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Resumo

Introducdo: As talassemias, excluida a ferrodeficiéncia, sdo as principais causas de
anemias microciticas em todo mundo. A o-talassemia, caracterizada por alteracdes
genéticas que afetam o cluster de genes a-globina no cromossomo 16p13.3, € uma das
hemoglobinopatias mais amplamente difundidas em todo o mundo. Nas ultimas
décadas, diversas metodologias e abordagens para o diagndstico dessas alteraces tém
sido criadas e aplicadas, como o MLPA (multiplex ligation-dependent probe
amplification) que vem ganhando destaque, permitindo a deteccdo de delecbes e
duplicacdes gendmicas, conhecidas, novas ou raras de diferentes tamanhos. Neste
trabalho buscamos elucidar as bases moleculares da anemia microcitica de individuos
que nao puderam ser definidas por outros métodos tradicionais. Materiais e Métodos:
Oitenta e cinco pacientes com microcitose, sem ferrodeficiéncia, triados para o-
talassemia por meio do Multiplex-gap-PCR, foram investigados utilizando-se 0 MLPA.
Resultados: Dos 85 pacientes analisados pelo MLPA, 32 (37,65%) apresentaram outras
alteracdes moleculares afetando o cluster a-globinico, que ndo haviam sido
identificadas pela PCR. Destes, 13 (15,29%) pacientes que apresentaram genétipo
normal no Multiplex-gap-PCR, quando analisados pela técnica de MLPA, foram
identificadas as seguintes alteracdes: em 10 (11,76%) foram detectados somente 0s
polimorfismos 3B (3 pacientes), 4A (3 pacientes), 4B (1 paciente), Africano 1 (o**?) (2
pacientes) e associacéo dos polimorfismos Africano 1 (a**?) e 3B (1 paciente); em dois
(2,35%) uma delecdo da regido reguladora HS-40 e suas sequéncias adjacentes e em um
(1,18%) uma extensa duplicacdo que envolveu desde a regido POLR3K-3 até HBQ1-3.
Este caso resultou num alelo com 4 genes o expressos (aoao/oc), abrangendo uma
regido com cerca de 140 kilobases. Além destes em outros 19 (22,35%) pacientes que
no Multiplex-gap-PCR haviam sido detectada a dele¢do 3.7, tanto em heterozigose
quanto homozigose, quando analisados pela técnica de MLPA, além desta delecéo
foram identificados em 14 (16,47%) a associacdo com o0s polimorfismos 3A (1
paciente), 3B (1 paciente), 4A (2 pacientes), 4B (5 pacientes), Africano 1 (a?*?) (3
pacientes), além da combinacdo entre os polimorfismos 3B e 4B (1 paciente) e 0s
polimorfismos 1B, 3B e Africano 1 (¢**?) (1 paciente). Nos outros cinco (5,88%) foram
observadas associacdes com outras formas delecionais. Das quais em dois (2,35%)
foram detectadas uma delecdo rara, de cerca de 67 kilobases de DNA, na regido
reguladora do gene o (HS-40) e suas regides adjacentes (POLR3K-3), um (1,18%) com
uma extensa delecdo que eliminou tanto os genes o quanto a sua regido regulatoria do
HS-40, com aproximadamente 70 kilobases de DNA, que de acordo com tamanho e 0s
breakpoints aproximados, esta deve-se tratar de uma nova delecdo o’. E outros dois
(2,35%) associados a uma nova delegdo o', que eliminou tanto o0 gene zeta quanto os
pseudogenes ay ¢ o, com aproximadamente 17.2 kilobases de DNA, que de acordo com
tamanho e os breakpoints aproximados, esta deve-se tratar de uma nova delegio o
Conclusao: A técnica MLPA nos permitiu esclarecer as bases moleculares das a-tal de
pacientes com microcitose de origem obscura que ndo haviam sido identificadas pelo
multiplex-PCR, contribuindo com a concluséo diagnostica.

Palavras-chave: Talassemias «, Anemia microcitica, Diagnostico molecular,
Amplificacdo de Multiplas Sondas Dependentes de Ligacdo (MLPA), Doenca da Hb H.
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Abstract

Introduction: The thalassemias, excluding iron deficiency, are the main causes of
microcytic anemia worldwide. The a-thalassemia, characterized by genetic alterations
affecting the a-globin gene cluster on chromosome 16p13.3, is one of the most widely
disseminated hemoglobinopathies in the world. In the last few decades, several
methodologies and approaches for the diagnosis these alterations have been developed
and applied, such as MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification), which
allows for detection genomic deletions and duplications, known, new or rare of varying
sizes. This work seeks to elucidate the molecular basis of cases of microcytic anemia
that could not be defined by other traditional methods. Material and Method: Eighty-
five patients with microcytosis without iron deficiency and screened for a-thalassemia
by multiplex-gap-PCR, were evaluabled using MLPA. Results: Of the 85 patients
analyzed by MLPA, 32 (37.65%) had other molecular alterations affecting the a-globin
cluster, which had not been identified by PCR. Of these, 13 (15.29%) patients who
presented normal genotype in Multiplex-gap-PCR, when analyzed by the MLPA
technique, the following molecular alterations were identified: in 10 (11.76%) only 3B
(1 patient), 4A (3 patients), 4B (1 patient), African 1 (a212) (2 patients) polymorphisms
and association of African 1 (¢212) and 3B polymorphisms (1 patient); in two (2.35%) a
deletion of the HS-40 regulatory region and its adjacent sequences and in one (1.18%)
an extensive duplication involving from the POLR3K-3 region to HBQ1-3. This case
resulted in an allele with four expressed a genes (aoao/aa), covering a genomic region
of approximately 140 kilobases. In addition to this, in 19 (22.35%) patients that in the
Multiplex-gap-PCR had been detected the deletion 3.7, both in heterozygosis and
homozygous, when analyzed by the MLPA technique, beyond this deletion were
identified in 14 (16.47%) the association with 3A (1 patient), 3B (1 patient), 4A (2
patients), 4B (5 patients), African 1 (0212) (3 patients) polymorphisms, and a
combination between 3B and 4B (1 patient) polymorphisms and 1B, 3B and African 1
(0212) (1 patient) polymorphisms. In the other five (5.88%) associations with other
deletions were observed. Of which in two (2.35%) a rare deletion of about 67 kilobases
of DNA was detected, in the a-gene regulatory region (HS-40) and its adjacent regions
(POLR3K-3), one (1.18 %) with an extensive deletion that eliminated both a-genes and
their HS-40 regulatory region, with approximately 70 kilobases of DNA, which
according to size and approximate breakpoints, this should be a new o’ deletion. And
another two (2.35%) associated with a new o deletion, which eliminated both the zeta
gene and the a; and o, pseudogenes, with approximately 17.2 kilobases of DNA, which
according to size and approximate breakpoints, if it is a new o deletion. Conclusion:
The MLPA technique allowed us to clarify the molecular basis of a-thalassemia in
patients with obscure microcytosis that had not been identified by multiplex PCR,
thereby contributing to the diagnostic conclusion.

Keywords: a-thalassemia, microcytic anemia, Molecular diagnosis, Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (MLPA), Hb H disease
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1. INTRODUCAO

1.1. Hemoglobinas Humanas: estrutura, sintese e fungao

A hemoglobina (Hb) é a principal proteina presente nos eritrocitos responsavel
pelo transporte de oxigénio (O,) aos tecidos e dioxido de carbbnico (CO,) aos pulmdes
(WAYE; ENG, 2013). Possui estrutura oligomérica composta por quatro cadeias
polipeptidicas, duas do tipo alfa (o) e duas do tipo ndo alfa, denominadas de globinas.
Estas subunidades polipeptidicas possuem um sitio onde se fixa a molécula do grupo
prostético de ferro, a ferroprotoporfirina 1X (heme) (Figura 1), que confere cor vermelha
a proteina e detém a propriedade de receber ou liberar 0 O, nos tecidos. O grupo heme é
formado por uma parte orgénica, a protoporfirina e um adtomo de ferro no estado ferroso
[Fe (ID]. Para o bom desempenho de sua funcdo, sdo necessarios cerca de 300 milhdes
de moléculas de Hb por eritrocitos (LEHNINGER; NELSON; COX, 1995; LORENZI,
2003).

B

a-globina
Figura 1 - Esquema representando a estrutura da hemoglobina. As cadeias do tipo alfa estdo
demonstradas nas cores vermelho e verde e as tipo beta em azul e roxo, ambos com o grupo heme
inserido em sua subunidade formando o tetrdmero da Hb  (Adaptado  de:
www.chemistry.wustl.edu/~edudev/LabTutorials).

A producdo e a sintese de Hb estdo sob o controle de dois grupos de genes
distindos: os genes da a-globina localizados no cromossomo 16, ¢ os genes da -globina
no cromossomo 11. Existem quatro genes que codificam as cadeias o e dois genes que
codificam as cadeias . Independente do numero de genes responsaveis por controlar a
producdo das cadeias a e , ambas sdo sintetizadas em quantidades exatamente iguais.

Os diversos tipos de hemoglobinas produzidas em cada fase do desenvolvimento
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humano (embrionario, fetal e pos-nascimento) surgem da combinacdo de diferentes
cadeias globinicas (NAOUM, 1987; LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).

Durante o desenvolvimento embrionario, trés Hbs diferentes sdo sintetizadas
nos eritroblastos policromaticos e ortocromaticos: Gower-1 ({e;), formada pela
combinagdo das cadeias zeta ({) e épsilon (g); Portland ((2y,) pela cadeia zeta (() e
gamma (y); Gower-2 (0¢€2) que surge quando as cadeias o comegam a ser sintetizadas e
combinam com a cadeia épsilon (¢) (WEATHERALL; CLEGG, 2001; HARTEVELD;
HIGGS, 2010).

No decorrer do desenvolvimento, agora denominado de periodo fetal,
predomina a producdo da Hb fetal (Hb F), principal Hb durante os dois ter¢os terminais
da vida intrauterina, cuja composicdo é dada pela combinacdo das subunidades alfa e
gama (ayy,), diminuindo seus indices logo apos o nascimento, sendo que em adultos
saudaveis apenas tracos sdo encontrados (<1%) (NAOUM, 1987; WEATHERALL;
CLEGG, 2001).

Por volta da 252 semana de gestacao, inicia-se a produ¢ao das cadeias delta (3)
em pequenas quantidades, que lentamente vdo aumentando seus indices e estabilizam
por volta do sexto més de vida. Estas cadeias ligam as cadeias a originando a Hb A,
(0202), que corresponde <3% da Hb em um adulto saudavel (NAOUM, 1987;
HARTEVELD; HIGGS, 2010).

Nos seis primeiros meses de vida, a cadeia B ¢ expressa em poucas
quantidades, porém a partir deste periodo ocorre uma mudanga na sintese de cadeia y
que ¢ substituida pela sintese de cadeia B, que se unem as cadeias a originando a Hb A
(02B2), que representa cerca de 96% do total das Hbs de um individuo adulto normal.
Assim, as interacOes das diferentes subunidades de globinas determinam a capacidade
da Hb de transportar O,, CO, e H*, atendendo as condigdes fisioldgicas (LEHNINGER,
1995; WEATHERALL; CLEGG, 2001).

A Figura 2 mostra a sucessdo de diferentes hemoglobinas e a sua sintese em
cadeias globinicas presentes no embrido, no feto (apds a 122 semana) e no adulto. Apds
0 nascimento, com a repressao da sintese da cadeia y e aumento da sintese da cadeia 3,
ocorre a troca da Hb F pela Hb A, que se completa em média até o sexto més de vida

em individuos saudaveis.
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Figura 2 — Representacdo esquemadtica da sintese das diferentes cadeias globinicas ao longo do
desenvolvimento humano (Adaptado de Weatherall e Clegg, 2001).

1.1.2. Expressao dos genes a e  da globina

Os genes a ¢ B da globina estdo agrupados em cromossomos diferentes, no
entanto apresentam o0 mesmo padrdo de expressao no decorrer das fases do
desenvolvimento e no processo de diferenciacdo dos eritrocitos. Esses genes estdo
dispostos da regido 5' para 3' no DNA, o padrdo de expressao génica € temporalmente
modificado e os genes das globinas sdo sequencialmente ativados a partir da regido 5.
Ambos sdo constituidos por trés éxons (I, 1l e Ill) intercalados por dois introns ou
Intervenig Sequence (IVS-1 e IVS-2) e transcritos de uma maneira coordenada, a fim de
produzirem niveis equilibrados das cadeias globinicas (HIGGS, 1993; WEATHERALL,
PROVAN, 2000; HUGHES et al., 2005).

Os genes que codificam as cadeias do tipo o, que sdo compostas por 141
aminoacidos, estdo localizados no brago curto do cromossomo 16 (16p13.3). Eles se
alojam em um complexo denominado agrupamento génico ou cluster globinico com
cerca de 35 Kb de DNA, formado pelo gene zeta ({), expresso na fase embrionaria, dois
genes a (0 € ap), que sdo expressos nas fases fetal e adulta e varios genes menores,
sendo, trés pseudogenes (W(1, Yal, ¥p) e dois genes inativos (01 e p, conhecido
também por o), arranjados na seguinte ordem: 5°-(-¥{-p-Wal-a2-0l1-¥p-01-3’
(HIGGS, 1993; HUGHES et al., 2005; LEWIS, 2006; VOON; VADOLAS, 2008).
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Enquanto os que codificam o complexo das cadeias do tipo B, formadas por 146
aminoacidos, estdo localizados no brago curto do cromossomo 11 (11p15.5) com um
segmento maior que 60 Kb. As cadeias o e  possuem grande homologia sendo que 64
aminoéacidos da cadeia polipeptidica estdo em posi¢des idénticas. Este complexo génico
¢ formado por cinco genes, 5’-e-Gy-Ay-¥pB-6-B-3’ que, assim como no complexo
génico a-globina, sdo sequencialmente expressos no decorrer do desenvolvimento.
Apesar de compartilharem uma alta homologia com genes globinicos funcionais, 0s
pseudogenes encontrados nos dois agrupamentos génicos, ndo produzem uma proteina
funcional, devido a mutagdes que causaram a perda da funcdo do gene tornando-os
inativos (WEATHERALL,; CLEGG, 2001; LEVINGS; BUNGERT, 2002; WAYE;
ENG, 2013).

A regulacdo da transcricdo e expressdo dos genes das globinas é controlada pela
integracdo de sequéncias regulatérias cis-atuantes (como elementos promotores,
acentuadores e silenciadores) reconhecidas por proteinas trans-atuantes, representadas
pelos fatores de transcricdo eritroides ou ndo eritroides, denominadas de regido
controladora de genes (RCG). A RCG contém locais de ligacdo de fatores eritroides
especificos hipersensiveis a acdo da enzima DNAse | (HS), necessarios para manter a
estrutura da cromatina aberta, para que os fatores de transcricdo possam ter acesso aos
elementos reguladores que medeiam a expressdo de cada gene no complexo globinico
(HIGGS, 2013; WAYE; ENG, 2013).

Faz parte do locus regulatério da beta globina a regido controladora do locus
(LCR), localizada a cerca de 6 a 22 Kb a montante do gene e-globina, composta por
cinco sitios hipersensiveis a DNase | (HS-1, HS-2, HS-3, HS-4, HS-5) ja para 0s genes
a ¢ o Elemento Regulatorio Maior dos genes o (a-MRE) composto por quatro locais
eritroides especificos, denominados HS-10, HS-33, HS-40, HS-48, localizados
conforme a distancia que se situam em relacdo ao gene &-globina. Sendo o HS-40 o
principal elemento regulatério para expressdao dos genes a, atuando como potenciador
da sintese deste gene. E constituido por um segmento de 200 a 300 pb, contendo
distintas combinac¢Bes de dominios conservados, onde ocorre a juncdo de proteinas que
atuam no processo da transcri¢do génica. Os importantes fatores transcricionais GATA-
1, EKFL e NF-E2 participam ativamente nos processos de regulacdo da hematopoese e

da expressdo do loci da a globina por exercer intera¢cdo com a a-LCR bem como das
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suas regides promotoras (HIGGS; BOWDEN, 2001; CAO; MOI, 2002; LEVINGS;
BUNGERT, 2002; STAMATOYANNOPOULOQOS, 2005; RIBEIRO; SONATI, 2008;
VOON; VADOLAS, 2008; SANKARAN et al.,, 2010). A RCG é responsavel por

controlar todos os outros genes dos agrupamentos o ¢ 3, que produzem moléculas de

RNA polimerases especificas para cada gene do agrupamento de genes do tipo alfa ou

do tipo beta. Essas moléculas de RNA polimerases fazem com que o DNA de cada gene

se duplique e uma dessas copias dé origem a0 RNA mensageiro especifico para cada

gene. Todo esse processo ocorre nos eritroblastos, principalmente nos policromaticos e

ortocromaticos, na medula 6ssea. As sinteses de globinas a e  sdo simultdneas, bem

como a do grupo heme (Figura 3) (CAO; GALANELLO, 2010; HIGGS, 2013).

B1lp
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Figura 3 - Localizagdo do cluster do gene a-globinico no cromossomo 16 e do cluster p-globinico no
cromossomo 11. As caixas coloridas representam genes funcionais. Os genes y e a-globinicos sdo
duplicados; os dois genes a-globinicos tém o mesmo produto, ao passo que os produtos dos dois genes y-

globinicos sdo um pouco diferentes (Adaptado de Cao e Galanello, 2010).

