais facilmente identificadas pelo
Teste do Pezinho, como o traco falciforme e variantes bem descritas (C, D, E), foram
incluidas no estudo epidemiolégico global.

Entre as alterac6es com relevancia clinica ou epidemiolédgica detectadas em
recém-nascidos ou criangas destacam-se FVarA, FVar, FSVar, FCVar, FS, FC, FSC,
FVvarlVar2, FF ndo prematuro, FAVar, AVar, FSA (com razao HbS/HbA >1,2 e <2 ,0),
FCA (com razdo HbC/HbA >1,2 e <2 ,0) e Hb Bart’s.

Em relagdo aos parédmetros laboratoriais, foram incluidos individuos que
apresentavam indices de hemoglobina (Hb, g/dL), volume corpuscular médio (VCM,
fL), hemoglobina corpuscular média (HCM, pg), amplitude de distribuicdo eritrocitaria
(RDW, %), reticuldcitos (%) e ferritina sérica (ng/mL) fora da normalidade, de acordo
com os valores de referéncia especificos para cada faixa etaria, segundo o Programa
Nacional de Controle de Qualidade (PNCQ) (Bain et al, 2017) determinados em
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hemocitometro Sysmex XN-550/1000 (Roche cobas®). A deficiéncia de ferro foi

estipulada pela ferritina < 30 ng/mL para todos os pacientes, independente da faixa
etaria (Ministério da Saude, 2023).
Os perfis de hemoglobina foram avaliados por HPLC ou eletroforese capilar,

incluindo a quantificacdo de HbF, HbA e HbA,; a identificacdo de variantes de

hemoglobina (picos atipicos) e a detec¢do de HbH ou Hb Bart’'s quando presentes,

segundo valores normais referenciados por Ivaldi et al (2007). Para a analise

molecular, o DNA gendmico foi extraido de amostras de sangue periférico usando o

kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega), seguindo as instru¢des do fabricante.

Os valores de referéncia estimados para cada parametro estdo descritos nas tabelas

1 e 2 abaixo.

Tabela 1. Valores de referéncia de indices hematimétricos para as diferentes faixas etarias (PNCQ,
Bain et al, 2017; Ministério da Saude, 2023).

Valores de referéncia para indices hematimétricos

Idade (faixa etaria) Hb (g/dL)

Recém-nascido 14-22

1-2 meses 11,5-16,5
2-3 meses 9,4-13,0
3-6 meses 11,1-14,1
6 meses-1 ano 11,1-14,1
1-2 anos 11,1-14,1
2-6 anos 11,1-14,1
6-12 anos 11,0-14,0

>12 anos

13-17 (homem)

VCM (fL)

100-120
92-116
88-103

68-84
72-84
72-84
75-87
77-95

83-101

12-15 (mulher)

HCM (pg) Ferritina

31-37
30-36
27-33
24-30
24-30
25-29
24-30
25-33

27-32

>30
>30
>30
>30
>30
>30
>30
>30

>30

Reticulocito
s relativo (%)

2,0-5,0
2,0-5,0
2,0-5,0
0,5-2,5
0,5-2,5
0,5-2,5
0,5-2,5
0,5-2,5

0,5-2,5

RDW
(%)

11,0-
16,0

Tabela 2. Valores de referéncia de hemoglobinas para as diferentes faixas etérias (Ivaldi et al, 2007).

Valores de referéncia para hemoglobinas

Idade (faixa etaria)

Recém-nascido
3-5 meses

5-8 meses
8-12 meses
1-2 anos

> 2 anos

HbA (%)

15-40
65-90
83-95
89-96
94-97
95-98

HbA, (%)

0-1
13-21
1,6-2,6
1,8-2,9
1,9-3,0
2,0-35

HbF (%)

58-84

9,0-40
3,0-15
1,0-10
0,5-3,0
0,1-1,2
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Tanto a inclusdo dos sujeitos elegiveis na pesquisa quanto a coleta de amostra
foram voluntarias, realizadas mediante o consentimento livre e esclarecido dos pais
ou responsaveis legais e/ou assentimento das criancas e adolescentes, e todas as
etapas do estudo foram conduzidas em conformidade com as normas e diretrizes
éticas vigentes. Amostras dos familiares foram solicitadas em alguns casos para
confirmacédo diagndstica e para auxiliar na caracterizacao de variantes raras e pouco

descritas na literatura.

3.2 Critérios de excluséao

Foram excluidos do estudo pacientes submetidos a transfusdo sanguinea
recente (até trés meses antes da coleta), em uso de terapias capazes de interferir nos
niveis de hemoglobina, os casos com doenca inflamatéria crénica ativa conhecida e
0s pacientes com diagndstico de anemia ferropriva ou anemia microcitica sem causa

genética aparente.

3.3 Coleta de material bioldgico e extracdo de DNA genémico
Foram coletadas amostras de sangue periférico em tubo com anticoagulante

EDTA dos pacientes alterados. Para a investigacdo molecular, o DNA gendémico de
leucdcitos do sangue periférico foi extraido pelo método de purificacédo por acetato de
amonio e precipitacdo alcodlica (protocolo in house), baseado no kit Wizard® Genomic

DNA Purification (Promega).

3.4 Padronizacdo dos métodos moleculares e constru¢cdo do algoritmo-
diagndstico

Inicialmente os testes moleculares foram padronizados e validados em
amostras controles com genotipo ja conhecido, gentilmente cedidas pela Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — UNESP/Sao José do Rio Preto. Apds a
validagdo, todos o0s pacientes que cumpriram o0s critérios de inclusdo foram
submetidos a técnicas moleculares para genotipagem das hemoglobinas anormais,

as quais serao listadas a seguir:

3.5 GAP-PCR para Alfa-Talassemia e Persisténcia Hereditaria da Hemoglobina
Fetal (PHHF)

O GAP-PCR foi 0 método de escolha para detectar grandes dele¢bes, que sao

responsaveis por causar ~90% das alfa-talassemias, e baseia-se na amplificacdo ao

30



longo de um dos pontos de interrupcdo, em que um primer € complementar a
sequéncia excluida e outro € complementar ao DNA. Uma das vantagens da utilizacao
desse método é a possibilidade em utilizar multiplos primers para alvos diferentes em
uma Unica reacdo. Nesse caso a PCR convencional seria inviavel por conta da
limitagdo em relagdo ao tamanho do alvo a ser amplificado, devido a distancia entre
os primers que flanqueiam a delecdo. A escolha da posicdo de anelamento dos
primers de GAP-PCR ¢ estratégica para permitir amplificar longos fragmentos.

Foi utilizado um ensaio multiplex para detecgédo das 7 delecbes mais comuns
em alfa talassemia (-03.7, -a4.2, -- SEA, --THAI, -(a)20.5, --MED e --FIL), de acordo
com o protocolo adaptado de Tan et al (2001), cujos primers foram: a2/3.7-F e
3.7/20.5-R, 02/3.7-F e a2-R, 4.2-F/4.2-R, SEA-F/SEA-R, THAI-F/THAI-R, 20.5-F e
3.7/20.5-R, MED-F/MED-R e FIL-F/FIL-R. Como controle de funcionamento da
reagao, foram utilizados os primers para amplificagdo do gene LIS (LIS1- F/LIS1-R).

O PCR multiplex foi conduzido utilizando-se o kit Multiplex PCR Plus Kit
(Qiagen), contendo H20 ultrapura, concentracdes finais de 1X de Master Mix, 1X de
Q-solution, 750 ng de DNA, e 16 primers em varias concentracdes (tabela 3, anexos),
totalizando um volume final de 15 uL. As condi¢des de ciclagem se basearam em 1
ciclo de desnaturacdo inicial a 96°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de
desnaturacdo a 98°C por 45 segundos, anelamento a 62°C por 90 segundos e
extensdo a 72°C por 135 segundos. A extenséao final foi a 72°C por 5 minutos. Os
produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 0,8% para
visualizacdo do tamanho do produto amplificado.

Outra aplicacdo do GAP-PCR foi para a analise de Persisténcia Hereditaria da
Hemoglobina Fetal (PHHF) tipos 1 e 2, caracterizadas pela delecdo dos genes 6 e B
no cluster de B-globina. As reacdes foram realizadas com base no protocolo adaptado
de Craig et al., (1994).

A PCR foi conduzida utilizando-se o kit Multiplex PCR Plus Kit (Qiagen),
contendo H20 ultrapura, concentracdes finais de 1X de Master Mix, 1X de Q- solution,
0,2 UM de cada primer e 750 ng de DNA, resultando em um volume final de 15 uL. Os
primers para PHHF1 consistiram em Al, A2 e A3, e para detecgdo da PHHF2 foram
utilizados os primers B1, B2 e B3.

A variante PHHF-1 é originada por uma dele¢éo de 106 kb, e a variante PHHF-
2 é originada por uma delecdo de 105 kb. A presenca da delecdo leva a uma
aproximacdo dos sitios dos primers e a amplificacdo de uma banda especifica da
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delecdo. Um terceiro primer, pensado para funcionar em condi¢cdes semelhantes aos
primers especificos da delecéo, foi sintetizado de forma complementar a sequéncia
removida pela delecdo em questao, levando a amplificacdo de uma banda de controle
normal. Consequentemente, nos casos heterozigotos para a delecdo, duas bandas
sdo amplificadas, sendo uma relativa & amplificagdo de controle normal e outra relativa
a delecao. Os casos homozigotos sao facilmente distinguiveis dos heterozigotos, pois
apresentam um anico fragmento, especifico da delecdo. Os individuos considerados
como “wildtype (WT)” ndo apresentam a delegédo, e apenas a banda de controle
normal & amplificada (Craig et al., 1994).

A ciclagem consistiu em desnaturacéo inicial a 96°C por 5 minutos, seguido por
30 ciclos de desnaturacdo a 98°C por 1 minuto, anelamento a 54°C por 1 minuto e
extensdo a 72°C por 90 segundos. A extenséo final foi a 72°C por 10 minutos. A
temperatura de anelamento do primer para deteccéo de PHHF tipo 2 foi de 55°C. Os
produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% para

visualizacdo do tamanho do produto amplificado.

3.6 MLPA
O MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) € um método

semiquantitativo de alta sensibilidade baseado em PCR multiplex, capaz de detectar
0 numero relativo de copias de até 60 alvos diferentes em uma Unica reacdo. Através
do MLPA é possivel detectar duplicacbes, dele¢cbes, além de padrdes aberrantes de
metilacdo. Uma amostra de DNA gen6mico € hibridizada com um conjunto de sondas,
e cada sonda consiste em uma sequéncia da regido alvo e um par de primers
universal, que permitem a amplificacdo simultanea de todas as regides de interesse.
Os fragmentos gerados pela PCR séo separados e analisados em equipamento de
eletroforese capilar para quantificacéao relativa do numero de copias em comparacéo
ao de DNAs de individuos saudaveis (MRC-Holland).

O MLPA foi utilizado no diagnéstico das alfa-talassemias delecionais mais
comuns em casos inconclusivos no GAP-PCR, através do kit comercial SALSA MLPA
P140 HBA. Para avaliar a Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal (PHHF),
guando néo identificada no GAP-PCR, e o cluster de genes da beta-globina foi
utilizado o kit SALSA MLPA P102 HBB, de acordo com as instru¢cbes do fabricante
(MRC-Holland).

O protocolo utilizado para validacdo desta técnica envolve 5 etapas. A inicial
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consiste em desnaturacdo da amostra de DNA (usamos concentracédo entre 50-250
ng), seguida de reconhecimento das sondas pela sequéncia DNA-especifica e inicio
do processo de hibridizacéo, que pode durar de 16 a 20 horas. Em seguida as sondas
séo ligadas pela enzima ligase, formando um Unico fragmento. Durante a reacdo de
PCR subsequente, todas as sondas ligadas sdo amplificadas simultaneamente,
resultando em um conjunto de amplicons de PCR exclusivos. Os produtos
amplificados geraram fragmentos de diferentes tamanhos, que foram separados por
eletroforese capilar em analisador genético ABI 3500 (Applied Biosystems) e o0s
resultados da deteccdo foram processados utilizando o Software MRC-Coffalyser
(Coffalyser.Net™) (MRC-Holland). Em cada experimento de MLPA foram utilizadas
trés amostras de DNA de individuos sem as delecdes, que serviram de controle para

andlise no software.

3.7 Sequenciamento genético
Para deteccédo das variantes pontuais (10% dos casos) e variantes raras de alfa

globina, bem como variantes de beta e alteracdes tipicas de talassemia, foi realizado
0 sequenciamento dos genes HBA1, HBA2 e HBB em sequenciador automatico de
DNA ABI 3500 (Applied Biosystems).

O sequenciamento para alfa talassemia foi realizado segundo Kattamis et al
(1996), com algumas adaptac¢des no protocolo, utilizando C1/C9c (forward/reverse)
como primers para amplificacdo do gene HBAl1 e C1/C3 (forward/reverse) para
amplificagdo do gene HBA2. A reagdo de PCR foi conduzida utilizando-se o kit
Multiplex PCR Plus Kit (Qiagen), de acordo com instru¢des do fabricante.

As condicdes de ciclagem consistiram em 1 ciclo de desnaturacao inicial a 95°C
por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturagcdo a 95°C por 45 segundos,
anelamento a 60°C por 2 minutos e extensdo a 72°C por 2 minutos. A extenséo final
foi a 72°C por 10 minutos. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 1,5% para visualizagédo do tamanho do produto amplificado.

O sequenciamento para beta talassemia foi realizado seguindo o protocolo de
Chan et al (2010), de forma adaptada. A amplificacdo do DNA foi realizada por meio
do kit Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen) e o sequenciamento do gene
completo foi realizado em duas etapas (PCR | e PCR Il), cada uma com volume total
de 15 uL. Com excegdo dos primers utilizados em cada reagdo, ambas foram

realizadas contendo as mesmas concentracées de reagentes, sendo H20 ultrapura,
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concentracoes finais de 1X de tampéao de PCR, 1,5 mM de MgClz, 0,2 mM de dNTPs,
0,75 U de Taq polimerase, 0,2 uM de cada primer e 30 ng de DNA, totalizando um
volume final de 15 uL. Os primers A/B (forward/reverse) foram utilizados na PCR | e
os primers C/D (forward/reverse) foram utilizados na PCR II.

As condic¢des consistiram em 1 ciclo de desnaturacdo a 95°C por 3 minutos
seguido por 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 58,5°C
por 1 minuto e extensédo a 72°C por 2 minutos. A extenséo final foi a 72°C por 10
minutos. Os primers usados na reacédo de sequenciamento foram A e E (forward e
reverse) paraa PCR I; e C e F (forward e reverse) para a PCR Il, a uma concentracao
final de 0,32uM cada.

Para todos os sequenciamentos de DNA realizados, os amplicons foram
purificados com ExoSAP-IT PCR Product Clean-Up Reagent (Applied Biosystems™,
by ThermoFisher Scientific). Do produto purificado, 3 uL foram utilizados para reagao
de sequenciamento com o kit BigDye Terminator v3.1 (ThermoFisher Scientific),
totalizando uma reacéo de 10 uL.

As reacbes foram precipitadas com etanol/EDTA e sequenciadas em
analisador genético ABI 3500 (Applied Biosystems). As sequéncias foram analisadas
em software CLC Main Workbench verséo 6.8 (CLC, QIAGEN Company).

3.8 Analise dos dados
A andlise dos dados foi realizada de forma descritiva, baseada na frequéncia

de alteragbes genético-moleculares de hemoglobinopatias e caracterizacdo de
hemoglobinas variantes, encontradas em recém-nascidos, criancas e adolescentes
com até 19 anos de idade, encaminhados ao ambulatério de hematologia do HCB
para consulta e avaliacdo molecular. Foram avaliadas variaveis demogréficas,
incluindo idade (estratificada por categorias intervalares) e sexo. As informacdes
clinicas e laboratoriais foram obtidas por meio de prontuéario eletronico. Os dados
foram tabulados e submetidos a andlise estatistica, sendo as variaveis categoricas
descritas por meio de frequéncias absolutas (n) e relativas (%). As variaveis
qguantitativas continuas foram descritas como média, desvio padrdo, minimo e
maximo, ou como mediana, conforme a distribuicdo dos dados. No que se refere aos
dados laboratoriais, 0os pacientes foram caracterizados com base nos parametros
hematimétricos mais frequentemente comprometidos nos doentes, entre eles Hb,

VCM, HCM, RDW, reticuldcitos e ferritina sérica; e quanto ao perfil hemoglobinico
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obtido por metodologias convencionais de triagem, que inclui a quantificacdo de HbA1,
HbA2, HbF e Hb anémala.

3.9. Caracterizacdo hematoldgica e molecular das alfa-talassemias
As alfa-talassemias foram encontradas em grande numero neste estudo,

sobretudo as silenciosas, por isso, de modo particular, esse subgrupo merece atengéo
devido a grande distribuicdo no Brasil, como resultado de migracéo histdrica e intensa
miscigenacdo populacional, além de ser subestimada por falta de triagem genética
sistematica. Sendo assim, as alfa-talassemias foram caracterizadas quanto a
coheranca com variantes estruturais recorrentes de beta-globina e quanto as relacdes
entre variaveis laboratoriais, demograficas e o status de ferro por meio da ferritina.
Foram investigados aspectos relacionados a caracterizacdo molecular e hematologica
da o-talassemia em wuma coorte pediatrica brasileira, fundamentando e
complementando as andlises apresentadas nesta dissertacao.

Os genotipos obtidos foram agrupados e detalhados quanto a variante/delecéo,
zigozidade e combinac&do com outras variantes. Os participantes foram estratificados
em quatro grupos de acordo com o gendtipo da a-talassemia e a co-heranca com
variantes estruturais da hemoglobina. O Grupo A compreendia portadores silenciosos
com delecdo de um unico gene da a-globina (-a/aa). O Grupo B incluia individuos
com traco de a-talassemia, caracterizado pela dele¢cao de dois genes da a-globina
(-a/—a ou ——/aa). O Grupo C abrangia individuos com a-talassemia (portadores
silenciosos ou com traco) associada a variantes estruturais da a- ou B-globina, e foi
subdividido da seguinte forma: C1, portadores silenciosos que co-herdam
hemoglobina S heterozigotica (traco HbS); C2, portadores silenciosos com dupla
heterozigosidade para HbS/HbC; e C3, portadores do trago de a-talassemia que co-
herdam hemoglobina S homozigética (HbSS). O grupo D incluia individuos com
variantes estruturais da [3-globina na auséncia de a-talassemia, subdivididos em D1
(HbS heterozigoto), D2 (HbS/HbC duplo heterozigoto) e D3 (HbS homozigoto; HbSS).
Para avaliar a associacdo entre o estado do ferro e as variaveis laboratoriais e
demograficas em diferentes gendtipos de a-talassemia, foram aplicados critérios
predefinidos. A deficiéncia de ferro foi definida como ferritina sérica <30 ng/mL para
todos os participantes, independentemente da idade. Anemia e microcitose foram
definidas como valores de hemoglobina (Hb, g/dL) e volume corpuscular médio (VCM,

fL) abaixo dos intervalos de referéncia especificos para a idade. A evidéncia de
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hemdlise ativa foi inferida a partir da contagem de reticuldcitos (%) acima do limite
superior da normalidade para a faixa etaria correspondente.

Para avaliar a associacdo entre o estado do ferro e as variaveis laboratoriais e
demogréaficas em diferentes gendtipos de a-talassemia, foram aplicados critérios
predefinidos. A deficiéncia de ferro foi definida como ferritina sérica <30 ng/mL para
todos os participantes, independentemente da idade. Anemia e microcitose foram
definidas como valores de hemoglobina (Hb, g/dL) e volume corpuscular médio (VCM,
fL) abaixo dos intervalos de referéncia especificos para a idade. A evidéncia de
hemdlise ativa foi inferida a partir da contagem de reticuldcitos (%) acima do limite
superior da normalidade para a faixa etaria correspondente.

Foram realizadas comparacdes pareadas independentes por meio do teste U
de Mann-Whitney entre portadores de alfa-talassemia isoladas, associadas a
variantes de beta globina e variantes de beta-globina isoladas. Os dados foram
tabulados e submetidos a analise estatistica, com as variaveis categoricas descritas
utilizando frequéncias absolutas (n) e relativas (%). As variaveis quantitativas
continuas foram expressas como média e desvio padrdo, ou mediana e intervalo
interquartil, dependendo da distribuicdo dos dados. A aderéncia & normalidade de
todas as variaveis continuas foi previamente avaliada utilizando testes de normalidade
(como o teste de Shapiro-Wilk ou o teste de Kolmogorov-Smirnov) para determinar a
adequacao de testes paramétricos ou ndo paramétricos. Para a avaliacdo comparativa
dos indices hematimétricos e fracbes de hemoglobina entre diferentes gendétipos
(Grupos A, B, C e D), foram escolhidos testes ndo paramétricos, dada a distribui¢éo
assimétrica e o tamanho reduzido da amostra em subgrupos especificos de co-
heranca. Comparacfes independentes aos pares — como a avaliacdo entre
portadores de alfa-talassemia silenciosa (Grupo A) e traco de alfa-talassemia (Grupo
B), bem como intera¢cdes com variantes de beta-globina (Grupos C e D) — foram
conduzidas utilizando o teste U de Mann-Whitney. Adicionalmente, para investigar a
modulacdo dos parametros eritrocitarios pelo perfil de ferro, foi realizada uma
estratificacdo interna de cada grupo de acordo com o estado do ferro (ferritina reduzida
< 30 ng/mL versus ferritina normal = 30 ng/mL). As diferengas intragrupo resultantes
foram analisadas utilizando o teste U de Mann-Whitney ou o teste t de Student (ou o
teste t de Welch para variancias desiguais), sob a suposi¢do de normalidade. Todas
as analises estatisticas e construcdes graficas foram realizadas no software R. O nivel

de significancia estatistica adotado para rejeitar a hipotese nula foi definido em p <
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0,05.