1.2. Hemoglobinopatias

As desordens da hemoglobina compreendem um grupo de distarbios

hereditarios que afetam 0s genes responsaveis pela sintese das globinas, afetando cerca
de 7% da populacdo mundial (WEATHERALL; CLEGG, 2001). Normalmente, as

cadeias de globinas séo produzidas em quantidades iguais mantendo um equilibrio entre

as mesmas. Qualquer perturbacdo na sintese destas cadeias pode resultar em um

desequilibrio. Vérias condigdes genéticas podem acarretar modificagcdes na molécula de

Hb e causar hemoglobinopatia, seja por uma mudanga na estrutura de suas cadeias

polipeptidicas ou uma falha na sintese de uma cadeia especifica. Elas se dividem em

dois grupos principais: sindromes talassémicas e variantes estruturais da Hbs ou Hbs
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anormais. Embora as hemoglobinopatias estruturais e as talassemias sejam dois grupos
geneticamente diferentes, clinicamente compartilham algumas manifestacOes, tais
como: anemia de grau variavel, com hipocromia e microcitose dos eritrocitos e
morbimortalidade consideravel (NAOUM, 1987; LOBO et al., 2003; LORENZZI,
2011; AIMIUWU et al., 2013).

Pesquisas estimam que a cada ano milhares de criangas, cerca de 400 mil,
nascem com algum distarbio da hemoglobina (WEATHERALL; CLEGG, 2001).
Apesar de sua distribuicdo global, segundo relatério publicado pela Organizagédo
Mundial de Saude (OMS), cerca de 80% das criancas afetadas nasce em paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento, indicando que as hemoglobinopatias sdo um
problema de saude publica (WEATHERALL, 2010; AIMIUWU, et al., 2013).

No Brasil, as hemoglobinopatias mais prevalentes sao a a-tal, a anemia
falciforme, hemoglobinopatia C ¢ a B-tal (SALZANO; TONDO, 1982; ZAGO et al,
1983; NAOUM, 1987). Elas estédo difundidas na populacdo de modo irregular, como
resultado da grande diversidade étnica decorrente dos processos migratorios que
ocorreram do século XVI até meados do século XX, os quais determinaram a
composicdo étnica das diferentes regides do pais (ZAGO et al., 1999; BONINI-
DOMINGOS, 2004; LISOT; SILLA, 2004; CARLOS et al., 2015; SOUZA et al.,
2015). Atualmente mais de 1.771 mutacdes nos genes globinicos ja foram identificadas

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

1.3. Talassemias

As talassemias s@o hemoglobinopatias quantitativas hereditarias autossdmicas
causadas por mutacdes nos genes que sintetizam principalmente as cadeias a ou 3 da
globina. A caracteristica principal dessas desordens é a capacidade de interferir na
sintese de uma ou mais cadeias globinicas, resultando na auséncia ou reducgdo do
nimero de cadeias formadas (JOSHI; NICKERSON; MCMANUS, 2004;
WEATHERALL, 2006), o que pode levar a uma hemoglobinizagdo deficiente das
hemaécias, que por sua vez, resulta em eritrocitos microciticos e hipocrémicos, com dano
em sua membrana celular e seus precursores eritroides (culminando com sua remogéo

precoce da circulagdo pelo sistema fagocitario), devido ao excesso das subunidades de
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globina despareadas (FORGET; COHEN, 2005; WEATHERALL, 2008; KRAUSE et
al., 2012). Pode se evidenciar indice de anisocitose (RDW) normal ou pouco
aumentado, reticulocitose e severidade clinica variavel, indo desde casos mais leves e
assintomaticos até a morte fetal ou neonatal, dependendo de quantos genes foram
afetados e qual o tipo de mutacdo (VICHINSKY, 2013).

As talassemias séo classificadas de acordo com o tipo de cadeia cuja producao
esta afetada em: a, B, 6, 0P e yOPB. Este defeito de sinteses pode envolver qualquer cadeia
de globina, no entanto, as talassemias o e 3 s30 as que apresentam maior frequéncia e
importancia clinica (BUNN; FORGET, 1986; WEATHERALL, 2010; VICHINSKY,
2012).

Dados da OMS estima-se que cerca de 30% da populagdo mundial seja
portadora de alguma forma de talassemia, com pelo menos 50.000 criancas afetadas
pelas formas graves a cada ano (MODELL; DARLISON, 2008; AIMIUWU et al.,
2013). Sendo as talassemias o as mais prevalentes, identificada na maioria das
populacdes estudadas (MODELL; DARLISON, 2008; HIGGS; ENGEL;
STAMATOYANNOPOULOS, 2012; CARLOS et al., 2015).

Até o momento foram descritas mais de 300 mutagdes que causam talassemia 3
(o maior numero sdo mutagdes pontuais) e mais de 150 que causam talassemia a, a
maior parte envolvendo delegdes dentro do cluster da a-globina. (VICHINSKY, 2013;
HIGGS, 2013). Sua distribuicdo inclui as areas que margeiam o mar Mediterraneo,
continente Africano, Oriente Médio, India e Sudeste Asiatico como marcado em
amarelo na Figura 4 (FORGET; COHEN, 2005; WEATHERALL; PROVAN, 2000;
GALANELLO; CAO, 2011; WAYE; ENG, 2013). No entanto, as talassemias ja sdo
identificadas em todos os continentes, devido aos processos migratorios e a alta taxa
de miscigenacdo, com relatos de incidéncia significativa em varios paises como Canada,
Estados Unidos, Meéxico, Caribe, Jamaica, Venezuela, Argentina e Brasil
(WEATHERALL,; CLEGG, 2001; CANCADO, 2006; CARLOS et al., 2015).
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Figura 4 - Distribuicdo e prevaléncia mundial das talassemias o e B (Adaptada de Weatherall e Clegg,
2001).

1.3.1. Talassemias Alfa

A o-tal constitui um grupo de alteracfes genéticas que estdo entre as mais comuns
no mundo, causadas pela deficiéncia da sintese de cadeias a da Hb (OLIVEIRA;
MENDIBURU; BONINI-DOMINGOS, 2006; HIGGS, 2013; WAYE; ENG, 2013). As
a-tal geralmente sdo causadas por delegdes de um ou ambos os genes a da globina ou
eventualmente por pequenas mutacdes pontuais ou insercdes (VICHINSKY, 2012;
WAYE; ENG, 2013).

Uma vez que, em uma célula diploide normal existem quatro genes codificantes
para as cadeias a, dois em cada cromossomo 16 (ao/oc), as o-tal podem ser
classificadas em o, quando a deleco envolve somente um gene do cromossomo (alelo
-a) e o’ quando ambos 0s genes o do mesmo cromossomo s&o afetados (parcialmente ou
completamente) caracterizando o estado homozigoto (alelo --) (CANCADO, 2006;
SINGER, 2009).
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A interacdo destes alelos pode resultar em diferentes formas com manifestaces
clinicas e alteragdes laboratoriais muito variadas, sendo que a gravidade clinica e
hematoldgica ¢ diretamente proporcional ao nimero de genes a deletados. Conforme o

numero de genes afetados, os fendtipos observados sdo: portador silencioso, traco o

talassémico, doenca da Hb H e hidropsia fetal por Hb Bart's, respectivamente
(NAOUM, 1987; OLIVEIRA; MENDIBURU; BONINI-DOMINGOS, 2006;
HARTEVELD; HIGGS, 2010) (Figura 5).

Um gene Dois genes TS genes Quatro genes
afetado afetados afetados afetados
Interat;ao I nl
+ o .
]'\Dm:lal Het f|1+1 Hom fu ) Het (o } Het/ Hom (o° /a+) Hom. (o”)
(co/aa) (aafa-) [ufu] Y (qa- ] o) ----)
Representacio Portador assintomatico
Genética de talassemia alfa Doenca da Hb H Hidropsia fetal
Het. =Heterozigote Hom. =Homozigoto

Figura 5 - Gendtipos da talassemia alfa. As caixas azuis representam a presenga do gene alfa e as
vermelhas sua auséncia (Adaptado de Weatherall e Provan, 2000).

O heterozigoto para o trago talassémico o' ou portador silencioso (-o/aa) é
assintomatico, apresentando alteracGes laboratoriais minimas ou ausentes. Ja 0s
homozigotos para o trago talassémico o (-o/-0)) e heterozigotos para o trago talassémico
o (/o) apresentam um quadro de anemia leve com Hb entre 11,0 e 13,0 g/dL,
hemacias microciticas e hipocrdmicas, VCM (volume corpuscular médio) entre 75 e
80fl, discreta anisopoiquilocitose e 5 a 10% de Hb Bart's ao nascimento
(WEATHERALL; CLEGG, 2001).

Interacdo das formas o’ e o (--/-0) resulta na doenca da Hb H. O quadro clinico
e laboratorial ¢ de anemia moderada com Hb entre 8,0 e 11,0 g/dL, microcitose com
VCM entre 55 e 65 fl, hipocromia, poiquilocitose, presenca de hemécias
policromatofilas e de heméacias em alvo, ictericia e esplenomegalia e ao nascimento
apresenta de 25 a 50% de Hb Bart's e 5 a 30% de Hb H na vida adulta (NAOUM, 1987;
HARTEVELD; HIGGS, 2010).

A homozigose da talassemia o (--/--) ou hidropisia fetal é a forma mais grave da

doenca levando a morte intrauterina ou logo ap6s 0 nascimento na maioria das vezes
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(SONGDEJ; BADDS; HIGGS, 2017). Nesses, o esfregaco sanguineo apresenta
microcitose, hipocromia e anisopoiquilocitose intensas, além do elevado numero de
eritroblastos, e apresenta quase 100% de Hb Bart's na eletroforese de Hb
(WEATHERALL; PROVAN, 2000; WEATHERALL; CLEGG, 2001).

Portanto, na o-tal as manifestagdes com importantes alteracdes clinicas e
laboratoriais geralmente ocorrem na doenca da Hb H e na sindrome da hidropsia fetal.
Devido as alteragdes na sintese das globinas a, as globinas B € y que continuam sendo
sintetizadas normalmente, sobram, pois deveriam se ligar as a inexistentes, e dessa
forma o excesso dessas cadeias forma tetrameros B* ¢ y*, originando a Hb H e Bart’s,
respectivamente (NAOUM, 1997). Essas hemoglobinas apresentam alta afinidade pelo
oxigeénio, tornando sua liberacdo para os tecidos e células muito lenta e dificil, levando a
hipdxia tecidual. Por serem instaveis, as Hb H e Bart’s se precipitam no interior dos
eritrécitos formando corpos de inclusdo que fazem com que estas células sejam retiradas
da circulacdo precocemente, pelo baco e outros 6rgdos do sistema reticulo endotelial,
levando ao quadro de anemia hemolitica. Embora raramente aconteca o quadro clinico
pode agravar e ocasionar hiperplasia com expansdo medular e deformidades 0sseas
significativas (NAOUM, 1997; WEATHERALL; PROVAN, 2000; HARTEVELD;
HIGGS, 2010).

1.3.2. Talassemia Alfa: delecdes do tipo a”

As talassemia o mais frequentes s&o as delecdes -o>' e a -o*%. Apesar de serem
mais raras, podem ser ocasionadas por muta¢cfes pontuais ou dele¢bes de um ou mais
nucleotideos (forma ndo delecional - a" ou aa'). Ambos os genes a localiza-se dentro
da mesma regido cromossémica em um segmento gendmico duplicado de mais ou
menos 4 kb de DNA (WEATHERALL; CLEGG, 2001; STEINBERG et al., 2009).

Esse segmento altamente homdélogo é composto por trés regides denominadas X,
Y e Z que estdo separados por pequenas regides ndo homologas (I, Il e 111) (HIGGS,
2013). Essa alta homologia propicia o emparelhamento incorreto dos cromossomos na
meiose com consequente alinhamento incorreto e delecdo de genes o, demonstrado na
figura 6. Esse desalinhamento génico e suas variacGes favorece o surgimento de

novos alelos na populacdo, como nos alelos deletados (-a) e os triplicados (aow),



sugerindo que entre essas regides as recombinagdes sdo bem
FORGET, 1986; HIGGS, 2013).
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Figura 6 - Representagdo esquematica do mecanismo pelo qual ocorrem as delegdes mais comuns de -
talassemia, exemplificando os crossing-over desiguais entre as caixas Z originando os alelos -o>Te
aaa®7 e entre as caixas X dando origem aos alelos —o*? ¢ aoo®™™*? (Adaptada de Higgs, 2013).

A delecéo -0’ ocorre devido a remocdo de 3,7 Kb de DNA, por causa de um
alinhamento incorreto entre as regides homologas Z, formando um gene a hibrido (ay-
a) em uma das fitas do cromossomo meidtico e trés genes a na fita complementar
(Figura 6). Geralmente, o alelo com genes triplicados tendem a desaparecer nas divisdes
celulares subsequentes. Atualmente, trés diferentes subtipos da delecéo -o>" foram

descritas, -a*”', -o>™ e -o*™", de acordo com o ponto exato do crossing-over na regido
Z. O tipo | é mais prevalente nos africanos e americanos, enquanto o tipo llI
praticamente s6 ocorre em asiaticos (HIGGS et al., 1989; HIGGS, 2009; BELISARIO,

VIANA, 2011).

A segunda maior causa de talassemia o', é a delegdo -a*? originada pela

remocdo de 4,2 Kb de DNA, devido a um alinhamento incorreto entre as regifes
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homologas X, com delegdo do gene ay inteiro, restando somente o a3 em uma fita e 3
genes o na outra (Figura 6). Sendo mais prevalente em algumas populagdes do Sudeste
Asiatico (KATTAMIS et al., 1996).

Além das delecBes anteriormente mencionadas (-o' e -a*?), outras delecdes
mais raras que causam talassemia o, podendo envolver tanto o gene oy (-(xo'97, -4, -
o>, -a’®) (KULOZIK et al., 1988; INDRAK et al. 1993; ENG et al., 2005; POODT et
al., 2006) quanto o gene o, (-ao'z, o2 023, -0, -0, —at0E, 2T -a28'5) (LACERRA
et al., 1991; ZHAO et al., 1991; HARTEVELD et al., 2003; RUGLESS et al., 2008;
WEI et al., 2011; LAMBERT et al., 2013; YU et al., 2014; WANG et al., 2016a ;

WANG et al., 2016b) ja foram descritas (Figura 7).
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Figura 7- Delecdes de um gene a que d4 origem a talassemia o”. A extensdo da delecdo é mostrada como
barras, as linhas finas indicam regifes de incerteza dos pontos de interrupcdo (Harteveld e Higgs, 2010).

1.3.3. Talassemia Alfa: delecdes do tipo o’

As talassemias o resultam de grandes delecdes que removem completamente ou
parcialmente o cluster o ou seu elemento regulatorio (chamado de a-MRE ou HS 40),
afetando a expressdo dos genes o. A maioria dessas dele¢cdes ocorre devido a
recombinac6es ndo homologa (KATTAMIS et al., 1996; HARTEVELD; HIGGS, 2010;
HIGGS, 2013).

Sendo que a maior parte delas remove ambos os genes o do mesmo cromossomo,
das quais as duas mais comuns s&o a --"=°, uma delecdo de 18 Kb de DNA, frequente
na bacia do Mediterraneo (HIGGS et al., 1989; KATTAMIS et al., 1996), e a -->**, uma
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delecdo de 20 kb que é a forma mais frequente de talassemia o’ no Sudeste Asiético.

Ainda nesta regido, podem ser encontradas, de forma menos frequente, as delegdes (--

FIy e (--™A)., Ambas comprometem uma regido de aproximadamente 30 a 38 kb,

removendo o gene {; e ambos os genes o (ENG et al., 2000). Além destas temos a

delecdo —())*®°

que atinge aproximadamente 20.5 Kb de DNA, envolvendo todo gene a,
e a regido 5’do gene a4, deixando-o0s inativos, também encontrada com mais frequéncia
na regido Mediterranica (HIGGS et al., 1989; KATTAMIS et al., 1996; HARTEVELD;

HIGGS, 2010; HIGGS, 2013). As dele¢des que causam talassemias o’ sdo apresentadas

na Figura 8.
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Figura 8 - Esquema mostrando as principais dele¢es que envolvem ambos os genes a dando origem
as talassemias o (Harteveld e Higgs, 2010).

Porém, existem outras dele¢fes que podem afetar a regido reguladora do gene e
causar talassemia o, que situa-se entre 40 e 50 kb a montante do agrupamento de genes
da a-globina, deixando os genes a intactos. Esta regido, possui quatro sequéncias
conservadas de multiplas espécies (MCS), denominadas MCS-R1 a R4, equivalentes
aos locais especificos e hipersensiveis a acdo da DNAsel, identificados como HS-48,
HS-40, HS-33 e HS-10. Destas sequéncias, apenas a regido HS-40 (MCS-R2) mostrou
ser o principal elemento da expressédo dos genes o (HIGGS, 2009; HARTEVELD;
HIGGS, 2010; HIGGS, 2013).
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Até o momento, mais de 40 delecGes envolvendo a regido HS-40 foram
descritas, que em geral, ocasionaram a delecdo de 3,3 a 160 kb dessa regido (site do
Globin Gene Server'). Algumas podem compreender regides de até 300 kb ou
segmentos mais extensos, de até 2 Mb, observados em casos de Sindrome do Retardo
Mental Associado a talassemia o (sindrome de ATR-16) (HIGGS et al., 2001; HIGGS,
2013). Nesses pacientes ocorre uma diminuicdo dos valores médios do volume
corpuscular (VCM < 80fl) e da hemoglobina corpuscular (HCM < 25pg), quadro similar
ao observado nos individuos que tém dois genes o acometidos (--/ao. ou -o/-)
(HARTEVELD et al., 2005; SONATI, COSTA, 2006; HIGGS, 2009; HIGGS, 2013).
As formas conhecidas de talassemia o° que removem essa sequéncia, encontradas em

diversas populacdes estdo expostas na Figura 9.
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Figura 9 - Esquema mostrando as principais dele¢des que envolvem o Elemento Regulatério Maior da
globina a (a-MRE). a). Grandes delecBes envolvendo a regido reguladora e ambos os genes a.
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! http://globin.cse.psu.edu/
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1.3.4. Talassemias alfas ndo delecionais

As talassemias o ndo delecionais (a'), geralmente sdo causadas por mutaces que
acometem o processamento e/ou a traducao do RNAm ou a estabilidade das cadeias a-
globina. Elas podem ocorrer devido as mutagbes no sitio de poliadenilagdo

ARTAAG | MATEAA o 6,2 TA) 'no codon de terminagdo levando a sintese de variantes

(02
de Hb alongadas (Hb Constant Spring, Hb Icaria, Hb Koya Dora, Hb Seal Rock e Hb
Paksé) e por mutacOes que causam variaveis estruturais altamente instaveis de cadeias o
(Hb Quong Sze, Hb Suan Dok, Hb Petah Tikvah, Hb Adana e Hb Aghia Sophia). As
variantes nao-delecionais sdo mais frequentes no Oriente Médio, Mediterraneo e

Sudeste Asiatico (HARTEVELD; HIGGS, 2010; HIGGS, 2013).