4 Resultados e Discusséao

4.1 Construcao do algoritmo-diagndstico
Para a construcdo do algoritmo diagndstico, inicialmente selecionamos um

conjunto de técnicas moleculares ja bem estabelecidas, priorizando critérios de
custo-efetividade e acessibilidade. As metodologias foram testadas visando maior
resolutividade nos casos complexos e, ao mesmo tempo, viabilidade de manutencao
e implementagéo sustentavel no SUS.

Os individuos com alterac6es na eletroforese de hemoglobina, combinadamente
ou ndo com alteracdes hematimétricas e manifestacdes clinicas, foram avaliados
caso a caso para o delineamento experimental e a escolha do melhor método a ser
utilizado, considerando a hipotese diagndéstica. A caracterizacdo das hemoglobinas
variantes de alfa e beta, sobretudo as mais frequentes na populacédo brasileira (S,
C, D-Los Angeles, Hasharon e G-Philadelphia) foi realizada por PCR seguida por
sequenciamento direto pelo método Sanger. As principais dele¢des causadoras da

alfa-talassemia foram inicialmente identificadas pela técnica de MLPA. Por esse
método, é possivel detectar as delecdes de 3,7kb (-a3-7), 4,2 kb (-a4-2), Sudoeste

Asiatico (--SEA), (--F”-), (--THA|), (--MED), -(a)20-5, entre outras, em uma reacao de
tubo Unico. Essa metodologia se mostrou muito Gtil na deteccdo de delecdes e/ou
duplicacbes causadoras da alfa talassemia em 90% dos casos. Trata-se de uma
técnica altamente resolutiva, completa e precisa, capaz de detalhar com grande
exatiddo a extensdo das delecdes identificadas. No entanto, apresenta custo mais
elevado por teste, é trabalhosa e exige profissional experiente tanto na execu¢do em
bancada quanto na anélise dos dados. Diante disso, o GAP-PCR foi o método
pensado para diminuir o custo. ApOs demorada padronizacdo e validacdo das
reacdes, essa técnica foi incluida no algoritmo como forma de rastreio inicial das 7
delecdes mais recorrentes em alfa talassemia. A maioria dos casos de alfa-talassemia
foram elucidados, principalmente os portadores silenciosos com a delecéo de 3,7kb (-
a3-7), a mais prevalente no Brasil (de Souza et al., 2015). A partir dai, somente os
casos inconclusivos foram submetidos ao MLPA. Nos casos negativos para as
principais delecdes, o0 sequenciamento génico da alfa globina pelo método Sanger foi

realizado para deteccdo das variantes pontuais ou ndo delecionais (10% dos casos)
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(Kattamis et al, 1996).

A pesquisa das variantes de beta-talassemia mais frequentes na populacéo foi
realizada através do sequenciamento dos éxons, regido promotora e juncdes
éxon/intron do gene HBB (Chan et al, 2010). Para 0s casos com suspeita de
persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal, os métodos utilizados foram o GAP-
PCR, conforme protocolo adaptado de Craig et al., (1994), ou, para 0S casos
negativos, o MLPA do cluster beta (MRC-Holand). Diante de alguns casos
inconclusivos, mas com clinica clara, foi incluido ao rol de testes moleculares o kit de
MLPA para o cluster génico da beta globina e o sequenciamento de delta globina
(Sahli et al., 2012). O kit SALSA MLPA Probemix P102 HBB (MRC-Holland) foi
incorporado com o intuito de diagnosticar beta talassemias raras, persisténcia
hereditaria da hemoglobina fetal, talassemia delta-beta, entre outras variacdes no
namero de cépias (CNV) no cluster génico da beta globina. O sequenciamento de
delta globina € necesséario para o diagndéstico de variantes e alteracfes na expressao
da hemoglobina A2. O sequenciamento de alfa globina (HBA) pelo método Sanger foi
inserido no algoritmo- diagnéstico para possivel deteccdo de variantes néo
delecionais, principalmente os SNVs, nos casos suspeitos de alfa talassemia com
clinica, caso ndo tenham sido detectadas pelo MLPA. A deteccdo de variantes nos
genes da beta globina (HBB), delta (HBD) e gama (HBG) também foi realizada por
sequenciamento génico.

Diversos estudos tém sido desenvolvidos incluindo estratégias otimizadas e
estruturadas em forma de algoritmos para o rastreamento de portadores e diagnostico
pré-natal de hemoglobinopatias. Nesse contexto, Munkongdee et al. (2020) enfatizam
o papel central dos métodos laboratoriais combinados, incluindo HPLC e testes
moleculares, na construcdo de fluxos diagnésticos mais eficientes e adaptaveis a
diferentes contextos clinicos. Adicionalmente, Motiani et al., (2025) reforcam que a
utilizag&o de algoritmos diagnésticos baseados em parametros hematol6gicos iniciais
permite uma triagem mais direcionada, reduzindo a necessidade de testes complexos
em todos os pacientes.

De maneira semelhante, recente estudo destaca a importancia de métodos
diagndsticos sensiveis para identificacdo precoce de portadores e prevencdo de
formas graves da doenca, e apresenta um algoritmo diagndstico que inclui a
importancia da anamnese, especialmente a origem étnica de regides com alta

prevaléncia da doenca, histérico familiar de anemia cronica ou transfusdes, e
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antecedentes pessoais de anemia com suplementagcdo de ferro (Mensah, Sheth,
2021). Entretanto, o estudo restringiu-se a avaliagao das a- e B-talassemias, embora
pudesse abranger outras hemoglobinopatias, considerando a ampla diversidade
existente.

No Brasil, o Ministério da Saude disponibiliza diretrizes para o diagndstico
laboratorial das hemoglobinopatias, abrangendo métodos citoldgicos, bioquimicos,
eletroforéticos e cromatograficos; entretanto, tais recomendacdes ndo contemplam a
utilizacdo de técnicas de biologia molecular como método confirmatorio (Ministério da
Saude, 2024).

Diante disso, reforca-se a importancia de fluxogramas diagndsticos integrados
gue tornam a abordagem mais precisa, padronizada e custo-efetiva.

A Figura 9 apresenta o algoritmo proposto neste estudo para o diagnostico de
hemoglobinopatias, com incorporacao progressiva de técnicas de biologia molecular,
em integracdo com informacgdes clinicas e laboratoriais. Essa abordagem mostra-se
potencialmente aplicavel no contexto do SUS. A investigacdo deve iniciar a partir dos
dados clinicos, testes de triagem neonatal por eletroforese de hemoglobina, anélises
hematolégicas dos parametros hematimétricos obtidos em esgrefaco sanguineo ou
hemograma, além de ferritina e reticulécitos. Por fim, € realizada a confirmacgéo
molecular através de metodologias pensadas com base na hip6tese diagnostica. De
modo geral, o fluxograma evidencia uma abordagem racional e escalonada,
integrando dados clinicos e laboratoriais para evitar erros diagnésticos, especialmente

na distincao entre alfa- talassemia e anemia ferropriva.
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Figura 9. Algoritmo metodolégico definido para o rastreio e diagnéstico de hemoglobinopatias no Laborat6rio de

Pesquisa Translacional do Hospital da Crianca de Brasilia.

Por meio do algoritmo foi possivel identificar uma série de hemoglobinas
variantes pouco descritas na literatura, mas com relevante significado clinico. Para
ilustrar o potencial do algoritmo proposto, sera descrito a seguir um caso emblematico
de variante estrutural associada a uma variante deletional.

Um paciente do sexo masculino, lactente ao diagnéstico, foi encaminhado com
guadro de anemia microcitica e hipocrdmica ndo responsiva ao ferro. Inicialmente, a
suspeita clinica apontava para alfa-talassemia. Foi realizado o MLPA, que identificou
apenas a delecao classica de 3,7 kb, compativel com alfa-talassemia silenciosa. No
entanto, essa alteracdo néo justificava a anemia microcitica mais exuberante, com
hepatoesplenomegalia, palidez marcada e repercussdao clinica mais grave,
discrepantes com o quadro tipico de alfa-talassemia silenciosa. Diante disso, a
investigagdo foi ampliada, com o sequenciamento dos genes codificadores das
globinas alfa e beta.

O estudo molecular revelou duas alteragbes no mesmo gene (HBA2): uma
variante estrutural correspondente a Hb Taybe, detectada pelo sequenciamento do
gene da alfa-globina, associada a delegao de 3,7 kb, ja identificada pelo MLPA (figura
10). A Hb Taybe é uma variante da cadeia alfa globina (HBA2:c.119 121del

p.Thr40del), caracterizada pela delecdo de um residuo de treonina no cédon 38 ou
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39, decorrente dos genes HBA2 ou HBA1l, que resulta em hemoglobina
estruturalmente anormal, altamente instavel e com fendétipo funcional talassémico
(Galacteros et al., 1994).

Esse caso ilustra como a suspeita inicial de alfa-talassemia, com achados
laboratoriais aparentemente concordantes, exigiu abordagem mais ampla e sensivel,
s6 possivel gracas a disponibilidade de técnicas moleculares avancadas, que
permitiram o diagndstico preciso e a elucidacdo de uma combinacdo genética rara

com significativo impacto clinico.
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Figura 10. Variante delecional de 3,7kb por MLPA (A), hemoglobina variante Taybe detectada por
sequenciamento genético do gene de alfa globina(B), e, ambas alteracdes no mesmo gene (HBA2) do

paciente (C).

4.2 Descricdo geral e frequéncia de genotipos de hemoglobinopatias na
populacao estudada

Todos os pacientes admitidos que possuiam alteracfes com relevancia clinica
e/ou epidemioldgica foram submetidos a estudo molecular para provavel definicdo
diagnodstica, com base nas metodologias padronizadas.

No periodo de dezembro de 2017 a dezembro de 2025, amostras de sangue
de 567 individuos foram processadas no Laboratério de Pesquisa Translacional do
Hospital da Crianca de Brasilia, sendo 487 pacientes e 80 familiares. As amostras

recebidas eram provenientes do Distrito Federal e entorno. Dos casos pediatricos
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avaliados, 415 continham alguma alteracdo molecular caracteristica de
hemoglobinopatia. Esses dados mostram que as metodologias moleculares utilizadas
foram extremamente Uteis para o desfecho diagnostico da maioria dos casos
avaliados (~85%). As amostras de familiares e as negativas para alteracdes
(consideradas “wildtype”), foram excluidas das analises estatisticas (n=152).

De todos os familiares submetidos a analise molecular, a maioria (n=50)
continha alteracbes e no restante (n=13), ndo foram encontradas alteracdes
moleculares relacionadas a hemoglobinopatias. Esses dados mostram que as
metodologias moleculares utilizadas foram extremamente Uteis para o desfecho
diagndstico da maioria das familias avaliadas (~80%).

As hemoglobinopatias encontradas foram agrupadas em 4 classes - alfa
talassemia, beta talassemia, Hb variante e Persisténcia Hereditaria da Hemoglobina
Fetal (PHHF). Entretanto, essas classes se sobrepdem, uma vez que em muitos casos
foram detectadas, concomitantemente, variantes estruturais e talassémicas. Dentro
da coorte de casos pediatricos confirmados (n=415), 343 pacientes possuiam alguma
hemoglobinopatia de forma isolada. Dentre eles, 181 eram portadores de hemoglobina
variante, o que representa uma frequéncia de 43,6% do total avaliado, seguido de 126
casos portadores de a-talassemia (30,4%), 35 com B-talassemia (8,4%) e um paciente
com PHHF (0,2%). Em relacdo aos casos de coheranca, 34 (8,2%) possuiam a-
talassemia associada a hemoglobina variante de alfa e beta-globina e 33 possuiam -
talassemia associada a variante de beta-globina (8,0%). A PHHF foi encontrada em
associacdo com Hb variante de beta-globina em 4 individuos (1,0%), e com [-
talassemia em um individuo, representando 0,2% do total avaliado.

A maioria dos pacientes analisados era do sexo masculino (56,8%). Quanto a
faixa etaria, predominou o grupo entre 2 e 6 anos (27,5%), seguido por pacientes entre
6 e 12 anos (23,2%), e aqueles com mais de 12 anos (17,9%). Em 7 casos nao foi
possivel obter a informagé&o do sexo. Os pacientes alterados apresentaram uma média
de idade de 4 anos. Os tipos de hemoglobinopatias encontradas em cada classe,
isoladas ou associadas, o numero de casos, suas respectivas frequéncias,
distribuicdo segundo sexo e idade, assim como as altera¢gdes moleculares relativas a
cada genotipo foram detalhadas nas tabelas 1 e 2. As intersec¢des entre as classes

sdo mostradas no Diagrama de Venn (figura 11).
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Tabela 3. Classes de hemoglobinopatias encontradas em pacientes pediatricos, respectivas frequéncias e distribuicdo por idade e sexo, atendidos no Hospital

da Crianca de Brasilia.

Classe Tipo de Hemoglobinopatia N° de Frequeéncia Sexo \dade
P 9 P casos (%) 3-6 6 meses-1  1-2 2-6 6-12 >12
Masculino Feminino meses ano anos anos anos anos

Alfa-silenciosa 74 17,8 49 25 0 1 8 31 20 14

1 Alfa-traco 52 12,5 33 19 1 0 3 22 19 7
Alfa/Hb variante a 2 0,5 1 1 0 0 1 1 0 0
Alfa/Hb variante 3 32 7.7 18 14 1 1 4 8 15 3

5 Beta-talassemia 35 8,4 22 13 0 1 2 8 12 12
Beta-talassemia/ Hb variante
B 33 8,0 15 18 1 7 3 13 7 2

3 Hb variante 181 43,6 94 80 45 28 21 30 22 35
PHHF 1 0,2 1 0 0 1 0 0 0 0

4 PHHF/Hb variante 4 1.0 2 2 0 1 0 1 1 1
PHHF/Beta-talassemia 1 0,2 1 0 0 0 1 0 0 0

Total 415 100,0 236 172 48 40 43 114 96 74
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Tabela 4. Hemoglobinopatias isoladas ou associadas encontradas em pacientes pediatricos atendidos no servigo de salde publica do Distrito Federal,

especificadas por gendtipo, nimero de cépias e variante do tipo HGVS (human genome variation society).

Tipo de Alteracdo molecular ” , - N° de Variante HGVS (Human Genome Variation
Classe . . : ; Gendtipo/Numero de copias .
hemoglobinopatia isolada/associada casos Society)
-a3.7/aa 72 NC_000016.9:9.223300_227103del
) Alfa-sil -04.2/aa 1 NC_000016.9:9.219817 (223755_224074)del
Alfa-talassemia
—a/aa 1 HBAZ2:c.69delC (p.Glu24Serfs*26)
Alfa-traco -03.7/-03.7 52 NC_000016.9:9.223300_227103del
Alfa-talassemia/Hb Alfa-sil/Hb Taybe (-a3.7/-aa)/Hb Taybe 1 HBA2:c.119_121del (p.Thr40del)
variante a Alfa-sil/Hb Kurosaki (—a3.7/-aa)/Hb Kurosaki 1 HBA1:c.22A>G
1 Alfa-sil/HbS (-a3.7/-a0)/HbS 14 HBB:c.20A>T
Alfa-sil/HbC (-a3.7/—aa)/HbC 2 HBB:c.19G>A
. Alfa-sil/[HbSC (-a3.7/-aa)/HbSC 6 HBB:c.20A>T e HBB:c.19G>A
Alfa talassemia/Hb . .
variante B Alfa-sil/HbSS (-a3.7/-aa)/HbSS 2 HBB:c.20A>T homozigose
Alfa-traco/HbS (-a3.7/-a3.7)/HbS 2 HBB:c.20A>T
Alfa-tragco/HbC (-03.7/-a3.7)/HbC 1 HBB:c.19G>A
Alfa-traco/HbSS (-a3.7/-a3.7)/HbSS 5 HBB:c.20A>T homozigose
IVS-1-6 (T>C) B+ heterozigoto 6 HBB:c.92+6T>C
IVS-I-5 (G>C) B+ heterozigoto 1 HBB:c.92+5G>C
IVS-1-110(G>A) B+ heterozigoto 1 HBB:c.93-21G>A
-29 (A>G) B+ heterozigoto 1 HBB:c.-79A>G
HBB:c.*110T>C B+ heterozigoto 1 HBB:c.*110T>C
IVS-1-6 (T>C)/IVS-I-6 (T>C)  B+/B+ homozigoto 2 HBB:c.92+6T>C
2 Beta-talassemia |- (T>C)/IVS-I-
110(G>A) B+/B+ homozigoto 2 HBB:c.92+6T>C + HBB:c.93-21G>A
IVS-I-6 (T>C)/(-88 (C->T)) B+/B+ homozigoto 1 HBB:c.92+6T>C + HBB:c.-138C>T
IVS-1-5 (G>C)/IVS-I-5 (G>C)  B+/B+ homozigoto 1 HBB:c.92+5G>C
HbE/HbE B+/B+ homozigoto 1 HBB:c.79G>A
Codon 39 (C>T) B0 heterozigoto 7 HBB:c.118C>T
Cdédon 30 A>C [IVSI (-2) B0 heterozigoto 1 HBB:c.91A>C
1

beta 107(+G) B0 heterozigoto HBB:c.323dupG
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Beta-talassemia/
Hb variante 3

Hb variante de
alfa-globina

Cdédon 6 (-A); GAG(Glu)-
>GG

HBB:c.20del p.Glu7Glyfs*13

Codon 39 (C>T)

IVS-1-6 (T>C)/IVS-I-1 (G->A)

IVS-1-6 (T>C)/Codon 39
(C>T)

-88 (C->T)/Codon 39 (C>T)

HbS/ Codon 39 (C>T)
HbS/ Cddon 15 (G->A);
TGG(Trp)->TGA
HbS/ Cédon 6 (-A);
GAG(Glu)->GG

HbS/ HBB:c.20del
p.Glu7Glyfs*13

HbS/ HBB:c.143dup
p.(Asp48GlufsTero)
HbS/ IVS-1-6 (T>C)
HbS/ IVS-1-110(G>A)
HbS/ -29 (A>G)

HbS/ -88 (C->T)

HbS/ -28 (A->C)

HbS/ HBB c.-151C>T
HbS/ IVS-11-745 (C->G)
HbS/ -92 (C->T)

HbC/ IVS-I-1 (G->A)
HbC/ IVS-I-6 (T>C)
HbC/ IVS-I-110(G>A)
HbC/ IVS-I-5 (G>C)
HbC/ -29 (A>G)

Hb Stanleyville-I

Hb G-philadelphia

Hb Kurosaki

Hb "Brasilia"

B0 heterozigoto
B0 heterozigoto
B0 homozigoto
B0/B+ heterozigoto composto

B0/B+ heterozigoto composto
B0/B+ heterozigoto composto
HbS/B0 Heterozigoto composto

HbS/B0 Heterozigoto composto
HbS/B0 Heterozigoto composto
HbS/B0 Heterozigoto composto

HbS/B0 Heterozigoto composto
HbS/B+ Heterozigoto composto
HbS/B+ Heterozigoto composto
HbS/B+ Heterozigoto composto
HbS/B+ Heterozigoto composto
HbS/B+ Heterozigoto composto
HbS/B+ Heterozigoto composto
HbS/B+ Heterozigoto composto
HbS/B+ Heterozigoto composto
HbC/B0 Heterozigoto composto
HbC/B+ Heterozigoto composto
HbC/B+ Heterozigoto composto
HbC/B+ Heterozigoto composto
HbC/B+ Heterozigoto composto
Heterozigoto

Heterozigoto

Heterozigoto

Heterozigoto

P AR R O NNDNPRE

=

=

P DN WRRPNORRPRRPREPRLRNNNWOLR

HBB:c.20delAfs*
HBB:c.20del p.Glu7Glyfs*13

HBB:c.118C>T
HBB:c.92+6T>C + HBB:c. 92+1G<A

HBB:c.92+6T>C + HBB:c.118C>T

HBB:c.-138C>T + HBB:c.118C>T
HBB:c.20A>T + HBB:c.118C>T

HBB:c.20A>T + HBB:c.48G>A

HBB:c.20A>T + HBB:c.20delAfs*
HBB:c.20A>T + HBB:c.20del p.Glu7Glyfs*13

HBB:c.20A>T + HBB: ¢.143 144insA
HBB:c.20A>T + HBB:c.92+6T>C
HBB:c.20A>T + HBB:c.93-21G>A
HBB:c.20A>T + HBB:c.-79A>G
HBB:c.20A>T + HBB:c.-138C>T
HBB:c.20A>T + HBB:c.-78A>C
HBB:c.20A>T + HBB ¢.-151C>T
HBB:c.20A>T + HBB:c.316-106C>G
HBB:c.20A>T + HBB:c.-142C>T
HBB:c.19G>A + HBB:c. 92+1G<A
HBB:c.19G>A + HBB:c.92+6T>C
HBB:c.19G>A + HBB:c.93-21G>A
HBB:c.19G>A + HBB:c.92+5G>C
HBB:c.19G>A + HBB:c.-79A>G
HBAL1:c.237C>A