Atualmente, mais 70 causas de talassemias o ndo delecionais envolvendo tanto o
gene ay (a'a) quanto o gene oy(aa') foram descritas (ORIGA; MOI, 2018). Em geral,
nas formas ndo delecionais ocorre uma reduc¢do mais severa na sintese de cadeia o, com
isso um quadro clinico-laboratorial mais acentuado também é observado nos individuos
afetados, quando comparado com as formas delecionais (HARTEVELD; HIGGS,
2010). A maior parte das talassemias ndo delecionais sdo originadas por mutacdes
envolvendo o gene ap, as alteracdes hematoldgicas, em geral, mais evidente pode ser
compreendida devido ao fato de que a expressdo desse gene o, € de quase trés vezes
maior que a do gene a;. Além disso, ao contrario de quando um gene o ¢ deletado,
parece ndao haver aumento compensatorio na expressdo do outro gene o funcional,

quando um desses genes € inativado por uma mutacao pontual (HIGGS, 2009).

No Brasil, as mutagdoes de talassemia o nao delecionais, ja relatadas até o
momento, sdo a Hb Constant Spring (--/o“°) causada por uma mutacdo no cédon de
terminagdo da cadeia, resultando na producdo de uma subunidade da a globina que se
acumula no interior dos eritrocitos e a mutagdo o """, que ocorre devido a uma delegdo
de 5 nucleotideos envolvendo o sitio doador de splicing? na regido 1VS-I do gene az. A
ocorréncia concomitante dessas mutagdes com a delegdo o, por exemplo, pode levar a
uma forma da doenca da Hb H que € mais grave do que a doenga da Hb H cléssica (--/-
a) em decorréncia das grandes delegoes (KATTAMIS et al., 1996; SONATI; COSTA,
2006; HIGGS, 2013; MOTA et al., 2017).

2 Splicing é um processo que remove os introns e junta os éxons depois da transcricdo do RNA
(GRIFFITHS et al., 2001).
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1.3.5. Diagnostico molecular das talassemias

A alfa talassemia é considerada uma das altera¢fes de hemoglobina mais comum na
populacdo brasileira, chegando a atingir 20 a 25% da populacdo afrodescendente
(SONATI et al., 1991). Em individuos com microcitose e hipocromia, a frequéncia
aproximada é de 50%, conforme estudos brasileiros (BORGES et al., 2001;
OLIVEIRA, 2003; MELO REIS et al., 2006; WAGNER et al., 2010; MESQUITA et
al., 2010). O diagndstico laboratorial precoce dessas doencas hereditarias, apesar de ndo
possibilitar a cura, promove melhoria na qualidade e sobrevida dos pacientes, no
entanto, ainda é uma hemoglobinopatia que tem sido pouco investigada em nosso meio
(BONINI-DOMINGOS, 2004; OLIVEIRA et al., 2006; CANCADO, 2006).

Atualmente testes moleculares sdo Uteis para confirmar o diagndstico (sobretudo em
pacientes com microcitose e hipocromia com ou sem anemia), para o0 aconselhamento
genético e em estudos populacionais. Isto evidencia a importancia e a necessidade da
utilizacdo de metodologias, especialmente os métodos com base nas pesquisas de
alteracdes no DNA, que fazem parte do arsenal diagnostico moderno no cenario das
doencas geneticas (WAGNER et al., 2010; FERRAZ et al., 2007).

Nos dias de hoje, as técnicas que utilizam PCR (Polymerase Chain Reaction) sdo as
mais utilizadas para a caracterizacdo das talassemias, pois além de possibilitar a
amplificacdo simultanea de varios fragmentos em uma Unica reacdo, como no método
multiplex, é considerada rapida e econémica (CHONG et al., 2000; WENNING et al.,
2000). Em 2000, Chong et al., desenvolveram a metodologia de Multiplex gap-PCR no
qual sdo empregados sete pares de iniciadores que flanqueiam as regi0es

correspondentes as delecdes mais comuns (-o*”, -o*?, --5FA, MED 205 __FIL - THAl
porém, sua aplicacdo é limitada apenas a deteccdo de alteragdes ja definidas, sendo

inadequada para a identificacdo de novas ou raras delecdes.

Nos ultimos anos, com os avancos das ferramentas de biologia, técnicas mais
avangadas como MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification), MAPH
(multiplex amplifiable probe hibridization), CGH-array (array-based comparative
genomic hibridization), permitem a deteccdo de dele¢bes e duplicacbes gendmicas,

sendo, portanto, aplicaveis a caracterizacdo das bases moleculares de diversas doencas,
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como as talassemias, aumentando consequentemente o nimero de mutacdes conhecidas
(STUPPIA et al., 2012).

Schouten et al., (2002) desenvolveram a metodologia de MLPA, uma técnica
semiquantitativa utilizada para analises de sequéncias do DNA, considerada como um
método réapido, de alta resolucdo, excelente especificidade e com 6tima relacdo custo
beneficio quando comparado com a FISH (Fluorescence in Situ Hybridization) ou as
plataformas de CGH-array. O MLPA tornou-se um método extensivamente utilizado em
muitos laboratorios, para o diagndstico molecular de varias doencas genéticas, como
nos casos de investigacdo a predisposicdo ao cancer, distarbios neuromusculares,
deficiéncia intelectual e sindromes genéticas no feto (STUPPIA et al., 2012). A
investigacdo de hemoglobinopatias utilizando esta metodologia comecou a ser utilizada
em 2005 guando Harteveld et al., desenvolveram sondas complementares a regido dos

clusters a e B-globina.

1.3.6. MLPA - Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification

Esta metodologia foi descrita por Schouten e colaboradores em 2002. E um
método de multiplex de alto rendimento desenvolvido para analisar numa Gnica reagdo
baseada em PCR até 50 sequéncias de DNA. Tém aplicabilidade na deteccdo de
alteracdes moleculares ao nivel do DNA envolvendo as variacGes referentes ao nimero
de copias (CNVs) de uma determinada sequéncia genémica, com capacidade para
identificar delecdes e/ou duplicacdes de varios genes, além de mutacOes de pontuais,
utilizando apenas 20 ng de DNA (SCHOUTEN et al., 2002).

Até o momento, mais de 300 pares de sondas estdo disponiveis comercialmente,
especificas para uma grande variedade de alteracfes genéticas raras e comuns. A reagdo
MLPA é baseada na hibridizacdo de sondas a sequéncia alvo estudada, e que séo
amplificadas durante a reacdo através de oligonucleotideos iniciadores comuns ao
conjunto das sondas. Os fragmentos amplificados possuem tamanhos diferentes, que
variam entre 100 nt e 500 nt de comprimento, e desta forma por meio de eletroforese
capilar é possivel separar e identificar esses fragmentos gerados. A sua identificacao é
possivel devido a marcacdo das sondas MLPA com fluor6foro FAM na extremidade 5’

(ENK-VAN; OS; SCHOUTEN, 2011, STUPPIA et al., 2012).
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Cada sonda consiste em dois oligonucleotideos (Left Probe Oligonucleotide -
LPO e Right Probe Oligonucleotide - RPO) que contém uma sequéncia especifica
(sequéncias de hibridacao) que flanqueiam a regido gendmica de interesse; além disso,
apresentam também uma sequéncia homoéloga ao primer universal (sequéncias X e Y).
As sondas também sdo marcadas com sequéncia-coringa (stuffer) de diferente tamanhos
(21-30 nt), o que permite diferenciar cada fragmento amplificado, assim ao final da
reacao terdo produtos de PCR de tamanhos variados (Figura 10) (HIGGS, 2009).

PCR
PCR sequéncia iniciadora Y 3
sequéncia iniciadora X
Fluoroforo LPO RPO SeqUénCia stuffer
5';
sequéncia de hibridagéo (esquerda) sequéncia de hibridag&o (direita)

R
sequéncia alvo

Figura 10 - Representacdo esquematica das sondas de MLPA (Adaptada de Homig-Holzel e Savola,
2012).

A reacdo é constituida por quatro fases: desnaturacdo do DNA e hibridizacdo das
sondas, fase de ligacdo, amplificacdo por PCR, separacdo dos fragmentos amplificados
por eletroforese capilar e andlise dos dados (EIJK-VAN; OS; SCHOUTEN, 2011,
STUPPIA et al., 2012).

Na primeira etapa, apds a desnaturacdo do DNA ele é incubado com uma
mistura de sondas especificas para a regido a ser investigada. Apés a hibridizacao sobre
a sequéncia alvo, as duas sondas (LPO e RPO) sdo unidas por uma ligase termoestavel
gerando um unico fragmento. Posteriormente, os produtos ligados sdo amplificados por
PCR, utilizando-se um par de primers universais, que se anelam as sequéncias
localizadas nas extremidades distais de cada sonda, somente as sondas ligadas uma a
outra podem ser amplificadas exponencialmente por PCR. Consequentemente, serdo
gerados varios fragmentos (amplicons) e, como um dos primers é marcado com
fluorescéncia, estes amplicons podem ser identificados na eletroforese capilar, onde sdo
separados conforme o tamanho. Assim, o numero relativo de fragmentos presentes
depende da quantidade relativa das sequéncias alvo em cada amostra de DNA. Os
resultados da area e altura dos picos de cada produto de amplificacdo gerado sdo
utilizados na normalizagdo dos dados e analisados a partir de softwares de genotipos,

sendo o Coffalyser um dos mais utilizados. A interpretacdo dos resultados se da por
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meio da comparagdo dos tamanhos dos picos das amostras analisadas com os controles.
Se os picos entre as amostras analisadas e os controles forem do mesmo tamanho,
significa que é normal, ou seja, a amostra ndo possui nenhuma alteracdo. Se o pico da
amostra apresentar uma diminuicdo de aproximadamente metade do tamanho do pico
controle, entdo a amostra analisada apresenta uma delecdo em heterozigose dessa
sequéncia alvo. No entanto se o pico da amostra analisada for maior, entdo ela apresenta
uma duplicacdo (EIJK-VAN; OS; SCHOUTEN, 2011, STUPPIA et al., 2012 ). A

Figura 11 demostra as etapas da reacdo do MLPA.

1. desnaturacdo e a hibridagdo

\ sonda 1 (298bp) Sonda 2 (303bp)
A, I
\

DNA / \ ;
Wik dia Sardia sonda 3 (312bp)
ix de Sondas
\ e
2. Ligagao

3 5
sonda 1(296bp) Sonda 2 (303bp) ~ sonda 3 (312bp)
-

3. PCR com iniciadores universais X e Y

Y

—3 —
—
Cada ampliconcom tamanho Unico

4. separagdo por electroforese capilar & analise de fragmentos

ﬁ“ ]

Figura 11 - Representacdo esquematica das etapas da reacdo de MLPA (Adaptada de Homig-Holzel e
Savola, 2012).

Nos ultimos anos, a técnica de MLPA vem sendo utilizada para fins de
diagnostico das talassemias, com o intuito de aumentar a capacidade de identificagdo
das diversas formas da doenga, permitindo, na grande maioria dos casos, a deteccdo de

delecdes e duplicagdes que afetam a expresséo e regulagéo dos genes da globina, néo
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identificados pela metodologia convencional (PHYLIPSEN et al., 2010; COLOSIMO et
al.,, 2011; EIJK-VAN; OS; SCHOUTEN, 2011). Esta técnica permitiu descoberta de
alteracdes até entdo desconhecidas, evidenciando a relevancia do método. De um modo
geral, varios trabalhos tém demostrado que os desfechos encontrados nos ensaios de
MLPA tém sido bastante fidedignos aos de demais técnicas (Multiplex gap-PCR, g-Real
Time PCR, CGH-array e FISH) sugerido como método de escolha para esta abordagem
(HIGGS, 2009; HARTEVELD; HIGGS, 2010; PHYLIPSEN et al., 2010; COLOSIMO
etal, 2011; EJK-VAN; OS; SCHOUTEN, 2011, STUPPIA et al., 2012).
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2. JUSTIFICATIVA

A anemia microcitica e hipocrémica representa um problema de saide publica
atingindo cerca de 30% da populagdo mundial que corresponde a 1,62 bilhdes de
pessoas (BENOIST; MCLEAN; COGSWELL, 2008). Além disso, de acordo com dados
da OMS (2008) aproximadamente 50% dos casos desta anemia sdo devido a deficiéncia
de ferro, atingindo 70% nos paises em desenvolvimento (BENOIST; MCLEAN;
COGSWELL, 2008). No contexto das talassemias o conhecimento das bases
moleculares de individuos portadores de microcitose e hipocromia e a sua prevaléncia
na populacdo apresenta-se vantajoso em termos de saude publica, pois evita que 0s
pacientes sejam submetidos a tratamentos desnecessarios, através do diagnostico
precoce. Possibilita a orientacdo adequada das familias acerca dos riscos relativos da
doenca, planificando medidas para diminuir o nimero de afetados com formas graves.
Portanto, o diagndstico laboratorial correto e preciso das diferentes etiologias das
anemias é de extrema importancia.

As talassemias constituem um grupo diversificado de anemias hemoliticas
microciticas, sendo estas uma condicdo genética frequente, caracterizadas
principalmente por defeitos na sintese das cadeias de globinicas a ou 3, que resulta em
a-talassemia e B-talassemia, respectivamente. A alfa talassemia se deve principalmente
a defeitos herdados nos genes que codificam as cadeias globinicas do tipo o, atingindo
de um a quatro destes genes. A a-tal atinge cerca de 5% da populagdo mundial
(VICHINSKY, 2013). Na populacdo brasileira é considerada uma das alteracdes de
hemoglobina mais comum, chegando a atingir indices acima de 20% (WAGNER et al.,
2010; SOUZA et al., 2015) da populacdo afrodescendente. Entretanto quando avaliada
em individuos com microcitose e hipocromia, esta frequéncia sobe para
aproximadamente 50% (SONATI et al., 1996; MELO REIS et al., 2006; WAGNER et
al., 2010; CARLOS et al., 2015; SOUZA et al., 2015). O diagnoéstico das o talassemias
ndo é um procedimento simples, pois s6 pode ser confirmado com precisdo através do
uso de ferramentas de biologia molecular (FISH, CGH-array, Time-Real PCR e
Multiplex gap-PCR). Dentre elas, a mais empregada é¢ o Multiplex gap-PCR.
Ultimamente, o uso de técnicas como o Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification (MPLA), vem se apresentando como um instrumento promissor para a

deteccdo de variantes envolvendo o nimero de cdpias génicas (delecdes, insercOes e
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duplicagdes). Tais técnicas sdo apliciveis a caracterizacdo molecular de vérias doencas,
dentre elas as talassemias. Assim, a utilizacdo de métodos que permitam o refinamento
da investigacdo diagnostica dessa condicdo tem sido o objetivo de numerosas pesquisas
ao longo de décadas (COLOSIMO et al., 2011; STUPPIA et al., 2012).

Alguns estudos tém demonstrado alto desempenho dessa técnica no diagnostico
das talassemias e na elucidacdo dos casos envolvendo mutagdes raras e desconhecidas
que ainda ndo foram diagnosticadas, referenciando o método como tendo uma maior
resolucdo e especificidade (COLOSIMO et al., 2011; STUPPIA et al., 2012; HIGGS,
2013; DE-LA-CRUZ-SALCEDO et al., 2016). Assim, o presente estudo se propde a
contribuir para a conclusdo diagndstica de casos ndo esclarecidos e também para o
aumento do conhecimento cientifico da alfa talassemia, uma vez que no Brasil ja foram
descritas novas formas de hemoglobinas variantes, tais como Hb Itapira, Hb Bom Jesus
da Lapa, Hb Boa Esperan¢a (JORGE et al., 2007), Hb S-S&o Paulo (JORGE et al.,
2012), entre outras, e ha significativa possibilidade de que novas variantes sejam
identificadas pela técnica MLPA, dada a grande miscigenacdo de nossa populacéo
(PIMENTA et al., 2006). Diante do exposto, seria oportuna a sua implantacdo no
laboratério de pesquisas hematoldgicas do HC-UFTM, pois contribuird para a precisdo
diagndstica, para a escolha correta da abordagem terapéutica e para o rastreio de

algumas variantes de Hb que sdo clinicamente silenciosas.