HBA1:c.207C>G

HBAL:c.22A>G

HBA1:c.194 205dup p.(Leu67_Ala70dup)
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HbAS Heterozigoto - tracgo falcifomre 84 HBB:c.20A>T
HbSS Homozigoto - anemia falciforme 18 HBB:c.20A>T
HbAS/Hb C 9 HBB:c.20A>T + HBB:c.19G>A
HbAS/Hb D-Los Angeles 2 HBB:c.20A>T + HBB:c.364G>C
HbAS/Hb Korle Bu 1 HBB:c.20A>T + HBB:c.220G>A
HbAS/Hb Porto Alegre Heterozigoto composto - 4 HBB:c.20A>T + HBB:c.29C>G
HbAS/Hb La Desirade doenca falciforme 1 HBB:c.20A>T + HBB:c.389C>T
HbAS/Hb N-Baltimore 1 HBB:c.20A>T + HBB:c.286A>G
HbAS/Hb City of Hope 1 HBB:c.20A>T + HBB:c.208G>A
HbAS/Hb Lepore Boston- HBB:c.20A>T +
Hb variante de  Washington 1 NG_000007.3:9.63632_71046del
beta-globina HbC/Hb Kokura (a) Heterozigoto composto 1 HBB:c.19G>A + HBA2:c.143A>G
HbC Heterozigoto 17 HBB:c.19G>A
Hb Korle Bu Heterozigoto 13 HBB:c.220G>A
Hb D-Los Angeles Heterozigoto 9 HBB:c.364G>C
Hb N-Baltimore Heterozigoto 2 HBB:c.286A>G
Hb Grange-Blanche Heterozigoto 2 HBB:c.83C>T
Hb Porto Alegre Heterozigoto 1 HBB:c.29C>G
Hb Haaglanden Heterozigoto 1 HBB:c.23A>T
Hb San Bruno Heterozigoto 1 HBB:c.120G>C
Hb Deer Lodge Heterozigoto 1 HBB:c.8A>G
Hb A2' ou Hb B2 Heterozigoto 1 HBD:c.49G>C
PHHF PHHF tipo 2 0B0 heterozigoto 1 NC_000011.10:9.5158438_5242749del
PHHF/Beta- HbS/5B0 Heterozigoto NC_000011.10:9.5153222_5238138delinsAAAT
talassemia PHHF tipo 1/Codon 39 (C>T) composto 1 A
HBB:c.20A>T +
4 BHHE 100 1/HbS ?:rﬁléo[i(t)oHeterozigoto . EC_OOOOl1.10:g.5153222_5238138de|insAAAT
EHHF/Hb variante P HbS?BBO Heterozigoto HBB:c.20A>T +
PHHF tipo 2/HbS composto 1 NC_000011.10:9.5158438_5242749del
HbS/530 Heterozigoto HBB:c.20A>T +
PHHF tipo 2/HbS composto 2 NC_000011.10:9.5158438 5242749del
Total 415
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Alfa talassemia  Hemoglobina Variante PHHF
160 casos 252 casos 6 casos

126 34 181 '
33

35

Beta talassemia
69 casos

Figura 11. Numero de individuos caracterizados molecularmente e diagnosticados com a e B-
talassemia, Hb variante e Persisténcia Hereditaria da Hemoglobina Fetal (PHHF), e com co-heranca

entre eles.

4.3 Alfa-talassemias

A a-talassemia foi confirmada em 160 casos, dos quais 126 possuiam a
forma isolada, entre 74 alfa-silenciosas e 52 alfa-tracos, distribuidas em 4

genotipos, e 34 possuiam a delecao -a3-7 em associacdo com as hemoglobinas
variantes de beta-globina HbS e HbC em heterozigose, com a variante HbS em

homozigose, e com as variantes Hb Taybe e Hb Kurosaki de alfa-globina (Tabela 3).

A variante delecional mais comum foi a —0(3-7/00(, presente em 72 casos,
representando 58,8% do grupo de alfa-talassemias isoladas. Os individuos
acometidos por essa delecdo sao considerados portadores silenciosos, sendo
geralmente assintomaticos e com poucas alteracfes hematoldgicas e/ou laboratoriais.
Os parametros hematimétricos avaliados nos genoétipos de alfa-talassemia
encontrados, assim como o0s valores médios e desvios padrdo, sdo mostrados na
tabela 3.

Ao avaliar os valores de referéncia para cada faixa etaria, notou-se que a
maioria dos casos positivos possuiam hemoglobina normal (75,7% e média de 12,4
g/dL), além de ferritina, RDW e reticulécitos normais. Ja os valores de VCM e HCM

47



estavam abaixo da normalidade na maior parte dos casos, representando 83,7% e
66,2%, respectivamente. A HbA: foi encontrada em dosagens normais em 62,2% dos
pacientes, cujo valor médio foi de 2,7%. Ainda que dentro da faixa aceitavel de
referéncia (até 3,5%), os valores de HbA:2 tendem a ser menores que 3%, sendo este
considerado um parametro importante na avaliacdo de individuos com suspeita de a-

talassemia.
A delegao ~a%2/aa foi encontrada em um caso (1,3% do total de casos de

alfa-talssemia silenciosa). A variante ~a3-7/-a3-7 considerada como a-tal traco, foi
detectada em 52 individuos, o que corresponde a 41,2% dos casos de alfa-talassemia
pura. Parametros de RDW, ferritina e reticulocitos foram normais para a maioria dos
casos desse grupo. Os pacientes apresentaram anemia em 38,4% dos casos,
acentuada microcitose e hipocromia na quase totalidade dos casos. A hemoglobina
apresentou um valor médio de 11,4 g/dL, 98% dos pacientes possuiam valores de
VCM e HCM abaixo da referéncia. A delecdo em homozigose acarreta em uma

acentuada diminuicdo nos parametros de série vermelha. Enquanto o VCM variou

entre 58,6 e 83,4 fL nos pacientes heterozigotos para as dele¢des -a3-7 e —a4-2, nos
homozigotos variou entre 60,4 e 70,8 fL. Esses resultados mostram que a delecao de
dois alelos no gene da a-globina esta intimamente relacionada a baixos valores de
hemoglobina, VCM e HCM. Muito embora os pacientes sejam normais do ponto de
vista clinico, podem se queixar de fraqueza, cansaco, palidez e dores nas pernas
(Matos, 2012). Assim como nos portadores silenciosos, a maioria dos pacientes traco
a-talassémicos também apresentou dosagens normais de HbA2 (48/52), e o valor
meédio de quantificacdo foi de 2,7%, um valor considerado baixo, porém dentro do
padréao de referéncia.

O genadtipo raro [HBA2:c.69delC p.Glu24SerfsTer26] foi detectado em um
individuo (1,1%), em heterozigose. Essa microdelecéo do tipo frameshift no codon 22
(GGC~->GG-) gera um coédon prematuro de parada de traducdo na posicéo 48/49, no
exon 2. Acredita-se que o mecanismo de decaimento do mRNA mediado por
nonsense (NMD) possa a sofrer um efeito negativo com essa variante, uma vez que
o codon de parada esté localizado mais de 50-54 nucleotideos a montante da ultima
junc@o éxon-éxon. Apesar de ndo afetar o splicing do RNA, o codon prematuro induz
uma degradacédo acelerada de mRNA, levando a producao de uma proteina truncada

nao funcional (Maquat, 2005). O banco de dados de variantes clinicas a classificou
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como patogénica (Varsome Clinical, 2019). Existem poucos relatos na literatura e nos
bancos de dados. Um grupo identificou a mesma variante em uma menina hispanica
(Luo et al, 2007) e outro avaliou uma menina de origem africana (Francisco et al,
2006), ambas com aspectos clinicos muito parecidos com 0 N0sSso caso — 2 anos de
idade, leve anemia microcitica e hipocrémica, e nivel normal de HbA2 (Hb 11 g/dL,
VCM 66,5 fL, HCM 21,4 pg e HBA2 2,6%). Esses fatos sugerem que 0 nosso estudo
tenha sido o primeiro a detectar a variante em questao no Brasil, ou, pelo menos, no
Distrito Federal. Nesse caso, a avaliagdo do nucleo familiar para determinacdo do
padrdo de heranca e de uma possivel variante de novo no paciente portador é
extremamente importante. Porém, ndo houve coleta de amostra dos pais para realizar

tal investigagéo.

4.4. Caracterizacdo hematoldgica e molecular das alfa-talassemias

Uma versao preliminar dos resultados apresentados nesta dissertacao resultou
em um artigo cientifico, visto que a caracterizacdo molecular e hematoldgica das a-
talassemias forneceram evidéncias que fundamentam e enriquecem as discussoes
apresentadas nesta dissertacao.

No grupo de coexisténcia de alfa-talassemia com variantes estruturais de beta-
globina (grupo C), predominou o subgrupo C1 (alfa-sil/HbS), representando 45,2% dos
casos (n=14), seguido pelos subgrupos C2 (HbSC/alfa-sil) e C3 (HbSS/alfa-trago),
com cinco pacientes cada. As demais associagbes nao foram analisadas
estatisticamente devido ao baixo numero de casos. Os subgrupos C2 e C3
apresentaram, de forma consistente, microcitose, hipocromia e reticulocitose, sendo
observado aumento do RDW em todos os individuos do C3. De modo geral,
microcitose e hipocromia foram as alteracdes mais frequentes, presentes em mais de
80% dos pacientes em todos os grupos. Os reticul6citos mantiveram-se normais na
maioria dos casos dos grupos A e B, enquanto se mostraram elevados nos subgrupos
C2 e C3. O RDW permaneceu, em sua maioria, dentro da normalidade no grupo B,
porém elevado em todos os individuos do C3. Quanto ao perfil hemoglobinico, os
grupos A e B apresentaram niveis médios normais de HbA, e HbF. No grupo C,
observou-se elevacao concomitante dessas fragdes em 58% dos casos, com variagcao
de HbA,; entre 2,4% e 5,8% e de HbF entre 0% e 33%. Destaca-se que a presenca de

HbS pode interferir na quantificacdo de HbA, por HPLC, devendo ser considerada na
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interpretacdo dos resultados. De acordo com as variaveis hematoldgicas avaliadas
observou-se que o diagnostico de a-talassemia foi significativamente associado a
VCM e HCM baixos, e a HbA, HbA2 e HbF normais.

Para avaliar o impacto da co-heranca de alfa-talassemia com variantes
estruturais de beta-globina, comparacdes pareadas foram realizadas utilizando o teste
de Mann-Whitney. O grupo A, composto por individuos com alfa-silenciosa isolada, foi
comparado com os grupos C1 (alfa-silenciosa/HbS) e C2 (alfa-silenciosa/HbSC). Por
sua vez, os grupos C1 e C2 foram comparados com os grupos D1 e D2, que incluem
casos de variantes isoladas de beta-globina. Especificamente, as comparacdes foram
entre C1 e D1 (alfa-silenciosa/HbS versus HbS) e C2 e D2 (alfa-silenciosa/HbSC
versus HbSC).