2.1. HIPOTESE

Considerando as limitagdes dos métodos de Multiplex gap-PCR, acreditamos que
tecnologias como as baseadas em MLPA e microarray representam os métodos mais
confiaveis e eficazes para a descoberta e validacdo de alteracdes envolvendo o numero

de copias do DNA para o diagnostico da a-tal .
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Identificar e elucidar as causas de microcitose e hipocromia ndo ferropriva em
amostras de individuos com ou sem anemia, com suspeita de talassemia o, que nao

puderam ser caracterizados pela metodologia convencional (Multiplex gap-PCR).

3.2. Objetivos especificos

1. Padronizar e implantar, no setor de biologia molecular do laboratorio de
pesquisas hematoldgicas do HC-UFTM, a metodologia de MLPA (Multiplex
Ligation-Dependent Probe Amplification) para a pesquisa de novas delecGes e

duplicacdes no agrupamento génico da alfa globina;

2. Determinar o perfil molecular de casos atipicos ou raros de talassemia alfa cuja
base molecular ndo pode ser detectada ou diagnosticada pela técnica da PCR

multiplex utilizada no diagndstico;

3. Elucidar as causas de microcitose e hipocromia ndo ferropriva em amostras de

individuos com ou sem anemia, com suspeita de talassemia a;

4. Comparar os parametros hematologicos com os genotipos de talassemia o

identificados na casuistica estudada.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Casuistica

O presente estudo tratou-se de uma extensdo vinculada ao meu projeto de
mestrado que foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade
Federal do Triangulo Mineiro e da Fundacdo Hemominas, com nameros de protocolos
1836, 2678 e 304, respectivamente, intitulado: “Incidéncia de alfa talassemia em recém-
nascidos, doadores de sangue e criangas com anemia a esclarecer” (Anexos A, B e C).
Trata-se de um estudo observacional transversal (analitico de abordagem quantitativa).
Para a realizacdo desta pesquisa, foram investigados 85 individuos adultos de ambos os
sexos (62 do sexo feminino e 23 do masculino), com idades variando entre 18 e 72
anos, provenientes do Hemocentro Regional de Uberaba e do Ambulatério de
Hematologia da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, que fizeram parte do
projeto de mestrado (acima mencionado) e apresentaram fendtipo hematoldgico
compativel com o talassemia [Volume Corpuscular Médio (VCM) e Hemoglobina
Corpuscular Média (HCM) com valores reduzidos e niveis séricos normais de cinética
do ferro, ferritina, Hb A, e Hb F].

Dentre os 85 pacientes, em 13 a causa molecular da doenca ndo foi detectada
pelas técnicas disponiveis no laboratério (Multiplex gap-PCR), ou seja, as dele¢des mais

% ~(a)?0%, --MEP) SEAL_FIL_THANY 3o foram identificadas.

frequentes (-, -

Os outros 72 pacientes que haviam sido inicialmente identificados com «
talassemia, através do PCR, também foram analisados pelos ensaios de MLPA, visto
que em 19 casos 0 gendtipo identificado ndo era compativel com o fendtipo
hematoldgico apresentado pelos pacientes e os demais (53 pacientes) foram analisados
com o intuito de avaliar a viabilidade desta nova metodologia aplicada na analise do
cluster de genes da a globina.

Todos os integrantes que foram incluidos neste seguimento do projeto de
mestrado, quando convidados a participar do estudo “Incidéncia de alfa talassemia em
recém-nascidos, doadores de sangue e criangas com anemia a esclarecer”, foram
informados sobre 0s objetivos da pesquisa e também no momento foi perguntado e
questionado se concordavam ou discordavam que os pesquisadores, além do estudo para
qual estavam sendo convidados a participar, poderiam armazenar uma amostra de seu

material genético (DNA) para uso em futuras pesquisas com o objetivo de investigar
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outras mutacBes genéticas da alfa talassemia e de outras hemoglobinopatias. Os
participantes tiveram suas duvidas esclarecidas, e foram informados que o uso futuro do
material nunca seria ligado a nenhum de seus dados pessoais, e que 0 mesmo poderia
negar a permissao para 0 uso da amostra em estudos futuros e ainda participar do
projeto que estava sendo convidado e caso autorizasse 0 uso futuro de sua amostra,
qualquer novo estudo utilizando o seu material genético seria preliminarmente
submetido a nova avaliacdo e autorizacdo do CEP.

Portanto, foram avaliados todos aqueles que haviam assinado o “Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido”, conforme a resolu¢ao 466/2012 do Conselho
Nacional de Saude, com o adendo acima referido, no qual lhes é garantido o acesso
posterior aos resultados obtidos (Anexos D e E).

Nestes individuos foi feita a analise do locus do gene a-globinico pelo método de

MLPA, garantindo-lhes assim um mais diagnostico mais seguro.

4.1.1. Critérios de incluséo e exclusdo dos sujeitos da pesquisa

Foram inclusas todas as amostras de individuos que apresentaram microcitose
e/ou hipocromia, estabelecidos pelos indices hematimétricos VCM e HCM com valores
iguais ou inferiores a 85 fL e 27 pg, respectivamente, com anemia ndo ferropénica a
esclarecer e niveis normais de Hb A, e Hb F que estavam em acompanhamento
ambulatorial no HC-UFTM.

Foram excluidas da pesquisa as amostras de sangue dos participantes que nédo
autorizaram a investigacdo da causa de sua anemia e/ou ndo assinaram o0 Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexos D e E).

4.2. Métodos

4.2.1. Obtencdo das amostras

As 85 amostras de sangue, obtidas na primeira fase do estudo, foram colhidas
por puncdo venosa em um tubos de 4mL contendo anticoagulante EDTA (acido
etilenodiaminotetracético) para a realiza¢ao dos testes moleculares para a-tal e um tubo
de 5 mL sem anticoagulante para a dosagem de ferritina. Os pardmetros hematoldgicos

foram determinados no contador de células automatico modelo Coulter T — 890 (Florida



46

— USA). A determinacdo da ferritina sérica foi realizada através de ensaio imunométrico
quimioluminescente em fase sélida (Roche®), por técnica automatizada, utilizando
equipamento modelo Immulite Cobas®, cujos valores de normalidade sdo 10 a 280
ng/dL para mulheres e 29 a 300 ng/dL para homens. O perfil e a quantificacdo das
fragdes das Hbs (Hb A;, Hb A, e Hb F) foram obtidos a partir de eletroforese em acetato
celulose, em pH alcalino (8,4) (BARTLETT, 1963; MARENGO-ROWE, 1965;
NAOUM, 1987).

Naquela ocasido, foi realizada a extracdo do DNA genémico (gDNA) dos
leucocitos a partir do sangue total, empregando-se o kit QIAamp DNA mini kit
(Quigen®), de acordo com as especificacdes do fabricante e alicotado em dois tubos
Eppendorf e congeladas até o processamento. Procedeu-se a amplificacdo dos
fragmentos do DNA analisados por Multiplex gap-PCR, das dele¢cdes mais frequentes

_a4.2, _(a)20.5’ __MED’ _SEA’ _FIL’ _THAI), Segundo Than e

de alfa talassemia (-a®,
colaboradores (2001) (SOUZA, 2014, SOUZA et al., 2015).
Todas as 85 amostras investigadas com suspeita e/ou diagnéstico de talassemia o

foram processadas pela técnica de MLPA.

4.2.2. MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)
4.2.2.1 Validacdo do Método de MLPA

Antes de iniciar as andlises foi necessario padronizar e validar os ensaios de
MLPA. Para isso, foi realizada a analise de fragmentos de DNA presentes em amostras
(controles) cujos perfis genéticos ja haviam sido determinados, por meio de outros
métodos moleculares tais como Multiplex gap-PCR e PCR especificos. Foram utilizados

controles positivos (com as delecdes -0, -a*?, -(q)?0°--MEP, _SEA _FIL __THAl o

negativos (sem alteragdes nos genes a), obtidos no estudo anterior (SOUZA et al.,
2015), cujas amostras foram armazenadas no Laboratorio de Pesquisas Hematologicas
do HRU. Estes controles foram submetidos aos ensaios de MLPA segundo
recomendacdes do fabricante e apds os resultados foram avaliados quanto & consisténcia
e reprodutibilidade. Em seguida as 85 amostras foram submetidas aos ensaios de
MLPA.
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4.2.2.2 Reagdes de MLPA - Procedimento experimental

Para a investigacdo molecular das amostras foi utilizado, o kit SALSA MLPA
P140-C1 HBA que possibilita a investigagdo de alteragdes no gene a-globina (Anexo F
e G) (MRC-Holland®, Amsterdd, Holanda), composto por 45 sondas, sendo 11 controles
internos e 34 sondas especificas a diferentes regides do cluster do gene a-globina. O kit
dispdem de dois tipos de controles internos, denominados fragmentos Q e D,
indicadores da qualidade das reacdes de MLPA. O primeiro estabelece se uma
quantidade suficiente do DNA foi utilizada e o segundo se 0 DNA foi completamente
desnaturado. E também de controles internos especificos aos cromossomos sexuais X e
Y. As sondas presentes no kit de MLPA, bem como as sequéncias estdo descritas no
anexo G. O protocolo utilizado nas reacdes encontra-se de acordo com o descrito pelo
fabricante do kit probemix (MRC-Holland®, Holanda). O experimento de MLPA foi
realizado em dois dias e dividido em quatro etapas no termociclador, que podem ser

visualizadas na figura 12.

Desnaturagao do DNA Hibridizagao Ligagao das sondas Reagdo dePCR Final da reacdo
das sondas 35 Ciclos

98°C 98°C
95%C

1min
60°C

16-20
hrs

95°C

30 seg 72°C 72°C
1min i 20 min
60°C

30seg

5 min

Pausa +
25°C 15 min
Pausa °
Pausa 15°C

Pausa

Figura 12- Programa utilizado no termociclador para a reagdo de MLPA para a amplificacdo dos
fragmentos.

4.2.2.3. Desnaturacdo do DNA e reacao de hibridizacéo das sondas

No primeiro dia do experimento, cada amostra de DNA foi diluida em TE 1X (10
mM Tris-HCI pH 8.2 + 0.1 mM EDTA), na concentracdo de 50 — 250 ng (5ul) em
microtubo e levados ao termociclador (Applied Biosystems® — Veriti 96-Well Thermal
Cycler), em temperatura de 98°C, por 5 minutos (min.) para desnaturagdo do DNA. Em
todos os ensaios de MLPA foram usados de 3 a 7 controles negativos (normais), sendo
que as reacOes foram realizadas em duplicata para cada paciente.

Ap0Os este periodo, a reacdo foi resfriada para uma temperatura de 25°C, quando

entdo foi adicionada ao DNA desnaturado uma mistura com as sondas e o tampao de
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hibridagdo (1,5ul de SALSA Probemix e 1,5ul de MLPA buffer), para o processo de
hibridacdo das sondas de MLPA ao DNA. Ap6s homogeneizacdo, as amostras foram

incubadas durante 1 min. a 95°C, e em seguida mantidas por 16 a 20 horas a 60°C.
4.2.2.4. Reacdo de Ligacéo

No segundo dia do experimento, a temperatura foi reduzida para 54°C e, logo apés,
foram adicionadas 32ul do mix de ligagdo em cada tubo. Este mix foi preparado com
25ul de agua (H20), 3ul de ligase-65 buffer A, 3ul de ligase-65 buffer B, ¢ 1ul da
enzima ligase-65. A reacdo de ligacdo foi mantida a 54°C, por 15 min., e em seguida a
temperatura foi elevada a 98°C, por 5 min, para inativagdo da enzima ligase-65. Neste
ponto, a 20°C, os tubos foram retirados do termociclador.

4.2.2.5. Reacdo de PCR

Em temperatura ambiente (20C°), foi adicionada a cada amostra 10ul de um mix.
Este mix foi preparado com 7,5 ul de H,O, 2 pul SALSA PCR primer mix e 0,5 pl
SALSA Polimerase. Logo ap6s, prosseguiu-se com os ciclos da reacdo de PCR,
conforme o descrito na Figura 12. Conforme o fabricante, neste ponto, a rea¢ao pode ser
armazenada a 4°C por até sete dias, e a -25°C/-15°C para maiores periodos de
armazenamento. Devido a sensibilidade do marcador fluorescente do primer, os tubos

foram mantidos protegidos da luz embrulhados em papel aluminio.
4.2.2.6. Separacéo dos fragmentos amplificados por eletroforese capilar

Apbds amplificacdo, os fragmentos amplificados foram analisados por
eletroforese capilar em sequenciador automéatico de DNA (3130XL Genetic Analyser,
Abi Prism — Applied Biosystems®, USA), com filtros de fluorescéncia especificos para
genotipagem e capilar de 50 centimetros. Para o preparo das amostras foram
adicionados 0,7 pl da reagdo de PCR, 0,2 ul de marcador LIZ GS-500 (Applied
Biosystems®) e 9 pl de formamida Hi-Di (Applied Biosystems®, Foster City, CA), em
placa de 96 wells.

Em seguida, as amostras foram desnaturadas a 86°C por 3 min., seguida do

resfriamento a 4°C por 2 minutos, antes de serem levadas ao sequenciador. Para a
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corrida os seguintes parametros foram empregados: Sample Injection Voltage: 1,6KV;
Sample Injection Time: 15s; Run Voltage: 15KV; Run Time: 1,800s; oven temperature:
60°C; utilizando-se polimero POP-7(Applied Biosystems®, Foster City, CA). Os perfis
dos fragmentos foram visualizados e interpretados pelo software Coffalyser® (MRC-
Holand®).

4.2.2.7. Analise dos Dados

Os resultados obtidos foram analisados pelo software Coffalyser.Net® (MRC-
Holand®), no qual sdo realizadas anélises quantitativa e qualitativa desses fragmentos,
possibilitando determinar se houve alteragdes no numero de cépias (delecdes ou
duplicacdes) do cluster a-globina das amostras analisadas.

Neste software os dados gerados foram normalizados, com a finalidade de corrigir
oscilacdes da reacdo. Esse procedimento é denominado de normalizacdo intra-amostral,
onde o valor da altura do pico de cada sonda é dividido pela soma dos picos de todas as
sondas presentes em cada amostra. Em seguida, nesta segunda etapa denominada de
normalizacdo inter-amostral, os valores pré-normalizados séo divididos pela média da
altura dos picos das sondas correspondentes nas amostras controles, permitindo a
comparagdo das amostras analisadas com as amostras controles. As diferencas relativas
entre a altura dos picos das sondas nas amostras controles e nas analisadas possibilita
identificar potenciais delecdes e duplicagbes. A partir disso, sdo considerados normais
valores de picos entre 0,7 e 1,3. Enquanto que, valores inferiores a 0,7 (variacao entre
0,3 -0,7) correspondem as delecdes e acima de 1,3 (1,3 — 1,7) as duplicacdes.

Os resultados foram analisados a partir de analise descritiva tais como
frequéncias absolutas e percentuais, média e desvio padréo.

Os dados relativos aos parametros hematoldgicos foram submetidos a analise
estatistica e, por conseguinte, verificou-se a normalidade das amostras através do teste
de Kolmogorov-Smirnov e a homogeneidade das variancias pelo teste de Bartlett. As
suposicdes de normalidade e homogeneidade ndo foram satisfeitas, portanto a
comparacdo das variaveis de interesse entre os grupos foi realizado a partir do teste

Kruskal-Wallis seguido do teste de comparacdo maltipla de Dunn utilizando o programa

® Programa gratuito criado pela MRC-Holland para analise dos dados dos ensaios de MLPA, que 0s
interpreta gerando graficos e tabelas destas.
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de estatistica BioEstat® 5.3. As diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas quando p <0.05.

4.3. Financiamento

O material de laboratério utilizado no desenvolvimento do estudo, tais como,
kits de extracdo de DNA, Kits para os ensaios de MLPA, reagentes para
PCR, reagentes para  sequenciamento, tubos e  ponteiras, foram
adquiridos com recursos da Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais
(FAPEMIG) referente ao processo APQ-01136-13 no edital da Demanda Universal. A
aluna de doutorado recebeu bolsa concedida pela Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES).
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5. Resultados
5.1 Estudo molecular do gene a por Multiplex-gap-PCR

Dos 85 individuos analisados pelo Multiplex-gap-PCR, 13 (15,29%)
apresentaram o genétipo normal (oo/aa) e 72 (84,71%) apresentaram a-tal, sendo 46
(54,12%) portadores a delecdo -’ em heterozigose, 25 (29,41%) em homozigose e um

(1,18%) associado com a delecéo -o*2 (Tabela 1).

Tabela 1- Dados moleculares e valores médios dos pardmetros hematolégicos dos 85 pacientes
investigados

RBC

Gendtipos (10%/mm®) HCM RDW  HbA,  HbF FS
Multiplex-  No ML VEMED g PO oy e o,
g/mL)
PCR
/ 5« M 448 1116 7675 2517 3416 1578 236 140 93.00
W% e« B 478 1148 7714 2770 3668 1583 320 0.60 45.80
o) 13* M 507  11.90 7462 2351 23792 16.03 257 070 52.00
@700 a3 F o461 1109 7615 2418 3504 1591 267 150 52.00
sa 2, 4% M 520 1095 6800 2102 3580 1495 247 101 7260
-0 o™

21* F  5.09 11.10 70.10 2222 36.16 1594 258 103 4740

a*? 1 M 450 11.90 71.00 2480 3660 17.00 230 070 8150

*valores médios; M: masculino; F: feminino; VR: valores de referéncia; RBC: contagem das células vermelhas (VR: M: 4,5-
6,0/F:4,0-5,2); Hb: hemoglobina (VR: M: 14-18/F: 12-16); VCM: volume corpuscular médio (VR: M: 81-99/F: 80-96); HCM:
hemoglobina corpuscular média (VR: 27-32); Hct: Hematécrito (VR: M: 42-54/F: 36-45%); RDW: Red cell distribution width
(VR:10-15); HbA; (VR: 1,5-3,5%); HbF (VR: <2%); FS: Ferritina sérica (F: 10-280 ng/mL/M:29-300 ng/mL).

Como nenhuma das sete dele¢des mais comuns de a-tal pelo Multiplex-gap-PCR
foi identificada nas amostras de 13 pacientes, nos quais foram excluidas outras causas
de anemia microcitica e/ou hipocrdmica, as mesmas foram analisadas pela técnica de
MLPA. Posteriormente foi estendida essa avaliagdo para todas as outras 72 amostras
que haviam sido identificadas com o-tal, para uma andlise mais detalhada dos genes
HBA, com o objetivo de investigar outras possiveis alteragdes no cluster a-globinico,
uma vez que em 19 (22,35%) destas 72 o genotipo detectado ndo era condizente com o

fendtipo apresentado. Com a aplicagdo do método de MLPA, foi possivel identificar 32
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(37,65%) casos com diferentes alteracdes moleculares afetando o cluster a-globinico,
que ndo haviam sido identificadas pela Multiplex-gap-PCR, além de confirmar as

alteracdes encontradas em outros 53 (62,35%) casos.

5.2 Padronizacdo da técnica de MLPA e validacéo do kit P140-C1

Conforme as recomendacgdes do fabricante, qualquer kit MLPA a ser utilizado
inicialmente deve ser validado, avaliando amostras com alteragdes identificadas pelo kit

e controles sem alteracGes (dele¢bes/duplicacdes) nos genes analisados.

Dessa forma, para a implantacdo da metodologia de MLPA no setor de biologia
molecular do Laboratério de Pesquisas Hematologia da UFTM, inicialmente foi
realizado uma analise em amostras de individuos com perfil hematol6gico normal sem
quaisquer alteracdes nos genes da a-globina, para estabelecer e verificar a validade e a
fidedignidade dos resultados deste novo método utilizado, e em amostras com genoétipos
talassémicos ja identificados por outros métodos, a fim de confirmar a eficiéncia da

técnica em identificar alteragdes nos grupamento de genes a.

Em todos os ensaios de MLPA foram analisados os fragmentos amplificados
com base nas sequéncias de 45 sondas, cujos tamanhos diferem entre 130 a 481 nt
(Figura 13), especificas para o cluster da a-globina, flanqueando desde a regido
telomérica do braco curto do cromossomo 16 até o gene DECR2. Deste modo, pode-se

analisar todo o cluster o em apenas um ensaio.
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Figura 13 - Representagdo esquematica da localizacdo das sondas do kit SALSA MLPA probemix P140-
C1 HBA, empregado na analise envolvendo desde a regido telomérica do cromossomo 16p até o gene
DECR2, avaliando cerca de 360 kb de DNA. Os nimeros acima das setas representam o tamanho da
amplificacdo (em nt) das respectivas sondas (MRC-Holland). A sonda 136 somente apresentara sinal de
amplificacdo se a mutacdo que gera a Hb Constant Spring estiver presente.

Fonte: MRC-Holland®

Nas andlises de ambos os controles (normais e positivos) investigados, 0s
resultados obtidos foram satisfatorios, mostrando-se dentro da normalidade em todas as
reacOes como demostrado na figura 14. Para interpretacdo dos resultados a maioria das
sondas de MLPA especificas para o gene HBA, sdo esperados: um nimero de copias de
2 (dois) alelos quando considerado normal, 1 (um) quando apresentar delecdo
heterozigotica, 0 (zero) quando identificado delecdo homozigdtica, 3 (trés) duplicacao
heterozigota), e 4 (quatro) triplicacdo heterozigética ou duplicacdo homozigota,
correspondendo as razbes das sondas de 1; 0; 0,5, 1,5 e 2, respectivamente.
Considerando-se isso, foram selecionados os controles normais (sem alteracfes) para a
validacdo do kit P140-C1 HBA, que posteriormente foram usados no decorrer do

estudo. Em cada ensaio de MLPA foram utilizados de trés a sete controles sem

alteracdes.
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globina. O grafico mostra dois exemplos da analise final, gerado pelo software Coffalyser, mostrando o
perfil de amplificacdo de (A) um controle normal com sinal de todas as sondas testadas e (B) um controle
positivo para a delecdo -’ em heterozigose com reducéo de 75% nos sinais das sondas 220, 214 e 172
localizadas no gene a, e de 50% das sondas 160 e 244 no gene a, € 190, 202, 256, 337 e 226 na regido
entre o gene ay € ay. OS pontos pretos exibem as razdes das sondas e as barras os intervalos de confianca
de 95%. As caixas verdes mostram o intervalo de confianca de 95% das amostras dos DNA de referéncia

usado. As localizacbes das sondas sdo exibidas no eixo x e a razdo dos resultados das sondas no eixo y.
As linhas vermelhas e azuis em raz8o de 0,7 e 1.3 indicam os limites para delecdo e duplicagéo,

Figura 14 - Gréfico da validacéo dos ensaios de MLPA com o kit P140 C1-HBA para andlise do gene a-
respectivamente.

Fonte: Dados gerados pela autora através do software Coffalyser.

5.3 Estudo molecular do gene a por MLPA

Ao serem analisadas por este metodo foram encontradas alteracGes nas 85

amostras. Os resultados desse experimento e a descri¢do das alteracdes identificadas séo

apresentados a sequir.



55

5.3.1 Pacientes identificados com polimorfismos de nucleotideos simples nos genes

HBAL e HBA?

A técnica de MLPA identificou seis diferentes polimorfismos de nucleotideos

simples (SNPs) nos genes a, que estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2- Polimorfismos identificados no gene HBA1 e HBA2 da a-globina em 24 amostras da
casuistica estudada

Polimorfismos Localizagdo no HGVS SNP Gene Nomenclatura Sondas
usando NG_000006.1 HGVS referentes
%
Polimorfismo 1B g.34974C>T rs376988236 HBA2 I:_II?AZ.C. 511C  391e190
Polimorfismo 3A  ¢.33103G>A $143196637  HBAZ g'%gig 328226
Polimorfismo 3B §.36907A>G $3760045  HBAL ;gﬁié 328226
Polimorfismo 4A  9.34247T>G rs2362746  HBA2 ?Eg2:0.300+55 160 e 165
. . rs148228241 HBAl1 HBAL: 160 e 165
Polimorfismo 4B ¢.38051G>T c.300455T>G
Polimorfismo g.[34247T> G; - HBA2  Alelo 0212 160 e 165
. 34311delGinsCTCGGC 1244 ¢ 250
Africanol

cC]

-- ndo determinado

Estes polimorfismos foram identificados em 24 amostras (28,23%) da casuistica
estudada, sendo que em 10 (11,76%) que apresentaram o genotipo normal foram
identificados apenas esses SNPs (Tabela 3) e em 14 (16,47%) amostras com a delecéo -
o’ foram detectadas também associacéo desses polimorfismos mencionados, os quais

serdo descritos separadamente mais adiante e explicitados na Tabela 5.

Na tabela a seguir podem ser observados os niveis hematimétricos segundo os
diferentes polimorfismos identificados nas amostras com genotipo normal no Multiplex-

gap-PCR (Tabela 3).



56

Tabela 3- Dados moleculares e hematoldgicos dos 10 pacientes com genétipo normal no Multiplex-PCR,
identificados com polimorfismos de nucleotideos simples nos genes HBA da a-globina

a-gendtipos
: RBC Hb VCM  HCM RDW  HbA FS
MUl mpa N o) @) @ e "9 e oo oemy
Polvm3B 1 M 438 10.70 73.00 2440 32.00 1510 330 4550
y 2* F 550 12.25 6950 2245 39.05 1640 250 5575
Polym4A 3* F  4.04 1090 85.00 27.00 3447 15.76 3.00 30.33
Polym 4B 1 M 381 10.70 80.00 3140 3490 18.00 230 740.9
Polym 1 M 459 950 67.00 20.70 30.80 18.00 2.20 45.6
ao/ae  Africano 1
(azlz) 1 F 476 1250 80.00 26.20 38.30 15.00 3.20 176.5
Polym
Africano 1
((1212) N 1 M 444 1090 74.77 2477 3290 14.00 200 37.70
Polym 3B
Total 10

*valores médios dos parametros hematolégicos; Poly: polimorfismo; M: masculino; F: feminino; VR: valores de referéncia; RBC:
contagem das células vermelhas (VR: M: 4,5-6,0/F:4,0-5,2); Hb: hemoglobina (VR: M: 14-18/F: 12-16); VCM: volume corpuscular
médio (VR: M: 81-99/F: 80-96); HCM: hemoglobina corpuscular média (VR: 27-32); Hct: Hematécrito (VR: M: 42-54/F: 36-45%);
RDW: Red cell distribution width (VR:10-15); HbA; (VR: 1,5-3,5%); HbF (VR: <2%); FS: Ferritina sérica (F: 10-280 ng/mL/M:29-
300 ng/mL).

5.3.2 Pacientes com a deleco -a*’

Das 72 amostras nas quais a a-talassemia havia sido identificada pelo Multiplex-
gap-PCR, 46 (54,12%) foram caracterizadas como heterozigotas para a delegdo -o*' (-
o>"/aa), 25 (29,41%) como homozigotas (-o™'/-0>") e uma (1,18%) apresentava uma
dupla heterozigose (-o>'/-0*?) (Tabela 4). Em todas estas amostras as deleces 3.7 e a
4.2 foram confirmadas pela técnica de MLPA. Contudo, em 19 (22,35%) amostras além
da delecdo 3.7 foram identificadas outras alteracdes, das quais 14 (16,47%) foram
identificadas a presenca de polimorfismos e cinco (5,88%) associadas a outras raras ou
novas delecBes. Para uma melhor anélise, estes resultados estdo descritos separadamente

na préxima seccéo.
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Tabela 4- Dados moleculares e valores médios dos parametros hematologicos dos 72 pacientes
identificados com a delecéo 3.7 nos genes da o-globina

a-gendtipos
RBC FS
Multiplex- % @aoy Hb VM HCM 0y 0 RDW HDA
PCR MLPA N mm?) (g/dL) (L)  (p9) () (%)
37 37 13 18.06 M 5.07 11.90 74.62 2351 37.92 16.03 257 263.43
-0 o -0 o

33 4583 F 4.61 11.09 76.15 24.18 35.04 1591 2.67 59.38

4 555 M 520 10.95 68.00 21.02 35.80 14.95 247 55.82

3.7 3.7 3.7 3.7
o0 00T 1 2017 F 500 1110 7010 2222 3616 1594 258 117.47

@-ad*? -a®d*? 1 139 M 450 11.90 71.00 24.80 36.60 17.00 2.30 81.50

Total 72 100

M: masculino; F: feminino; VR: valores de referéncia; RBC: contagem das células vermelhas (VR: M: 4,5-6,0/F:4,0-5,2); Hb:
hemoglobina (VR: M: 14-18/F: 12-16); VCM: volume corpuscular médio (VR: M: 81-99/F: 80-96); HCM: hemoglobina
corpuscular média (VR: 27-32); Hct: Hematocrito (VR: M: 42-54/F: 36-45%); RDW: Red cell distribution width (VR:10-15); HbA,
(VR: 1,5-3,5%); HbF (VR: <2%); FS: Ferritina sérica (F: 10-280 ng/mL/M:29-300 ng/mL).

5.3.2.1 Pacientes com delecdo -e¢*’ associados a polimorfismos de

nucleotideos simples no gene a

Como mencionado anteriormente, foi detectada em 14 (16,47%) amostras que
apresentavam a delecdo 3.7, tanto em heterozigose quanto em homozigose, a associa¢do
dos seguintes polimorfismos: 1B, 3A, 3B, 4A, 4B, e Africanol (0*'?) (Tabela 5). Em
sete (8,24%) que apresentavam a delecdo em heterozigoze foram: um (1,18%)
polimorfismo 3A, um (1,18%) 3B, dois (2,35%) 4B e trés (3,53%) Africanol (a**?).
Também foi identificada a associacdo de mais de um polimorfismo em outras duas
(2,35%) amostras com a delecdo -’ em heterozigoze, sendo que em uma (1,18%)
havia a presenca dos polimorfismos 3B e 4B, e em outra (1,18%) os polimorfismos 1B,
3B e Africanol (o**?). Quanto as cinco (5,88%) amostras que tinham a delecdo em
homozigoze, foram identificados os polimorfismos 4A em duas (2,35%) e 0 4B nas

outras trés (3,53%).
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Tabela 5- Dados moleculares e hematolégicos dos pacientes com delecdo -o>’ associados a

polimorfismos de nucleotideos simples no gene a-globina

a-genotipos
Multiplex ?l%g Hb VCM HCM Het (%) RDW HbA, FS
PCR MLPA N oy @0 (bg) (%) (%) (ng/mL)
3.7
o /ot 1 M 6.68 1650 79.34 2470 53.00 1500 220 6550
p03I)7/m3A
-0 /o + 1 F 434 1080 80.00 2480 3460 16.00 3.00 42.90
p03I37/mSB
-0 /o + 2* F 411 1050 80.00 2555 3320 1595 250 93.80
polym4B
-o> oo +

27 polym3B + 1 M 481 1350 80.00 2820 40.00 1440 230 14450
-0 /aa polym4B

*"/aa+polym 1 M 436 1120 8000 2560 3510 1400 220 54.90

Africano 1 (¢*®) 2* F 434 1100 79.00 2535 11.00 1585 275 57.45
-o> oo +
polymlB+polym ) o 599 1070 7980 2668 3200 13.00 290 27.40
3B+polym
Africano 1 (o?%)
_a3A7/_(l3.7
* F 476 1150 67.50 2270 3475 1575 2.60 178.70
ERIRY +pgl7ym§b7°~
o a * F 479 11.35 7500 2375 3690 13.85 2.80 85.43
+polym4B
Total 14

*valores médios dos parametros hematoldgicos; Poly: polimorfismo; M: masculino; F: feminino; VR: valores de referéncia; RBC:
contagem das células vermelhas (VR: M: 4,5-6,0/F:4,0-5,2); Hb: hemoglobina (VR: M: 14-18/F: 12-16); VCM: volume corpuscular
médio (VR: M: 81-99/F: 80-96); HCM: hemoglobina corpuscular média (VR: 27-32); Hct: Hematécrito (VR: M: 42-54/F: 36-45%);
RDW: Red cell distribution width (VR:10-15); HbA; (VR: 1,5-3,5%); HbF (VR: <2%); FS: Ferritina sérica (F: 10-280 ng/mL/M:29-
300 ng/mL).

5.3.2.2 Pacientes com delecéo -a*’ associados a uma nova delecéo de talassemia o

A investigacdo molecular inicial por Multiplex-gap-PCR, mostrou, em duas
(2,35%) amostras, um padrdo compativel com heterozigose da delegdo -a*’. Ao serem
analisadas pelo MLPA além da delecédo -0, foi detectada, tanto na primeira (amostra
Al) quanto na segunda (A2) uma nova delecdo de talassemia o ainda ndo descrita na
literatura, com aproximadamente 17.2 kb de DNA envolvendo as sondas 436 a 391, que
remove um segmento contendo desde a regido up-stream do gene ( (zeta) até a regido
down-stream do pseudogene al, mas deixa intactos os genes duplicados o, € o1 NO

cluster a globinico. As Figuras 15 e 16 mostram a representacdo esquematica e grafica
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das duas delegdes detectadas. Os dados hematologicos e moleculares desses pacientes

encontram-se na Tabela 6.
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uma nova delecdo de talassemia o, A regido telomérica do cromossomo 16p13.3 esta indicada pela forma
oval, as setas mostram as localizagBes das respectivas sondas que compdem o kit P140-C1HBA, enquanto
gue as caixas em azul simbolizam os genes. As faixas preta indicam os fragmentos deletados, os tracos
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2017).
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Figura 16. Gréficos elaborados pelo software Coffalyser com os resultados do MLPA dos pacientes com

delecdo -a*" associados a uma nova delecio de talassemia a. O eixo X representa as posicdes das sondas

é
tado

da intensidade do sinal das sondas no eixo y. A presen¢a de ambos os alelos no gene

No gene € as razoes

e represen

da de ambos os alelos

, ja a per

indicado pela razdo 1, a razdo 0.5 indica a perda de um alelo
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pela razdo 0. As amostras Al e A2 mostram & delecéo -o>’, em um dos alelos, indicada pela diminuicéo
de 25% das sondas 220, 214 e 172 e 50% das demais (160, 244, 190, 202, 256, 337 e 226), associada a
uma delecdo o ndo identificada no outro que abrangeu as sondas 436 a 391 com uma reducéo de 50%
nos sinais das respectivas sondas. A= amostras

Fonte: Dados gerados pela autora através do software Coffalyser.

Tabela 6- Dados moleculares e hematolégicos dos pacientes identificados com a delecdo -0’ associados
a uma nova delegio de talassemia o

a-gendtipos

RBC Hb VCM HCM FS

PCR MLPA (10%mm’)  (gidL) (L)  (pgY)

RDW  HbA; HbF

Ht (D) o) (6) (%)

(ng/mL)

oo et F 494 1220 76 2460 3760 1560 2.1 050  54.40
e adt™? M 626 1480 75 2360 47.00 1480 2.80 6.26  14.80

M: masculino; F: feminino; VR: valores de referéncia; RBC: contagem das células vermelhas (VR: M: 4,5-6,0/F:4,0-5,2); Hb:
hemoglobina (VR: M: 14-18/F: 12-16); VCM: volume corpuscular médio (VR: M: 81-99/F: 80-96); HCM: hemoglobina
corpuscular média (VR: 27-32); Hct: Hematocrito (VR: M: 42-54/F: 36-45%); RDW: Red cell distribution width (VR:10-15); HbA,
(VR: 1,5-3,5%); HbF (VR: <2%); FS: Ferritina sérica (F: 10-280 ng/mL/M:29-300 ng/mL).