Individuos com HbSC co-herdada com a-talassemia silenciosa (Grupo C2)
apresentaram VCM mediano mais baixo em comparagdo com aqueles com a-
talassemia isolada (Grupo A) (p = 0,0033, Figura 12A), sugerindo um perfil microcitico
mais pronunciado. Da mesma forma, individuos com HbS isolada (Grupo D1)
apresentaram valores de VCM mais altos do que aqueles com HbS co-herdada e a-
talassemia silenciosa (Grupo C1) (p = 0,0097), indicando que a presenca de a-
talassemia pode estar associada a reducdo do volume eritrocitario neste contexto.
Além das alteracdes nos indices eritrocitarios, o Grupo C2 exibiu contagens de
reticulocitos mais altas em comparacdo com o Grupo A (p < 0,001) (Figura 12B),
juntamente com aumento do RDW (p = 0,0098), refletindo maior atividade
eritropoiética e anisocitose (Figura 12C). A analise dos niveis de HbF mostrou que o
Grupo C1 apresentou valores medianos mais elevados e maior dispersdo em
comparagcdo com o Grupo A (p = 0,0037) (Figura 12D). No entanto, quando
comparados a individuos com HbS isolada (Grupo D1), os niveis de HbF foram
menores no Grupo C1 (p = 0,0098). De modo geral, esses achados sugerem que a
co-heranga de a-talassemia com variantes de B-globina pode influenciar os
parametros hematimétricos e as fracbes de hemoglobina, embora a magnitude e a
direcdo desses efeitos parecam variar de acordo com as combinagcdes genotipicas
especificas.

Para avaliar o impacto da deficiéncia de ferro (ferritina < 30 ng/mL), os
individuos foram comparados dentro de cada grupo genotipico. No Grupo A, a
deficiéncia de ferro foi associada a um VCM menor em comparacao com individuos

com reservas normais de ferro (p = 0,0171, Figura 13A). Em contraste, no Grupo B,
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observou-se apenas uma sutil alteracédo adicional na distribuicdo do VCM. No Grupo
C1, observou-se maior dispersdo dos valores de VCM, sugerindo variabilidade na
resposta celular na presenca de HbS. Para o HCM (Figura 13B), o Grupo A também
apresentou valores mais baixos em individuos com deficiéncia de ferro (p = 0,0188),
com a mediana diminuindo de aproximadamente 25 pg para 22 pg.

A coexisténcia da HbS com alfa-talassemia ndo é incomum, estando presente
em aproximadamente 20% da populacdo falcémica (Neto e Pitombeira, 2003;
Tadmouri et al.,, 2006). Tal associacdo tem revelado evidéncias de atenuacéo do
quadro clinico do portador da interacdo, quando comparado com a anemia falciforme
isoladamente (Thomas et al., 1997). Os pacientes com a-tal/lHbSS tendem a
apresentar melhor prognéstico, pois relatos da literatura sugerem que a alfa-
talassemia interfere no curso clinico dos pacientes com Doenca Falciforme ao
modificar as caracteristicas clinicas e hematoldgicas da hemoglobina S, através da
inibicdo da polimerizacdo intracelular, diminuicdo da intensidade de hemodlise
e consequentemente, a diminuicdo da anemia hemolitica (Tome-Alves et al., 2000).
Algumas alteragbes laboratoriais foram apontadas em pacientes com essa
associacdo, como aumento do numero de hemacias, dos niveis de hemoglobina total
e hematocrito, e diminuicao dos niveis de VCM, HCM e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) (Nagel, 1991; Weatherall & Wainscoat, 1985). Com
excegdo da hemoglobina, os dois pacientes com anemia falciforme e trago a
detectados no presente estudo, apresentaram um perfil hematolégico parecido com o
citado acima, com valores VCM e HCM abaixo da referéncia e niveis aumentados de
HbA2 (maior que 5%) e HbF (maior que 8%). Em estudo realizado em 50 pacientes
do Hemocentro regional de Montes Claros, em Minas Gerais, foi encontrada uma
prevaléncia de 30% de a- tal em individuos com anemia falciforme. Nao foi houve
associagao estatistica entre a presenca de a-tal isolada e eventos clinicos como
infeccdo, internacdo, crise éalgica, sequestro esplénico, esplenectomia, transfusédo
sanguinea e acidente vascular cerebral (AVC). Entretanto, nos pacientes que
apresentavam as duas condic¢des, a frequéncia de crises algicas, esplenectomia e

AVC foi significativamente menor (Soares et al, 2018).
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Figura 12. Comparagédo entre os grupos A, C1, C2, D1 e D2 em relacdo aos parametros hematolégicos VCM
(12A), reticulécitos (12B), RDW (12C) e HbF (12D), utilizando o teste de Mann-Whitney. O “n” avaliado para cada
grupo variou entre os graficos devido a indisponibilidade de dados quantitativos para certos parametros.
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Figura 13. Impacto do estado do ferro (ferritina < 30 ng/mL, vermelho; = 30 ng/mL, azul) no VCM (13A) e no HCM
(13B) dos gendtipos A (alfa-silencioso), B (traco alfa) e C1 (HbS/alfa-silencioso). As linhas horizontais indicam as
medianas. As diferengas estatisticas intragrupo foram avaliadas pelo teste de Mann-Whitney.
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Os resultados deste estudo ampliam o conhecimento sobre a a-talassemia em
uma coorte pediatrica brasileira ao integrar informacdes moleculares, hematolégicas
e relacionadas ao metabolismo do ferro. A predominancia da delegdo -a3.7,
observada em 95,7% dos portadores silenciosos, € consistente com estudos
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brasileiros anteriores e reforga sua importante contribuicdo para a carga da a-
talassemia no pais, provavelmente refletindo miscigenacao histdrica e ancestralidade
africana doenca (Wenning et al., 2000; Wenning et al., 2002; Wagner et al., 2009;
Wagner et al., 2012).

Adicionalmente, a identificacdo da variante rara ndo delecional HBA2.69delC
reforca a heterogeneidade molecular da doenca e demonstra que abordagens
baseadas exclusivamente em métodos fenotipicos podem ser insuficientes. Nesse
contexto, a utlizagcdo de técnicas moleculares mostra-se fundamental para a
caracterizagao precisa dos casos, especialmente diante de perfis laboratoriais atipicos
ou inconclusivos (Hamid et al.,2022). Os achados hematoldgicos observados foram
compativeis com um gradiente de expressao fenotipica relacionado a perda de genes
da a-globina. Individuos com traco de a-talassemia apresentaram microcitose e
hipocromia mais acentuadas que os portadores silenciosos, reforcando o efeito da
dosagem génica sobre os indices eritrocitarios. Além disso, a deficiéncia de ferro
esteve associada a reducdes adicionais no VCM e no HCM, especialmente entre os
portadores silenciosos, evidenciando a interacédo entre o estado do ferro e o genotipo.
Esses resultados destacam a importancia da interpretacao integrada dos parametros
hematimétricos, do metabolismo do ferro e dos achados moleculares para uma
caracterizagao mais precisa da a-talassemia (Wagner et al., 2012).

A andlise da co-heranga com variantes da B-globina evidenciou interacdes
fenotipicas relevantes. A associacdo com HbSC apresentou microcitose mais
homogénea, aumento do RDW e reticulocitose, compativeis com hemolise cronica
compensada. Além disso, diferencas nos niveis de HbF observadas em individuos
com HbS sugerem um possivel efeito modulador da a-talassemia sobre a composi¢éo
da hemoglobina, potencialmente contribuindo para a reducéo da falcizagéo, conforme

descrito na literatura (Weatherall et al., 2001).

4.5Beta-talassemias
Dos 415 casos genotipados, 69 apresentaram variante no gene da beta-

globina, dos quais 35 foram diagnosticados com [B-talassemia pura, representando
50,7% do total, 33 com B-talassemia associada a hemoglobina variante (47,8%), e um
caso associada a PHHF tipo 1 (persisténcia hereditaria da hemolgobina fetal). A

variante HBB:c.92+6T>C em heterozigose foi a mais frequente, sendo detectada em
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7 pacientes (10,2%). De origem Portuguesa, é uma das responsaveis pela quase
totalidade dos casos nas regides Nordeste (Araujo et al, 2003), Sul e Sudeste do Brasil
(Wenning & Sonati, 2007; Carrocini et al, 2017). Os individuos que possuem essa
variante sdo considerados portadores do trago talassémico [, cujo gendtipo é
representado por B+, e apresentam caracteristicas clinicas e laboratoriais leves ou
intermediarias (Araujo et al, 2003). A mesma variante foi encontrada em homozigose
(B+/B+) em 2,9% dos casos (2 individuos) e em dupla heterozigose em associagao
com as variantes HBB:c.93-21G>A (2,9%), HBB:c.92+1G>A (2,9%), HBB:c.-138C>T
(1,5%) e HBB:c.118C>T (1,5%). A variante HBB:c.118C>T, caracteristica de 0 foi a
segunda mais frequente, encontrada tanto em heterozigose (6 casos), quanto em
homozigose (2 casos). E uma variante do tipo nonsense no cdédon 39, em que a troca
de um nucleotideo por outro resulta em um stop cédon prematuro (CAG>TAG).
Estudos moleculares realizados na regido Sudeste do Brasil mostraram uma
prevaléncia de 47-54%, levando a um fendtipo grave de talassemia B0 (Costa et al,
1990; Fonseca et al, 1998). Acredita-se que essa e outras variantes tenham sido
introduzidas no Sul e Sudeste devido a imigracdo massiva de cerca de 5 milhdes de
europeus, em boa parte italianos, entre os anos de 1870 e 1953 (Ribeiro, 1995).
Estudos evidenciaram uma alta prevaléncia desta variante na Bacia do Mediterraneo,
em lugares como Sardenha, Espanha e Portugal (Rosatelli et al, 1992; Villegas et al,
2001; Faustino et al, 1999).

A alteracdo em questéo foi encontrada também em dupla heterozigose com a
variante transcricional HBB:c.-138C>T (um caso) a qual é originaria da Africa
Subsaariana e representa, portanto, uma contribuicdo africana na formacdo da
populacdo estudada. Essa variante ja foi identificada no Norte do Brasil, em estudo
que avaliou o espectro de variantes de B-talassemia em 37 individuos, cuja frequéncia
foi de 16,8% (Silva et al, 2015).

Outra variante frequente no Brasil, e a terceira mais comum nos individuos
avaliados foi a HBB:c.92+5G>C, que constitui gendtipo B+ e foi detectada em
heterozigose em um individuo (1,5%), e em homozigose em outro (1,5%). A troca de
um “G” por um “T” no nucleotideo 5 de IVS-I reduz consideravelmente a eficiéncia de
splicing do sitio de splicing 5’, e resulta em uma classificagao clinica de B-tal minor
(HbVar database). Estudo realizado em Pernambuco encontrou uma frequéncia de
9,3% dessa variante, em 60 pacientes avaliados. Acredita-se que a mesma tenha sido

incorporada pelos portugueses do subcontinente indiano, sendo de origem indiana-
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asiatica (Araujo et al, 2003).