5.3.3 Pacientes com fendtipo de doenca da Hb H

A investigacdo molecular inicial por Multiplex-gap-PCR, mostrou, em trés
(3,53%) amostras, um padrdo compativel com heterozigose da delecdo -o*’ em duas
(A3 e A4) e um padrdo compativel com homozigose em uma (A5), resultado que nao
explicava o fenotipo de doenca da Hb H observado nestes trés casos. Ao serem
analisadas pelo MLPA, além da delegdo -a*’, foi detectada na A3 e A4 uma delecio
com aproximadamente de 67 kb de DNA envolvendo a regido reguladora do gene o
(HS-40) e suas regides adjacentes abrangendo as sondas 463 a 364 com diminuicdo de
50% nos seus sinais. Ja na A5 foi detectada uma extensa delecdo ainda nédo descrita na
literatura, com aproximadamente 70 kb de DNA, que eliminou desde a regido do HS-40
até parte do gene 6 (HBQ;), compreendendo as sondas 178 a 400. As Figuras 17 e 18
mostram a representacdo esquematica e grafica das trés delecGes detectadas. Os dados

hematologicos e moleculares desses pacientes encontram-se na Tabela 7.
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Figura 17. Esquema representando as delecdes detectadas nas pacientes com fendtipo de doenca da Hb
H. A regido telomérica do cromossomo 16p13.3 esta indicada pela forma oval, as setas mostram as
localizacGes das respectivas sondas que compdem o kit P140-C1HBA, enquanto que as caixas em azul
simbolizam os genes. As faixas preta indicam os fragmentos deletados, os tracos pontilhados estabelecem
a primeira e a Gltima sonda deletadas e as &reas em aberto demonstram as regides nas quais
provavelmente ocorreram os breakpoints. A= amostra (Adaptado de MRC-Holland, 2017).
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Figura 18. Graficos elaborados pelo software Coffalyser com os resultados do MLPA dos pacientes. O

JJa

eixo X representa as posicdes das sondas no gene e as razdes da intensidade do sinal das sondas no eixo y.
A presenca de ambos os alelos no gene é indicado pela razéo 1, a razdo 0.5 indica a perda de um alelo

a perda de ambos os alelos é representado pela razdo 0. (A) Na A3 e A4 a delecdo do HS-40 e suas

regides a

djacentes sdo indicadas pela diminuicdo de 50% nos sinais sondas 463 a 364 em um alelo,
enquanto que a delecdo -’ é indicada pela diminuicdo de 25% das sondas 220, 214 e 172 e 50% das

demais (160, 244, 190, 202, 256, 337 e 226) no outro, ambas em heterozigose. (B) A A5 mostra a delecdo

-a>’, em um dos alelos, associada a uma deleg

dentificada no outro, que abrangeu as sondas 178 a

aonao i

400, com uma reducdo de 100% nos sinais das sondas 160, 244, 190, 202, 256, 337 e 226, de 50% para as

sondas 178 a 328 e 165 a 400 e de 25% para as sondas 220, 214 e 172. A= amostra.

Fonte: Dados gerados pela autora através do software Coffalyser.
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Tabela 7- Dados moleculares e hematolégicos das pacientes identificadas com fenétipo de doenga da Hb
H

a-gendtipos

RBC Hb VCM HCM RDW  HbA;  HbF FS

PCR  MLPA  @omm) @d) (1) () " e 0 e

e o™ F 419 820 67 1950 28.30 2060 1.60 160 319.70
e o™ M 5.04 990 64 1960 3210 2140 230 0.90 384.00
33 P F 545 950 58 17.40 3150 2370 240 060 632.70

M: masculino; F: feminino; VVR: valores de referéncia; RBC: contagem das células vermelhas (VR: M: 4,5-6,0/F:4,0-5,2); Hb:
hemoglobina (VR: M: 14-18/F: 12-16); VCM: volume corpuscular médio (VR: M: 81-99/F: 80-96); HCM: hemoglobina
corpuscular média (VR: 27-32); Hct: Hematocrito (VR: M: 42-54/F: 36-45%); RDW: Red cell distribution width (VR:10-15); HbA,
(VR: 1,5-3,5%); HbF (VR: <2%); FS: Ferritina sérica (F: 10-280 ng/mL/M:29-300 ng/mL).

5.3.4 Pacientes com talassemia a° combinado com alelos o normais

Neste caso, foram detectados dois (2,35%) pacientes (A6 e A7) com uma
delecdo com aproximadamente de 67 kb de DNA restrita a regido reguladora do gene a
(HS-40) e suas regides adjacentes (POLR3K-3), envolvendo as sondas 463 a 364
apresentando uma reducdo de 50% em seus sinais, em um dos alelos, sendo que 0s
outros genes do cluster o estavam estruturalmente intactos (Figura 19 e 20). Esses
pacientes apresentaram uma delecdo o em heterozigose que comprometeu a regido que
controla a expressdo dos genes a. As Figuras 19 ¢ 20 mostram a representacao
esquematica e grafica das delecdes detectadas. Os dados hematoldgicos e moleculares

desses pacientes encontram-se na Tabela 8.

463 382 436 292 184 391 328 160 136 202 226 165 310400 277
|
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Figura 19. Esquema representando as delecfes da regido HS-40 no cluster a. A regido telomérica do
cromossomo 16pl13.3esta indicada pela forma oval, as setas mostram as localizagdes das respectivas
sondas que comp&em o kit P140-C1HBA, engquanto que as caixas em azul simbolizam os genes. As faixas
preta indicam os fragmentos deletados, os tracos pontilhados estabelecem a primeira e a Ultima sonda
deletadas e as areas em aberto demonstram as regifes nas quais provavelmente ocorreram os breakpoints.
A= amostra (Adaptado de MRC-Holland, 2017).
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delecBes da regido HS-40. O eixo X representa as posi¢des das sondas no gene e as razdes da intensidade

Figura 20. Gréficos elaborados pelo software Coffalyser com os resultados do MLPA dos pacientes com
do sinal das sondas no eixo y. A presenca de ambos os alelos no gene € indicado pela razdo 1

0.5

0. As mostras A6 e

, a razao

ao

da de ambos os alelos é representado pela raz

AT apresentam a delecdo do HS-40 e suas regifes adjacentes sdo indicadas pela diminuicdo de 50% nos

sinais sondas 463 a 364 em um alelo. A= amostra.

-z

, ja a per

indica a perda de um alelo

Fonte: Dados gerados pela autora através do software Coffalyser

Tabela 8- Dados moleculares e hematolégicos dos pacientes com delecdo da regido HS-40 do cluster o-

globina

a-genotipos

Hb VCM  HCM  Hct RDW  HbA, HbF kS
(%)

RBC
(10%/mm?)

(ng/mL)

(fL) (P9) (%) (%) (%)

(g/dL)

MLPA

PCR

0.50 263.50

2.20

15.70

37

19.20

66

10.70

0P F 5.61

oo/ oo

67 2110 36 1630 270 0.60 6340

11.40

5.40

0" a0 F
F: feminino; VR: valores de referéncia; RBC: contagem das células vermelhas (VR: F:4,0-5,2); Hb: hemoglobina (VR: F: 12-16);

VCM: volume corpuscular médio (VR: F: 80-96); HCM: hemoglobina corpuscular média (VR: 27-32); Hct: Hematdcrito (VR: F:

oo/ oo

36-45%); RDW: Red cell distribution width (VR:10-15); HbA; (VR: 1,5-3,5%); HbF (VR: <2%); FS: Ferritina sérica (F: 10-280

ng/mL).
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5.3.5 Paciente com duplicacéo do cluster a

Neste caso, foi detectada uma (1,18%) amostra (A8) apresentando uma
duplicacdo de grande extensdo, de cerca de 140 Kb de DNA, que envolveu desde a
regido telomérica POLR3K do cromossomo 16 até parte do gene 6 (HBQ;), todas as
sondas de 463 a 400 exibiram um aumento de aproximadamente 75% em seus
respectivos sinais (Figura 21). As figuras 21 e 22 mostram a representacdo esquematica

e grafica da duplicacdo detectada. Os dados molecular e hematolégico desse paciente

encontram-se na Tabela 9.
463 382 436 292 184 391 328 160 136 202 226 165 310400 277 445 472 418 262

1
178 346 147 214 1721190 337 214 172 283
1
364 373 220 244 : 256 220 250 154
WL LU
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=
8 E
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- ]
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- - | To8H
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Figura 21. Esquema representando a duplicacdo do cluster a. A regido telomérica no cromossomo
16pl3.3esta indicada pela forma oval, as setas mostram as localizagdes das respectivas sondas que
compdem o kit P140-C1HBA, enquanto que as caixas em azul simbolizam os genes. A faixa preta indica
o fragmento alterado, os tragos pontilhados estabelecem a primeira e a Gltima sonda alterada e as areas em
aberto demonstra as regifes na qual provavelmente ocorreu o breakpoint da duplicacdo. A sequéncia
duplicada esta representada pelo retangulo preto possuindo aproximadamente 140.000 pares de bases,
abrangendo as sondas 463 a 400. A= amostra (Adaptado de MRC-Holland, 2017).
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Figura 22. Gréafico gerado pelo software Coffalyser.Net com o resultado do MLPA da amostra com a
duplicagdo do cluster a. O eixo X representa as sondas e o eixo y as razfes das sondas da amostra
analisada e a razdo média das amostras de referéncia. Uma proporcéo de 1 indica a presenca normal
esperada de ambos os alelos, uma razéo de 1,5 indica uma cépia de 1 alelo e 2 indica 0 aumento dessa
regido em ambos os alelos. A sequéncia duplicada possuindo aproximadamente 140.000 pares de bases é
indicada pelas sondas 463 a 400.

Fonte: Dados gerados pela autora através do software Coffalyser

Tabela 9- Dados molecular e hematolégico do paciente com duplicagdo do cluster a-globina

a-gendtipos

RBC Hb VCM HCM RDW  HbA,

Multiplex- )\ 5 @mmy)  @dy) (L) (g TP o) (%)  HbF  Fs(g/
PCR mL)

oo/oo oaoo/ao M 5.20 1280 77 2460 40.20 13.80 2 0.30 93.00

M: masculino; VR: valores de referéncia; RBC: contagem das células vermelhas (VR: M: 4,5-6,0); Hb: hemoglobina (VR: M: 14-
18); VCM: volume corpuscular médio (VR: M: 81-99); HCM: hemoglobina corpuscular média (VR: 27-32); Hct: Hematdcrito (VR:
M: 42-54); RDW: Red cell distribution width (VR: 10-15); HbA, (VR: 1,5-3,5%); HbF (VR: <2%); FS: Ferritina sérica (M:29-300
ng/mL).

5.3.6. Comparacao do perfil hematologico dos pacientes com a-tal

A partir dos resultados obtidos, os parametros hematoldgicos dos pacientes com
talassemia o foram correlacionados com os perfis genotipicos de o (-o/aa e -o/-a) e o
(--/o). A Tabela 10 mostra os resultados dos parametros hematoldgicos dos pacientes
que foram identificados com delecdes nos genes a. Os pacientes foram agrupados

segundo o perfil genotipico e género, com o objetivo de verificar se havia diferencas
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significativas nos valores destes parametros entre eles. As tendéncias desses parametros
hematoldgicos analisados também estdo representadas na Figura 23. Em relacdo a
contagem das células vermelhas (RBC) foram observadas diferencas significativas entre
0s géneros (feminino e masculino) para o genoétipo -a/ao, os homens apresentaram
valores significativamente maiores do que as mulheres. Mas, para 0s pacientes que
tinham delecdo de duas coOpias do gene HBA, as mulheres apresentaram valores
significativamente maiores que os homens. Tanto para o0 VCM quanto para 0 HCM
foram observadas diferencas significativas entre os grupos (feminino e masculino) para
0S genotipos -o/-a, -a/-0. ¢ --/ac. Foi observado que naqueles que tinham duas cépias do
gene HBA excluidas, os valores de VCM e HCM foram significativamente menores do
qgue naqueles que tinham apenas uma Unica copia do gene deletado. Ao analisar 0s
valores de HbA,, nota-se que os resultados foram semelhantes aos observados para o
VCM e 0 HCM para os gendtipos -o/aa, -o/-a € --/ao, sendo, que naqueles que tinha
duas copias do gene HBA excluidas os valores de HbA, foram significativamente
diminuidos. Ja nos pacientes com uma Unica copia do gene HBA excluido, foram
observadas diferencas significativas apenas entre as mulheres. Ndo se observou
diferenca estatistica significativa entre os valores de Hb, Hct e RDW para 0s gendtipos
analisados, embora naqueles que tinha duas copias do gene excluido esses parametros

foram ligeiramente mais baixos.
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Tabela 10- Relagdo entre os genotipos -o/aa, --/aa € -o/-a. COM 0S parametros hematolégicos dos 71
pacientes identificados com esse perfil genotipico

Gendtipo
(103/?71%3) Hb (g/dL) VCM (fL) HCM (pg)  Hct (%) le%v HbA, (%)
9* 5.11+0.99 3881+ 1558+ 167+
woa M 12244254 75314529 2407+288 . >0 e
3526 + 1575+ 218+
Fogox 402%060 1448, 130 76441404 2433%269 7,5 1.72 1.18
3465+ 1630+ 198+
-:f;._lae M 7+ 499%104 10634210 6716381 2103%250 .o 551 00
3588+ 1619+ 141+
F ocx 508%063 1093%118 69574450 21884259 o0 5Ea o8
valor-p 71 **0.0191 0.3909 **0.0001 *%00032  0.4441 0.8349 **0.0001
(ANOVA) : : : : : : :

*valores médios dos pardmetros hematol6gicos; M: masculino; F: feminino; VR: valores de referéncia; RBC: contagem das células
vermelhas (VR: M: 4,5-6,0/F:4,0-5,2); Hb: hemoglobina (VR: M: 14-18/F: 12-16); VCM: volume corpuscular médio (VR: M: 81-
99/F: 80-96); HCM: hemoglobina corpuscular média (VR: 27-32); Hct: Hematocrito (VR: M: 42-54/F: 36-45%); RDW: Red cell
distribution width (VR:10-15); HbA, (VR: 1,5-3,5%); HbF (VR: <2%); média z*desvio padrdo para cada
parametro.**diferencas estatisticamente significante (p < 0.05). Analise de Variancia (ANOVA) para comparagdo multipla.
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Figura 23. Box-plot mostrando a comparacdo dos valores de RBC, VCM, HCM e HbA, entre os
diferentes genoétipos de a-tal. As extremidades de cada Box-plot correspondem ao primeiro e terceiro
quartis, a linha central representa a mediana e as linhas verticais representam os valores minimo e
méaximo. Anéalise comparativa estatistica de RBC, VCM, HCM e HbA, das diferentes delecdes foram
feitas por Kruskal-Walis e Dunn (BioEstat versdo 5.3). Valores de significadncia: p < 0.05; ns: ndo
significativo. Fonte: Gréaficos gerados pela autora através do programa de estatistica BioEstat.
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6. Discussao

Nos ultimos anos 0 método Multiplex-gap-PCR tém sido o mais utilizado nos
estudos genéticos das cadeias a da globina, pois, além de possibilitar a amplificacdo
simultanea de varios fragmentos em uma Unica reacdo, € considerado rapido e
econémico (CHONG et al., 2000; WENNING et al., 2000). Esta técnica € muito usada

na triagem molecular das sete delecdes mais prevalentes da a-tal (-o*', -a*?, --MEP -

o205 _SEA _FIL o _THA

). As demais mutacGes podem ser investigadas por outras
metodologias também baseadas em PCR ou ainda por meio do sequenciamento de DNA
(HIGGS et al., 2001). Ainda assim, em muitos casos, pacientes que cursam com
fenotipo hematoldgico (VCM e/ou HCM diminuidos e niveis normais de status do ferro,
ferritina, HbA, e HbF) semelhantes aos observados nos individuos que possuem
mutacdes da o-tal, permanecem sem diagndstico (FALLAH et al., 2010; SUEMASU et
al., 2011). Provavelmente, esses casos estdo relacionados com mutagdes raras ou ainda

desconhecidas, ndo diagnosticadas pelas metodologias usualmente utilizadas

(COLOSIMO et al., 2011; STUPPIA et al., 2012).

Assim, o desenvolvimento de ferramentas que permitam o refinamento da
investigacdo diagndstica dessa alteracdo tem sido alvo de diversos estudos ao longo de
mais de uma década. Desde sua primeira descricdo em 2002 por Schouten et al., o
MLPA, desenvolvido para pesquisar numa unica reacdo baseada no PCR em até 50
sequéncias de DNA e para identificar variagdes no numero de céopias (CNVs) de genes
especificos, tornou-se uma técnica promissora para determinacdo e caracterizacdo de
delecdes e/ou duplicacdes nos clusters dos genes a-globina, sejam elas raras, novas ou
conhecidas (HARTEVELD et al., 2005, EIJK-VAN; OS; SCHOUTEN, 2011). Sua

capacidade de investigar varios segmentos de DNA em uma Unica reacdo faz do MLPA
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um metodo de alta resolucéo, excelente especificidade e com otima relacdo custo-
beneficio quando comparado com as demais técnicas, como por exemplo, o array-CGH

(STUPPIA et al., 2012).

Em nosso estudo, utilizamos a metodologia de MLPA, recentemente
implementada no laboratoério de biologia molecular e celular da Disciplina Hematologia
e Hemoterapia da UFTM, para identificacdo e caracterizacdo de delecGes relacionadas a
a-tal em 13 pacientes que ndo tiveram o diagnostico definido pelos métodos até entdo
disponiveis em nosso laboratério (Multiplex-gap-PCR e PCR-especifico). Para uma
analise mais detalhada dos genes HBA, também aplicamos a técnica de MLPA em 72
pacientes que ja haviam sido diagnosticados com a-tal, em virtude de que em alguns

casos 0 genotipo detectado ndo condizia com as alteragdes hematoldgicas apresentadas.

Com a aplicacdo dos ensaios de MLPA foi possivel demonstrar, em 32/85
(37.65%) casos estudados, além das delecdes ja conhecidas (-o>' e -a*?), diferentes
polimorfismos de um dnico nucleotideo (SNPs), delecdes raras (delecdo da regido HS-
40), desconhecidas (novas delecdes) e ainda uma extensa duplicacdo envolvendo todo o

agrupamento de genes o.

Em relacdo aos polimorfismos noés identificamos seis SNPs (rs376988236
(9.34974C>T), rs143196637 (g.33103G>A), rs3760045 (g.36907A>G), rs2362746
(9.34247T>G - HBA2:c.300+55T>G), rs148228241 (g.38051G>T) e o alelo @212
(0.[34247T> G; 34311delGinsCTCGGCCC]) envolvendo os genes a; e o, em 24

amostras; das quais em 14 além destes SNPs foram também detectadas a delegéo -o>".

O grupamento dos genes o estd localizado em regides altamente homologas e,
devido a essa homologia, esta regido cromossémica esta propensa a eventos genéticos

que causam delecdes de diferentes tamanhos e polimorfismos estruturais, como esses
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SNPs (que sao varia¢Oes nas sequéncias de nucleotideos em seguimentos homologos de
DNA) (WEATHERALL; CLEGG, 2001; HIGGS; WEATHERALL, 2009; HIGGS,
2009). Uma explicacdo complementar para tais eventos seria que no genoma humano ha
um elevado nimero de repeticdes Alu (3x10° cépias); no cluster « e ao seu redor, as
quais representam cerca de 25% de toda a sequéncia e que poderiam propiciar
rearranjos mediados pela recombinacdo entre essas repeticdes durante a replicacdo do
DNA, favorecendo assim o surgimento de delecbes de diferentes tamanhos. Inclusive,
uma analise minuciosa da sequéncia de DNA dos pontos de quebra de algumas delecGes
nos genes o revelaram algumas particularidades interessantes como palindromos,
repeticdes diretas e regides de fraca homologia. Segundo alguns autores, tais eventos
também poderiam estar envolvidos no rearranjo do DNA (HIGGS, 2009; HIGGS, 2013;

DE-LA-CRUZ-SALCEDO et al., 2016).

Nos pacientes que foram identificados somente com SNPs (rs3760045,
rs2362746, rs148228241 e o alelo a212), todos apresentavam fenotipos hematoldgicos
compativeis com o genétipo identificado (heterozigotos para o' talassemia). Referéncias
bibliogréaficas e bancos de dados como o Ithanet e 0 dbSNP no NCBI, indicam que estes
SNPs sdo considerados polimorfismos neutros, ndo influenciando as alteracGes
fenotipicas. Exceto para o alelo a2/2 (polimorfismo africano), que foi relatado
anteriormente em individuos que apresentaram microcitose leve e tinham descendéncia
afro-americana (GU et al., 1988), indiana, malaia e iraniana (LAW et al., 2006), em
frequéncias de 3,15%, 4,25%, 0,78% e 0,83%, respectivamente. Na América Latina este
rearranjo (a212) foi identificado pela primeira vez em 2012 em associagdo com a Hb
Etobicoke (SILVA; SENDIM; VIANA, 2012), e mais tarde, em associagdo com uma

mutagdo ndo delecional de a-tal, em uma familia cubana (SCHEPS; DE PAULA;
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BITSMAN, 2013) e recentemente, em uma crianga com associacdo com a Hb Bristol-

Alesha no Brasil (PEDROSO et al., 2017).

Em nossa populacdo, identificamos essa variante em sete individuos de
descendéncia predominantemente africana: quatro associados com a delecdo -a*’
((1212(1/-(13'7) e trés individuos com parametros hematologicos sugestivos de a-tal

212

(" /o).

O alelo hibrido a212 ¢ formado pela conversdo entre os genes HBA2 e HBAL;
fazendo com que o intron 2 tipico do gene HBA1l seja também localizado
no HBA2. Os genes HBA codificam sequéncias idénticas, mas que diferem, em apenas
dois locais no intron 2: uma substituicdo T> G ( HBA2: T; HBAL: G) na posicdo 55
(HBA2:¢.300+55T>G) e uma insercéo de 8 nt, onde um unico G ( HBA2) ¢ substituido
por 5'-CTCGGCCC-3' ( HBAL), na posicio 119-126 (HBA2:¢.301-4G> CTCGGCCC)
(LAW et al., 2006). Atualmente, ndo ha um consenso sobre 0 mecanismo mutacional
envolvido na origem deste alelo e o seu possivel efeito em sua expressao ainda nao foi

definido (GU et al., 1988; LAW et al., 2006).

Em nosso estudo nos observamos alteracdes hematologicas em todos os
pacientes identificados com SNPs neutros. Relatos na literatura sugerem que estes
polimorfismos podem surgir devido a um duplo crossover ou conversao génica entre 0s
dois genes HBA2 e HBAL de alelos normais desalinhados, sugerindo que a presenca
destes rearranjos possa estd associadas e relacionadas com alteracbes de alguns
parametros hematoldgicos, especialmente VCM e HCM (GU et al., 1988; LAW et al.,
2006). No entanto, outros estudos devem ser realizados, para avaliar os seus verdadeiros
efeitos sobre esses pardmetros hematologicos (SILVA; SENDIM; VIANA, 2012;

SCHEPS; DE PAULA; BITSMAN, 2013; PEDROSO et al., 2017).
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Diante dessa situacdo, esses pacientes podem receber tratamentos inadequados
ou desnecessarios, tais como intervencGes para deficiéncia de ferro, especialmente
qguando a anemia estiver presente. Dai a importancia da caracterizacédo e identificacdo
correta desses casos (PIMENTA et al., 2006; HIGGS, 2009; WAGNER et al., 2010;
STUPPIA et al., 2012). Alguns estudos genéticos relatam que estas variacOes
polimorficas podem ndo ter consequéncias fenotipicas, embora se saiba que
anormalidades na estrutura gendmica podem resultar em uma maior susceptibilidade a
fenotipos relacionados a doenca. A explicacdo para os efeitos fenotipicos observados
seriam que, embora ndo altere 0 aminoacido, pode afetar a estrutura e estabilidade do
RNA mensageiro e com isso reduzir a quantidade de produto proteico (KWOK; GU,
1999, GRIFFITHS et al., 2001), o que justificaria a anemia microcitica hipocrémica,
ndo podendo ser confundida por exemplo com outras condi¢des como deficiéncia de
ferro ou B-tal minor, ja que esses individuos apresentaram niveis normais de status do
ferro, ferritina e HbA,. No entanto, outras possibilidades também poderiam explicar
estas alteracdes hematoldgicas, tais como inflamacdo cronica, anemia sideroblastica,
envenenamento por chumbo e gravidez, além de outras alteracbes genéticas (HIGGS,
BOWDEN, 2001; DE-LA-CRUZ-SALCEDO et al., 2016), condi¢bes ndo identificadas

nos pacientes do presente estudo.

Além desses casos, em 14 daqueles 32 pacientes foram observadas associacdes
entre esses SNPs e a delecdo -0, tanto em estado heterozigoto [-a*'/aa (09/14)]

quanto homozigoto [-a>/-a*’ (05/14)].

37 ¢ a forma mais comum de o-tal observada mundialmente

A delecdo -a
(HARTEVELD; HIGGS, 2010; HIGGS, 2013), podendo variar de 20 a 25 % na

populacdo afrodescendente no Brasil (SONATI et al., 1991; SONATI; COSTA, 2006;
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SOUZA et al., 2015). Esta delecdo é resultante do crossing-over desigual entre as
sequéncias homologas no cluster a. Alguns trabalhos na literatura sugerem que nesses
segmentos altamente homdélogos o aparecimento de novos rearranjos pode ocorrer com
mais frequéncia, aumentando as possibilidades para o surgimento de delecdes e
diferentes polimorfismos (KWOK; GU, 1999; WEATHERALL; CLEGG, 2001;
HIGGS; ENGEL; STAMATOYANNOPOQULOS, 2012). Nossos resultados
corroboraram com os descritos por esses estudos, apontando essa diversidade genotipica

através dos diferentes tipos de SNPs e dele¢fes encontradas.

Em dois casos que no Multiplex—gap-PCR apresentavam um padrdo compativel

%7 em heterozigose, foi identificado que a delecdo -o®’ estava

com a delecdo -o
associada a uma delecdo que eliminou tanto o gene { quanto os pseudogenes ay € oy,
com aproximadamente 17.2 Kb de DNA. De acordo com tamanho e os breakpoints
aproximados, esta nova delegdo o identificada ndo é semelhante a nenhuma outra
mutacio ja descrita na literatura, indicando a descoberta de uma nova forma de o em
nossa populacdo. Em outros trés casos que no Multiplex—gap-PCR apresentavam um
padrdo compativel com a delegdo -a*’, em heterozigose em dois casos e em homozigose
no outro, em dois deles foi detectado que a delecdo -o>” estava associada a uma delecéo
rara, de cerca de 67 kb de DNA, na regido reguladora do gene o (HS-40) e suas regides
adjacentes (POLR3K-3). J& no terceiro, a delecdo -o>' foi detectada associada a uma
extensa dele¢ao que eliminou tanto os genes a quanto a sua regiao regulatoria do HS-40,
com aproximadamente 70Kb de DNA. De acordo com tamanho e os breakpoints
aproximados, estid nova delecio o’ identificada, ndo é semelhante a nenhuma outra
mutacdo ja descrita na literatura, indicando a descoberta de uma nova forma de «” em

nossa populacdo. Ambos os pacientes que apresentavam a delecdo da regido HS-40

associada a delecéo -0’ cursavam com um quadro clinico e laboratorial de anemia
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moderada com hemoglobina de 8,2 e 9,5 g/dL e microcitose com VCM de 67 e 58fl,
respectivamente, hipocromia, poiquilocitose, presenca de hemacias em alvo e niveis

normais de cinética do ferro, ferritina e HbA..

A maioria dos genotipos a-talassémicos derivam das interagdes entre as formas
o (-a/oa ou -a/-a) e ol (-/aq) e, as vezes, combinagdes complexas envolvendo esses
alelos podem surgir. Como discutido anteriormente, a forma o mais comum e
amplamente distribuida no mundo, resultante da delecdo de um gene o, é a delecéo -o*”,
tem sido relatada também como relativamente frequente em individuos brasileiros
(SONATI et al., 1991; ALCOFORADO et al., 2012; SOUZA et al., 2015). Quanto a
talassemia o, sua ocorréncia limita-se, praticamente, as regides do Mediterraneo e do
Sudeste Asiatico, sendo a expressiva maioria dos casos relatados portadora das
delecdes --MEP -2, --SEA _FlL o _THAl (CANCADO, 2006; HARTEVELD; HIGGS,
2010; HIGGS, 2013). Sédo poucos os casos descritos na populacdo brasileira da
interagdo entre as formas o e o, resultante da delecéo de trés genes o (-a/--), que dé
origem a condicdo denominada de doenca da HbH (SONATI et al., 1991; WENNING
et al., 2002; SONATI; COSTA, 2006; SUEMASU et al., 2011; FERREIRA et al.,
2017; MOTA et al., 2017). Em nosso estudo identificamos trés casos com o fenotipo
compativel com a doenca da HbH, sendo que dois ocorreram devido a delecdo de HS-40
e 0 outro a presenca de uma nova delecdo. Ambas as alteragdes se associadas a outras
delecdes o', como o aqui observado, pode favorecer o aumento de casos de doenca da
HbH no Brasil ou ainda a forma letal da a-tal (--/--) se essa nova delegdo o® estiver
presente em homozigose. Esse fato reflete e demostra a ampla mistura étnica da nossa
populacéo, assim como a alta probabilidade de combinacGes entre os diversos tipos de
talassemia e também outras alteracbes de hemoglobinas, como a HbS e HbC, que séo

frequentes no pais (NAOUM, 1997; LOBO et al., 2003; PIMENTA et al., 2006;
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SONATI; COSTA, 2006). Além disso, a deteccdo dos novos rearranjos que causam as
a-tal € muito importante, pois contribui para a expansdo do conhecimento genético e
epidemioldgico dessas hemoglobinopatias, especialmente em paises como o Brasil que
possui grande miscigenacdo genética. Devido a sua complexidade e o seu variado
espectro clinico, os 6rgdos de satde, ndo s6 no nosso pais, mas no mundo, consideram
estas desordens uma relevante preocupacdo de saude publica (BONINI-DOMINGOS,

2004; PIMENTA et al., 2006; WAGNER et al., 2010; STUPPIA et al., 2012).

Além destes dois casos com geno6tipo discrepante com o fen6tipo, identificamos
dois pacientes, que pela PCR multiplex apresentava o genotipo oao/aa, com uma delegido
restrita a regido reguladora do cluster o HS-40 e suas regides adjacentes abrangendo um
segmento de 67 Kb, que embora ndo afetem os genes a, os deixam sem expressdo. Os
pacientes exibiam um quadro hematol6gico similar ao observado nos individuos que
apresentam delecBes de dois genes o, com diminuicdo dos valores médios do VCM e do

HCM.

Alguns estudos tem demonstrado que a regido controladora, HS-40, é
responsavel por controlar a expressdo de todos os genes do agrupamento o (HIGGS,
2009; CAO; GALANELLO, 2010; HIGGS, 2013). Essa regido possui atividade
acentuadora (enhancer), aumentando a expressdo dos genes a e a sua remocdo afeta
locais especificos de ligagdo de varios elementos de transcri¢do (como GATA-1 e NF-
E2) exercendo um efeito negativo na expressao desses genes (BUNN; FORGET, 1986;
VOON; VADOLAS, 2008; HIGGS; WEATHERALL, 2009). A eliminacdo dessa
regido é responsével pelo fendtipo da talassemia o” e apesar de ser um evento raro, ja é
encontrado em diversas populacbes (HARTEVELD et al., 2005; SONATI, COSTA,
2006; HIGGS, 2009; HARTEVELD, HIGGS, 2010; HIGGS, 2013; FERREIRA et al.,

2017). O primeiro relato na literatura desta delecéo foi em 1990 por Hatton et al., que
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identificaram a eliminacdo desta sequencia (HS-40) em um individuo com anemia
microcitica hipocrémica, sem deficiéncia de ferro e com niveis normais de HbA; e HbF.
Desde essa época mais de 40 delecdes ja foram descritas, com remocéo de 3,3 a 160 kb

dessa regido (Globin Gene Server).

Além destas dele¢Bes, nds identificamos também um paciente com uma
duplicacdo de todo o cluster a, incluindo o elemento regulador HS-40, levando a um
alelo com 4 genes o expressos (aooo/ac), abrangendo uma regido com
aproximadamente 140.000 Pb de extensdo. Diferente dos outros casos analisados, em
que o fendtipo talassémico estava correlacionado com delecGes no cluster o, nesse
paciente, a duplicacdo desta sequéncia e, provavelmente a sintese aumentada de cadeias
a, pode provocar o fenotipo talassémico encontrado. Tal fendtipo (microcitose e
hipocromia), também foi observado por outro autor que detectou estes dois parametros
reduzidos em uma familia Chinesa com duplicacéo (aaao?®?) (HU et al., 2016). Porém
outros trabalhos relatam que estes parametros geralmente sdao normais em individuos
heterozigotos para os genes o em excesso (como na o™’ ¢ na aao®*?) (BUNN;
FORGET, 1986; DALLAPICCOLA et al.,, 2009; MOOSAVI et al., 2011; HIGGS,
2013). Contudo, o efeito fenotipico desta duplicacdo sobre 0 VCM e 0 HCM ndo esta
claro, necessitando de investigacdes futuras para uma melhor defini¢do, visto que em

nosso estudo somente um individuo foi identificado com esta alteracéo.

Esses rearranjos que geram a duplicacdo de genes da o globina geralmente sao
encontrados por acaso, a menos que, esse excesso de genes a, seja herdado junto com
uma alteragdo no gene -globina. Nesta situagdo, os heterozigotos para B-tal geralmente
apresentam um fenotipo de B-tal intermediaria ou outra forma ainda mais grave, uma
vez que os genes excedentes causam um desequilibrio mais severo entre as cadeias o/f3-

globina, quando comparado com aqueles que possuem apenas B-tal em heterozigose
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(JIANG et al., 2015). Ainda que bem menos frequente do que as grandes delecdes,
alguns trabalhos tém descrito casos de duplicacGes, triplicacOes e quadruplicacdes do
cluster a-globina e seus arredores (HARTEVELD et al., 2005, DALLAPICCOLA et

al., 2009; JIANG et al., 2015; HU et al., 2016).