O perfil de variantes mais comuns encontradas na coorte de pacientes
atendidos no HCB é parecido com o relatado em outras regifes do Brasil. A diferenca
esta na prevaléncia, uma vez que a heterogeneidade da distribuicdo geogréfica esta
relacionada com a ancestralidade. A Figura 14 apresenta a distribuicdo geogréafica das
principais variantes associadas as p-talassemias no Brasil, evidenciando diferencas
regionais relacionadas a formacéo historica e genética da populacao brasileira.

Enquanto no Sudeste e Sul, a variante nonsense HBB: ¢.118C > T € a mais
prevalente, seguida de HBB: ¢.93-21G > A, no Nordeste, HBB: ¢c.92 + 6T > C foi
considerada a mais comum, seguida de HBB: c¢.92 + 1G > A. Apesar das
populacbes brasileiras representarem origens genéticas semelhantes (europeu,
africano, amerindio), elas tém propor¢cdes de mistura ligeiramente diferentes, o que
caracteriza a heterogeneidade das variantes. Sendo assim, a ascendéncia europeia
ocorre em todas as populacdes urbanas, porém é maior no sul e sudeste, enquanto a
ascendéncia africana é maior no nordeste e centro-oeste. A ascendéncia amerindia
nativa € maior no norte, sendo mais prevalente que a africana (Rodrigues de Moura
et al, 2015).

Sul e Sudeste

Predominincia de c.118C>T e c 93-21G>A
Impulsionada pela imigracio massiva de -5 milhdes
de europeus (destaque italiano) entre 1870 e 1953.

Nordeste

Predomindncia de ¢ 92+6T>C, seguida de
€.9241G>A. Forte reflexo da heranga
gendtica portuguesa

Norte e Centro-Oeste

Maior propor¢io de marcadores amerindios e
africanos, caracterizando uma heterogeneidade mista
onde varidveis como ¢.-138CT encontram espago.

Figura 14. Distribuicdo regional das principais variantes genéticas associadas as f3-talassemias no
Brasil, evidenciando a influéncia dos processos migratorios e da composicao étnica da populacdo. Nas
regides Sul e Sudeste, observa-se predominancia das variantes ¢.118C>T e ¢.93-21G>A, associadas
a imigracé@o europeia, especialmente italiana. No Nordeste, destacam-se as variantes ¢.92+6T>C e
€.92+1G>A, refletindo a contribuicdo genética portuguesa. Ja nas regibes Norte e Centro-Oeste,
verifica-se maior heterogeneidade genética, decorrente da miscigenagédo entre populagdes amerindias,

africanas e europeias.
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A variante HBB:c.91A>C é uma forma rara de -talassemia, causada pela troca
de uma unica base no cédon 30 do éxon 1 (AGG->CGG). Apesar de constar no banco
de dados, pode ser considerada uma variante mundialmente rara, uma vez que
existem pouquissimos relatos a seu respeito. Embora essa variante ndo provoque a
mudanca de aminoéacido (p.Arg30=), altera a sequéncia imediatamente a montante da
juncao 5’ de splicing do primeiro intron, partindo da sequéncia doadora consenso na
qual um “A” é geralmente encontrado na posigéo 2 (Krawczak et al, 1992).

Waye et al, (2002), apresentaram o primeiro relato dessa alteragéo e o segundo
relato de uma variante no sitio de splice de B-talassemia em IVS-I (- 2), detectada em
uma paciente canadense com 20 anos de idade e de origem étnica incerta, que
apresentava indices consistentes com o traco beta talassémico e HbA2 elevada, sem
a presenca de variante associada. O individuo identificado em nosso estudo como
portador dessa variante pertence ao sexo masculino, possui 16 anos, anemia (11g/L),
microcitose (VCM=71fl), hipocromia (HCM=22,7pg) e HbA2 elevada (4,5%), sugerindo
uma variante associada a um fendtipo B, apesar da gravidade nao ter sido ainda
totalmente esclarecida. Outra alteracdo rara detectada foi a HBB:c.-79A>G,
encontrada em uma menina de 8 anos (2,6%), sendo associada a um fenétipo leve de
B+ talassemia. Essa variante é causada por uma variante no promotor do gene, na
regidao 5’UTR proximal altamente conservada (“TATA” box), e estudos funcionais
demonstraram uma redugao da produgcéao do mRNA da [B-globina. Essa variante tem
origem africana, assim como a variante HBB:c.-138C>T (Antonarakis et al, 1984).

Dos 33 casos de coheranca de B-talassemia com hemoglobina variante, 8
apresentaram variantes combinadas com a hemoglobina C, sendo 7 com gendétipo
C/p+ e 1 com C/B0, e 25 apresentaram variantes associadas a hemoglobina S, sendo
17 com gendtipo S/B+ e 8 com S/BO0. A variante HBB:c.92+6T>C apresentou a maior
frequéncia de associacdo tanto com a HbC (3 individuos), quanto com a HbS (6
individuos). Em relacdo as beta-talassemias associadas a hemoglobina S (genétipo
S/B0), a HBB:c.118C>T foi encontrada em 4 casos (5,8%), seguida de HBB
c.20delAfs* (1,5%), HBB:c.48G>A (1,5%), HBB:c.20del p.Glu7Glyfs*13 (1,5%) e
HBB:c.143_144insA (1,5%). Em relagéo ao gendtipo S/B+, a alteragdo associada mais
frequente foi HBB:c.-138C>T, seguida de HBB:c.-151C>T, HBB:c.-79A>G, e HBB:c.-
78A>C. O perfil hematologico e de hemoglobinas dos pacientes diagnosticados com
B-talassemia foram, em geral, associados a presenca de anemia, microcitose,

hipocromia, e niveis aumentados de HbA2 (>3,5%) e de HbF. Dos 35 casos de B-
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talassemia isolada contendo os gendtipos B0 ou B+, 22 eram heterozigotos, 7 eram
heterozigoto compostos e 6 eram homozigotos.

Todos os heterozigotos apresentaram Hb normal, porém valores de VCM e
HCM consideravelmente abaixo da normalidade. Os pacientes heterozigoto
compostos e 0s homozigotos apresentaram alteracdes praticamente iguais em
relacdo a niveis baixos de Hb e VCM. Todos continham anemia acentuada, cuja media
de Hb foi em torno de 10,4 g/L, e em 80% destes casos foi observada discretas
microcitose e hipocromia, com valor médio de 65,5 fL e 21,5 pg, respectivamente. A
HbA2 esteve aumentada em todos os casos de beta talassemia pura, variando entre
3,7 e 6,8%. Ja a HbF esteve aumentada em mais de 50% dos casos.

Apesar de sua heterogeneidade genética, os portadores de B-talassemia tém
uma condi¢do consistente de niveis elevados de HbA2, sendo, portanto, considerado
um marcador confidvel para triagem e diagnostico da doenca (Joutovsky et al., 2004).
O nivel de HbA2 pode ser falsamente normal com as manifestacdes mais leves da
doenca, como (B+-talassemia, 0-talassemia e co- heranga de B+- e d-talassemia e na
presenca de anemia ferropriva grave (Cao & Galanello, 2010). As formas de
manifestacdo clinica e gravidade estéo relacionadas as diferentes variantes e seus
efeitos na zigosidade (nUmero de coOpias) que resultam na reducdo da sintese de
cadeias de [ globina, em alteragbes na séria vermelha e nas dosagens das
hemoglobinas. Além disso, a idade, o género, e fatores ambientais atuam como
modificadores importantes do quadro clinico da doenga (Shang & Xu, 2017).

4.6 Hemoglobinas variantes
Dos 415 pacientes, 181 apresentaram uma hemoglobina variante ou duas de

forma concomitante, representando quase a metade do total avaliado (43,6%), e 71
apresentaram variantes associadas com: a-talassemia (n=34), B-talassemia (n=33) e
PHHF (n=4). Em 181 individuos foram detectadas 19 hemoglobinas variantes
diferentes, sendo 4 de cadeia alfa e 15 de cadeia beta, algumas destas ultimas
concomitantemente associadas (tabela 2).

A variante mais prevalente foi a HbS em heterozigose, detectada em 84
pacientes, correspondendo a 46% da totalidade de variantes encontradas. A HbS em
homozigose, causadora da anemia falciforme, foi detectada em 18 pacientes. A
mesma também foi identificada concomitantemente com as variantes estruturais Hb
Porto Alegre (n=4), Hb C (n=9), Hb D-Los Angeles (n=2), Hb Korle Bu (n=1), Hb City
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of Hope (n=1), Hb N-Baltimore (n=1) , Hb La- Desirade (1 caso), Lepore Boston-
Washington (n=1) e Hb de cadeia alfa (Hb Kokura=1). A Figura 15 apresenta a
distribuicdo das hemoglobinas variantes identificadas no estudo e as associa¢gdes com
outras variantes estruturais das cadeias a e (-globinicas.

A coexisténcia entre a HbS e essas diferentes hemoglobinas variantes resultou
em nivel aumentado de HbA2 em 60% dos pacientes (12/20). Por outro lado, foram
raros os individuos que apresentaram alteragbes como anemia, microcitose ou
hipocromia.

Ja era esperado encontrar uma alta prevaléncia do traco falciforme na
populacao avaliada, em funcédo da HbS ser amplamente distribuida pelo Brasil. Seu
estabelecimento na populacéo brasileira ocorreu devido a colonizacado de escravos
portugueses e africanos entre os séculos XVI e XIX, principalmente nas regides Norte
e Nordeste. A dispersdo da HbS €& uma consequéncia da miscigenacdo racial
ocasionada pelos fluxos migratérios, tanto de imigrantes, quanto entre as populacées
dos diferentes estados brasileiros (Soares et al, 2017). Hoje, o Brasil é o pais da
América Latina que tem a maior populacdo afro-americana e as maiores estimativas
populacionais para anemia falciforme, acometendo 1 em cada 1.000 recém-nascidos
(Huttle et al., 2015). As migracGes populacionais continuam acontecendo em outros
paises da América Latina, principalmente vindos da regido africana, e o numero de
portadores de HbS tende a aumentar devido a falta de programas abrangentes de
triagem na maioria desses paises (Piel et al., 2000). O inicio da construcéo de Brasilia,
em 1956, atraiu milhares de trabalhadores de outras regifes do pais, principalmente
Nordeste e Goias. Acredita-se que a HbS tenha sido inserida através do fluxo
migratorio intenso e continuo de nordestinos, cuja descendéncia é essencialmente
africana. Analise feita em 2011 pela Companhia de Planejamento do Distrito Federal
(Codeplan), de acordo com a Pesquisa Distrital por Amostra de Domicilios do Distrito
Federal (PDAD), apontou que 51,8% da populacdo brasiliense era formada por
imigrantes e, desses, 51,1% eram oriundos da regido Nordeste. Mais de 75% dos
brasilienses “nordestinos” sao originarios de quatro estados: Bahia (21,7%), Piaui
(21,2%), Maranhdo (18,2%) e Ceara (14,7%). Na sequéncia, tém os oriundos da
Paraiba (10,3%), Pernambuco (7,2%), Rio Grande do Norte (4,7%), Alagoas (1,0%) e
Sergipe (0,9%). Esses dados explicam a alta frequéncia do traco falciforme
encontrada no presente estudo. Pesquisa realizada em 2014, também pela Codeplan,

por meio da Diretoria de Estudos e Politicas Sociais, avaliou a populagcdo negra por
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regido administrativa, extraido do Censo Demografico do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2010). Foi constatado que a populacdo negra do
Distrito Federal ultrapassa 56% do total de moradores, que se concentra nas regioes
administrativas SCIA/Estrutural, Fercal, S&o Sebastido e Varjao, locais em que 0s
rendimentos sdo baixos e as condi¢cdes de moradia sdo precarias (Codeplan, 2014).
Diante disso, 0 acesso a informacédo acerca da gravidade das hemoglobinopatias, dos
programas de triagem, tratamento e conscientizacdo sobre estratégias de prevencgao
tornam-se prejudicados nessas regides, contribuindo para a alta prevaléncia de

hemoglobinas variantes.

Variante D
5 Variante C
Vari%ntet Lepore 2
gsvon: Variante
Washington 1 12 Kokura
1
9
Variante S
- (heterozigose) Variante .
Vla)gg{:;gle.a 1 62 9 Korle Bu Variante S
1 10 (homozigose)
16
& 1 Variante N
. {Baltimore)
Variante 1 2 =
Porto Fusao beta-delta
Alegre
; s Variantes de cadeia alfa
Variante City
of Hope =, ) )
%' Variantes de cadeia beta

Figura 15. Distribuicdo das hemoglobinas variantes identificadas na coorte estudada. A variante S em
heterozigose foi a alteragdo mais frequente (n=62), seguida pela variante S em homozigose (n=16).
Também foram observadas associagdes entre a HbS e outras variantes estruturais das cadeias B-
globina, incluindo HbC, HbD, Hb Korle-Bu, Hb N-Baltimore, Hb City of Hope, Hb Porto Alegre e Hb La
Desirade, além da variante de cadeia a Hb Kokura e da hemoglobina de fusdo & Hb Lepore Boston-

Washington. Os nimeros representam a frequéncia de cada variante ou associacao identificada.

A segunda variante mais prevalente foi a HbC em heterozigose, presente em
17 individuos e correspondendo a 9,4% dos casos portadores. De forma similar a HbS,
essa variante esta presente na cadeia da beta-globina e é provocada pela substituicao
do acido glutamico pela lisina na sexta posicéo da cadeia. A HbC é a segunda variante

de hemoglobina mais estudada, encontrada predominantemente em negros, mas
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também relatada em outros grupos raciais e/ou étnicos (Giardine et al., 2014). E
considerada benigna e os pacientes acometidos pelo traco (em heterozigose) nao
sofrem crises graves como na anemia falciforme, ja que a falciza¢do néo faz parte de
sua fisiopatologia. Ja os pacientes com a HbC em homozigose podem apresentar
anemia hemolitica crénica (Piel et al., 2013). As principais alteracbes hematoldgicas
observadas nos pacientes identificados pelo presente estudo foram microcitose e
HbA2 aumentada.

Em terceiro lugar ficou a Hb Korle Bu em heterozigose, com 13 individuos
afetados, representando 7,2% dos 181 casos de variantes identificadas. A variante
em heterozigose referente a Hb D-Los Angeles foi detectada em 9 pacientes,
representado 5,0% dos achados de variantes (tabela 2).

Em relacdo as variantes de cadeia alfa, a Hb Stanleyville-Il, Hb G-Philadelphia
e a Hb Kurosaki foram identificadas em heterozigose em 3, 2 e 4 individuos,
respectivamente. Ademais, a Hb Kokura foi detectada em um paciente, em coheranca
com a HbC, de cadeia beta. Juntamente com a Kurosaki, constituem variantes de
origem asiatica, consideradas raras no Brasil (Harano et al., 1995; Ohba et al., 1980).
Acredita-se que essa e outras hemoglobinas inusitadas presentes em individuos
nascidos no Distrito Federal e entorno, sejam um reflexo da grande miscigenacao
oriunda de migracBes populacionais de varios paises que contribuiram para a
formacao de diferentes grupos etiolégicos no Distrito Federal, sobretudo os asiaticos
(China, Japao, Coréia).

A Hb Kurosaki ja foi encontrada no Brasil, em um estudo retrospectivo que
descreveu variantes raras no gene da alfa-globina em uma amostra representativa da
populacdo do Sudeste brasileiro. Foram detectadas vinte e duas variantes raras em
111 individuos de 92 familias diferentes, e a Hb Kurosaki foi identificada em 3 casos
(Kimura et al., 2015). Com exce¢do da presenca de hemoglobina andmala na
eletroforese capilar, os portadores dessa variante ndo apresentaram alteragfes
hematologicas significativas, nem tampouco manifestagdes clinicas relevantes, tanto
no presente estudo, quanto no citado acima. A Hb Kokura resultou em alguns achados
hematolégicos alterados, como microcitose e dosagem alta de hemoglobina A:z e fetal,
0 que pode ser explicado pelo fato de estarem associadas a variante de beta-globina
(HbC).

De maneira inédita, foi identificada uma variante em HBA1 decorrente de uma

duplicacdo em um recém-nascido encaminhado pela triagem neonatal do DF. A
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variante é denominada HBAL:c.198 209dup (NM_000558.5), predita como
p.Leu67_ Ala70dup e foi identificada em heterozigose em uma criangca do sexo
feminino com 5 meses de idade, encaminhada pela triagem neonatal como FAVar,
com 10,8% de variante ndo identificada, sem repercussoées clinicas e hematimétricas
evidentes até o momento. Como mostrado na figura 16, trata-se de uma duplicacao
in-frame de 12 pares de bases no éxon 2 de HBAL, resultando na duplicacao de quatro
aminoacidos na cadeia alfa-globina, alteragdo potencialmente capaz de interferir na
estabilidade molecular ou na interacdo entre cadeias globinicas, embora ainda sem
demonstracao funcional direta. A investigacdo em bancos de dados mostrou auséncia
de registro da variante em bases especializadas para hemoglobinopatias, como HbVar
e LOVD do Globin Gene Server, embora ela esteja presente em repositorios gerais,
como o ClinGen Allele Registry (CA232865), o dbSNP (rs34277525) e o ClinVar, onde
corresponde ao Variation ID 143223 e ao acesso VCV000143223.2, sem classificacao

depositada.
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Figura 16. Eletroferograma obtido por sequenciamento de Sanger evidenciando a variante gerada por

duplicacdo de 12 pares de bases no éxon 2 do gene da alfa-globina HBAL.

A luz dos critérios ACMG/AMP, essa classificacéio é sustentada principalmente
pelo critério PM2, em razdo de sua auséncia ou frequéncia extremamente baixa em
bases populacionais amplas, por PM4, por se tratar de uma duplicagao in-frame com
alteracao do comprimento proteico em regido néo repetitiva, e por PP3, considerando
a plausibilidade de impacto sobre o produto génico e o contexto molecular em que a
variante foi detectada. Por outro lado, a auséncia de estudos funcionais, de dados de

segregacao familiar e de caracterizagcéo bioquimica, morfoldgica ou clinica detalhada
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impede, até o momento, uma reclassificacdo mais robusta.

Nesse contexto, a caracterizacao sistematica dessa alteracao representa uma
perspectiva do nosso grupo de pesquisa, com potencial para esclarecer seu real
impacto biologico e clinico, refinar sua interpretacdo em hemoglobinopatias e,
eventualmente, subsidiar sua futura proposicdo como variante “Brasilia”, caso sua
relevancia e singularidade sejam confirmadas.

Os dados encontados nesse estudo mostram uma expressiva variabilidade de
hemoglobinas e uma grande diversidade racial presente em individuos nascidos no
Distrito Federal e entorno, sendo considerada uma populacédo heterogénea constituida
de individuos de diversas regides brasileiras, com descendéncia africana, asiatica,

italiana, amerindia, espanhola e portuguesa.

5 Conclusdes
A implementacédo de um fluxo diagnéstico estruturado para hemoglobinopatias

€ essencial para garantir maior precisédo, oportunidade diagnostica e uso racional de
recursos ao longo da linha de cuidado. Embora métodos hematimétricos e
eletroforéticos sejam fundamentais na triagem, apresentam limitagdes na identificacao
de gendtipos complexos e variantes raras, tornando necessdria a incorporacdo de
técnicas moleculares como etapa confirmatéria para definicdo diagnéstica definitiva.

Neste estudo, o algoritmo proposto, ao integrar de forma escalonada
abordagens fenotipicas e moleculares, demonstrou elevada resolutividade
diagnéstica, uma vez que possibilitou o esclarecimento definitivo de 85% dos casos
avaliados. Essa estratégia ndo apenas aumentou a acuracia na identificacdo das
alteracdes genéticas, como também contribuiu para decisfes clinicas mais assertivas,
considerando a variabilidade de progndstico entre os diferentes genoétipos. Além disso,
a adocdo de um fluxo racional permitiu evitar exames desnecessarios, otimizar
recursos laboratoriais e favorecer a integracdo entre triagem, diagnostico e
acompanhamento clinico.

Em relacdo a abordagem das alfa-talassemias, de forma geral os resultados
evidenciam a complexidade da expressao heterogénea da a-talassemia, sobretudo no
Brasil, e reforcam a importancia de uma abordagem diagndstica integrada, que
associe parametros hematimétricos, avaliacdo do metabolismo do ferro e andlise
molecular. Essa estratégia amplia a precisdo diagnostica, reduz o risco de exames

redundantes e condutas inadequadas, como a suplementacao desnecessaria de ferro,
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e contribui para um aconselhamento genético mais acurado.

A implementacdo de protocolos de analise molecular voltados a deteccao
precoce de hemoglobinopatias, incluindo doenca falciforme e talassemias, mostrou-
se viavel no contexto do SUS. A aplicacdo dessas estratégias possibilitou a
identificacdo de variantes com impacto clinico relevante, inclusive variantes ainda nao
descritas, ampliando o conhecimento sobre o perfil genético da populacéo estudada.
Assim, os achados reforcam a importancia de modelos diagnosticos integrados,
capazes de aprimorar a acuracia, apoiar o aconselhamento genético e contribuir para
uma melhor compreensdo epidemiolégica das hemoglobinopatias em populacdes

altamente miscigenadas.
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