Verificamos que os diferentes genoétipos (-a/aa, -o/-o € --/ao) possuem perfis
hematoldgicos distintos, o que pode auxiliar no diagnostico. Assim como os dados
citados na literatura, demostramos que os individuos que possuem delecdo de duas
copias do gene a apresentavam uma elevacao estatisticamente significativa na contagem
das células vermelhas, bem como uma reducdo nos valores de VCM, HCM e HbA,,
comparado com aqueles que tém delecdo de apenas um gene a. N&o foi observada
diferenca estatistica significativa entre os valores de Hb, Hct e RDW para 0s gen6tipos
analisados, embora naqueles que tinham duas copias do gene excluido, esses parametros
foram ligeiramente mais baixos. Estes dados corroboram com a literatura que aponta
que os individuos com dois genes a afetados apresentam um quadro clinico de anemia
leve com Hb entre 11,0 e 13,0 g/dL, discreta anisopoiquilocitose com microcitose e
hipocromia mais evidente do que aqueles que tém o comprometimento de apenas um
gene, 0s quais apresentam alteracBes hematoldgicas minimas ou até mesmo ausentes em
alguns casos (NAOUM, 1987; WEATHERALL; CLEGG, 2001; HARTEVELD;

HIGGS, 2010; VICHINSKY, 2013).

O presente trabalho nos propiciou ampliar o conhecimento das bases
moleculares da o-tal em nossa populacdo, além de demostrar a diversidade destas
alteracdes, permitindo a identificacdo de diferentes polimorfismos, raras e novas
mutacdes, responsaveis pelo fenotipo talassémico observado nos pacientes.
Adicionalmente, nossos dados destacam também a relevancia de analisar corretamente

0S casos que apresentam variacdes laboratoriais sugestivas de a-tal. Algumas dele¢des
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e duplicaces génicas como as encontradas nesse estudo sao identificadas apenas por
técnicas moleculares mais acuradas, sem as quais muitos casos permanecem sem
diagnostico. Portanto, a utilizagdo do MLPA para solucionar esses casos foi de extrema
importancia na conclusao diagndstica, possibilitando observar uma ampla variabilidade
de alteragdes que acometem os genes a-globina e assim comparar o fenotipo do paciente
com o genotipo encontrado. Desta forma, mesmo quando todas as muta¢fes conhecidas
foram excluidas, especialmente, nos casos com diminuicdo dos valores de VCM e
HCM, e niveis normais de HbA, e de cinética do ferro, o emprego desta nova
metodologia é eficaz e indicado (COLOSIMO et al., 2011; STUPPIA et al., 2012) pois,
foram observados neste estudo raras e novas delecbes e ainda uma duplicacdo
envolvendo todo o locus a. Além do mais, a identificacdo dessas alteracfes genéticas
também permite o tratamento e aconselhamento genético adequados quando

necessarios.
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7. Conclusoes
De acordo com os resultados apresentados na presente tese, concluimos que:

(1) A padronizacdo da MLPA foi bem sucedida e satisfatoria, tornando a MLPA uma
técnica disponivel em nosso laboratorio, que poderd ser empregada como um método
complementar ao Multiplex-gap-PCR e PCR-especifico para elucidagdo de mutacdes

envolvendo o cluster a-globina.

(2) A aplicacdo desta metodologia nos permitiu identificar 15.3% dos pacientes com
fenotipos de a-tal ndo diagnosticados pelo Multiplex-gap-PCR e em 26.4% esclarecer

discrepancias fenotipicas do genotipo previamente identificado.

(3) No total, foram identificadas seis SNP’s, sete dele¢bes (quatro restritas ao elemento
regulatorio HS-40 e regides adjacentes, trés novas delecdes: duas delegdes o
envolvendo o gene { e os pseudogenes oy e 0 € uma delecdo o com grande extensdo) e
uma duplicacéo envolvendo todo o locus o, incluindo o elemento regulador HS-40, que

sO puderam ser identificadas pela técnica de MLPA.

(4) As alteracdes encontradas ao comparar os parametros hematol6gicos dos diferentes
gendtipos pode contribuir para o diagnostico diferencial entre as formas -o/ao e -0/-0 ou
--/a0.. Individuos com delecdo de dois genes alfa apresentam reducdo do VCM e HCM
estatisticamente significativa quando comparado com os individuos com dele¢do de um

gene alfa.
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8. Perspectivas Futuras

Estudos futuros de nosso grupo de pesquisa dardo continuidade ao presente
trabalho, objetivando esclarecer alguns pontos ainda ndo elucidados e melhor
caracterizar as novas mutacOes de talassemia alfa identificadas. Sendo assim, algumas

das principais linhas sdo:

- Analisar e caracterizar os pontos de interrupcdo exatos desses novos alelos de
talassemia alfa identificados pelo MLPA, utilizando o método de Fine-tiling array
(subtipo de aCGH — Ensaios de Hibridizacdo Gendmica Comparativa) para investigacao

e mapeamento dos breakpoints desses novos rearranjos no clusters a;

- Verificar o mecanismo e o efeito do excesso de genes o sobre o fenotipo

hematoldgico, de individuos que apresentem somente essa alteragéo.
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10. Anexos

ANEXO A
Parecer do CEP - 1836

3/3
(&
MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO — Uberaba(MG)
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP
Parecer Consubstanciado
PROTOCOLO DE PROJETO DE PESQUISA COM ENVOLVIMENTO DE SERES HUMANOS
IDENTIFICACAO

TITULO DO PROJETO: PREVALENCIA DE TALASSEMIA ALFA EM RECEM-NASCIDOS SADIOS, DOADORES DE,
'SANGUE INAPTOS POR ANEMIA E CRIANCAS COM ANEMIA A ESCLARECER
PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL: HELIO MORAES DE SOUZA
.lNSTlTUle\O ONDE SE REALIZARA A PESQUISA: UFTM
‘DATA DE ENTRADA NO CEP/UFTM: 14/12/2010
PROTOCOLO CEP/UFTM: 1836

|
\
|
|
|
i
|

‘ Ponteira tipo universal (pacote 1000 UI) 0-
Ponteiras 200ul 1 R$ 7,15 RS 7,15
Ponteira tipo universal (pacote 1000 UI)
200-1000uL, 1 RS 15,65 RS 15,65
r Tubo 12x56mm tampa pressdo interna ndo
Tubos seco graduado 3mL (pacote 1000 UI) 2 R$ 150,25 RS 300,50
Total RS 2.833,30
O custeio dos materiais de consumo ser4 requerido a um 6rgdo de fomento.

12. FORMA E VALOR DA REMUNERACAO DO PESQUISADOR
. O pesquisador ndo tera remuneragdo além da referente ao cargo de Professor Titular da UFTM.
13. ADEQUACAO DO TERMO DE CONSENTIMENTO E FORMA DE OBTE-LO
O consentimento livre e esclarecido seré oferecido de forma escrita, a todos os sujeitos com suspeita diagnéstica

de talassemia que queiram participar da pesquisa. A aluna seré responsével pela obtengdo do termo de consentimento livre

esclarecido dos pacientes e, quando forem menores de 18 anos, o mesmo sera obtido do responsavel legal. O termo de

consentimento livre esclarecido devera constar de linguagem simples e acessivel aos pacientes estudados, além de ser

fundamental a prestagéo de esclarecimento por parte da aluna ao paciente ou responsével, a respeito do estudo.

14. ESTRUTURA DO PROTOCOLO — O protocolo foi adequado para atender as determinagdes da ‘

Resolugao CNS 196/96.

15. COMENTARIOS DO RELATOR, FRENTE A RESOLUCAO CNS 196/96 E COMPLEMENTARES
PARECER DO CEP: APROVADO

(O relatério anual ou final deveri ser encaminhado um ano apés o inicio do processo).

DATA DA REUNIAO: 01/04/2011
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ANEXO B
Parecer do CEP - 2678

MINISTERIO DA EDUCACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO — Uberaba (MG)
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Av. Frei Pavlino, 30 (Centro Educacional e Ademinsstrativo da UFTM) - 2* andar - Baiero Nossa Scahora da Abadia
38025-180 - Uberaba-MG - TELEFAX: 34-3318-5854

E-mai: cepfipesqpg ufim.cdu br

[ IDENTIFICACAO
TITULO DO PROJETO: CARACTERIZAGAO GENOTIPICA DO LOCI ALFA GLOBINICO DE DOADORES DE
SANGUE COM MICROCITOSE E HIPOCROMIA SEM ANEMIA
PESQUISADOR (A) RESPONSAVEL: HELIO MORAES DE SOUZA
INSTITUICAO ONDE SE REALIZARA A PESQUISA: UFTM
DATA DE ENTRADA NO CEP/UFTM: 17/5/2013
PROTOCOLO CEP/UFTM: 2678

PARECER

De acordo com as disposigbes da Resolugio CNS 196/96, 0 Comité de Fiica em Pesquisa
da UFTM considera o protocolo de pesquisa aprovado, na forma (redagio ¢ metodologia) como foi
apresentado ao Comité.

Conforme a Resolugdo 196/96, o pesquisador responsivel pelo protocolo deverd manter
sob sua guarda, pelo prazo de no minimo cinco anos, toda a documentagiio referentc ao protocolo
(formuldrio do CEP, anexos, relatdrios ¢/ou Termos de Consentimento Livre ¢ Esclarecidos -
TCLE assinados, quando for o caso) para atendimento a0 CEP ¢/ou A Comissio Nacional de Etica
em Pesquisa - CONEP.

Toda e qualquer alteragio a ser realizada no protocolo deverd ser encaminhada ao CEP,
para anilise ¢ aprovagio.

O relatério anval ou final deverd ser encaminhado um ano apds o inicio da realizagio do
projeto.

Uberaba, 24 de setembro de 2013,

Prof®. Ana

Coord



ANEXO C
Parecer do CEP - 304

FUNDAGAO
HEMOM|NAS COMITE DE ETICA EM

PESQUISA

Belo Horizonte, 02 de fevereiro de 2012

OFICIO: 01/2012

Registro CEP/HEMOMINAS: 304

Projeto de Pesquisa: Perfil Molecular da talassemia alfa em
recém-nascidos ‘e pacientes pediatricos atendidos pelo
Hospital das Clinicas da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro e doadores de sangue do Hemocentro Regional de
Uberaba.

Prezado Senhor Pesquisador, Hélio Moraes

O pedido de adendo sobre armazenamento de amostras de DNA
para pesquisas futuras relacionadas ao projeto de pesquisa acima
identificado foi aprovado pelo CEP Hemominas, por néo
representar mudancas significativas na metodologia identificada no
estudo.

© Atenciosamente,

Dahiel Qongalves Chaves
Coordenador do CEP Hemominas
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ANEXO D
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO @m

Hemocentro Regional de Uberaba/Fundacdo Hemominas

Servico de Hematologia e Hemoterapia da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARTICIPANTES DO GRUPO 1
(Doadores de sangue)
Titulo do Projeto:
Prevaléncia e anélise do perfil molecular da talassemia alfa em recém-nascidos sadios e pacientes
com anemia a esclarecer, atendidos pelo Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro e doadores de sangue inaptos por anemia do Hemocentro Regional de Uberaba.

Vocé é portador de anemia e como ja foi orientado pelo profissional que te atendeu aqui do
Hemocentro, vocé sera encaminhado ao clinico hematologista do Pronto Atendimento do Hemocentro
Regional de Uberaba, para atendimento médico e realizacdo de exames laboratoriais que esclarecam a
causa de sua anemia.

Existem varios tipos de anemia cujas causas principais sdo por falta de nutrientes alimentares
como o ferro ou de origem genética hereditaria. Este ultimo é causado por mutagdes (mudangas) na
formacdo dos nossos genes e que sdo passadas durante a formacao do feto pelos genes dos pais, como € o
caso da anemia falciforme e a talassemia. Considerando que a talassemia alfa é um dos mais prevalentes
tipos em nosso meio, mas que ainda tem o diagnéstico controverso, requerendo padronizagdo de técnicas
e utilizacdo de exames mais sensiveis para sua confirmacdo que ndo sdo disponiveis na rotina, nds
estamos convidando vocé a participar desta pesquisa.

Trata-se de um estudo com titulo “Prevaléncia e anélise do perfil molecular da talassemia alfa
em recém-nascidos sadios e pacientes pediadtricos com anemia a esclarecer, atendidos pelo Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Triangulo Mineiro e doadores de sangue inaptos por anemia do
Hemocentro Regional de Uberaba”.

O seu objetivo é determinar a prevaléncia da talassemia alfa e identificar os tipos de mutagdes
mais comuns em pacientes e doadores de sangue atendidos pelo HRU e Ambulatério de Hematologia da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro, tendo como justificativa, a importancia de gerar dados
regionais sobre o perfil hematol6gico e molecular da talassemia alfa na regido, os quais poderao servir de
auxilio no diagndstico clinico dessa alteragéo.

Portanto nesta pesquisa, faremos exames que podem confirmar com certeza a presenga desse tipo
de anemia. Os avangos na area da salide ocorrem através de estudos como este, por isso a sua participacéo
é importante. Caso vocé concorde em participar, nés aproveitaremos a amostra de sangue que vocé for
colher para a realizagdo dos exames de identificacfo da causa de sua anemia, ndo sendo necessario colher
mais sangue. Além disso, vocé sé terd que responder a algumas perguntas para preenchimento de uma
ficha de identificacdo com seus dados pessoais (endereco, telefone, data de nascimento, cidade onde
nasceu, origem racial) antecedentes de transfusdo sanguinea, medicamentos usados, histéria de anemia na
familia e com espago para colocar posteriormente os resultados dos exames laboratoriais que vocé
realizard.

No que se refere & coleta do sangue necessario para 0 exame mencionado acima, esta sera
realizada pelo mesmo profissional que colherd seu sangue para a realizagdo dos exames que serdo
solicitados pelo médico hematologista, aproveitando assim essa amostra para a realizacdo dos exames
laboratoriais dessa pesquisa. Durante esse processo de coleta ndo serd acrescentado nenhum risco a vocé
além daqueles que ja fazem parte de uma coleta de sangue, como a formagdo de pequenos hematomas
(manchas arroxeadas levemente doloridas no local da coleta) no caso de dificuldades encontradas em
veias mais finas e sensiveis. Entretanto, isso ndo deverd preocupa-lo caso venha ocorrer, pois estes
desaparecem dentro de poucos dias. Quanto ao preenchimento da ficha de identificacdo, pode-se afirmar
gue esse nao trara a vocé também nenhum risco, pois ndo possui perguntas que possam constranger ou
ferir sua integridade. Vocé podera obter todas as informacfes que quiser e podera nao participar da
pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu atendimento. Pela sua
participagdo no estudo, vocé ndo recebera qualquer valor em dinheiro, mas teré a garantia de que todas as
despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade. Seu nome ndo
aparecerd em qualquer momento do estudo, pois vocé serd identificado com um ndmero. Quanto aos
resultados dos exames realizados, quando apresentarem positividade para talassemia alfa, estes serdo
repassados para vocé pelo médico hematologista que Ihe atendera durante sua consulta de retorno.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO
Titulo do Projeto:

Prevaléncia e anélise do perfil molecular da talassemia alfa em recém-nascidos sadios e pacientes
com anemia a esclarecer, atendidos pelo Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro e doadores de sangue inaptos por anemia do Hemocentro Regional de Uberaba.

Eu, , li elou ouvi o
esclarecimento acima e compreendi para que serve o estudo e qual procedimento a que serei submetido. A
explicacdo que recebi esclarece os beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha
participagdo a qualquer momento, sem justificar minha deciséo e que isso ndo afetara meu tratamento. Sei
gue meu nome ndo sera divulgado, que nado terei despesas e ndo receberei dinheiro por participar do
estudo. Eu concordo em participar do estudo.

Banco de amostras: caso vocé autorize, o material genético (DNA) recolhido para este estudo podera ser
usado por pesquisadores da Fundagdo Hemominas e da UFTM em estudos com 0s mesmos objetivos:
investigar mutacBes genéticas da talassemia alfa. Neste caso, a sua amostra sera conservada sem prazo
para descarte. Entretanto, o uso futuro deste material nunca sera ligado a nenhum dado pessoal do
participante. Vocé pode negar a permissdo para o uso da amostra em estudos futuros, e ainda participar
deste projeto. Se vocé autorizar o uso futuro da sua amostra, qualquer novo estudo utilizando esta amostra
devera ser avaliado e autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundag&o. Portanto, marque com
um X no quadrado abaixo sua decis&o.

Aceito que os pesquisadores guardem a amostra coletada para uso em estudos futuros.

Nio aceito que os pesquisadores guardem a amostra coletada para uso em estudos futuros.

Uberaba, ............. [, Lo,
Assinatura do voluntario Documento de Identidade
Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura pesquisador orientador

Telefone de contato dos pesquisadores: (34) 3318-5560; (34) 3318-5510.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO @m

Servico de Hematologia e Hemoterapia da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro
Hemocentro Regional de Uberaba/Fundacdo Hemominas

MODELO DO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARTICIPANTES
DO GRUPO 2 (Pacientes do Ambulatorio de Hematologia)

Titulo do Projeto:

Prevaléncia e anélise do perfil molecular da talassemia alfa em recém-nascidos sadios e pacientes
com anemia a esclarecer, atendidos pelo Hospital das Clinicas da Universidade Federal do
Triangulo Mineiro e doadores de sangue inaptos por anemia do Hemocentro Regional de Uberaba.

Vocé é portador de anemia e como vocé ja foi orientado pelo clinico hematologista do pronto
atendimento do Hospital de Clinicas de Uberaba, devera realizar exames laboratoriais que esclarecam a
causa dessa anemia.

Existem varios tipos de anemia cujas causas principais sdo por falta de nutrientes alimentares
como o ferro ou de origem genética hereditéria. Este Gltimo é causado por mutagdes (mudancas) na
formacdo dos nossos genes e que sdo passadas durante a formacéao do feto pelos genes dos pais, como é o
caso da anemia falciforme e a talassemia. Considerando que a talassemia alfa é um dos mais prevalentes
tipos em nosso meio, mas que ainda tem o diagnéstico controverso, requerendo padronizagdo de técnicas
e utilizacdo de exames mais sensiveis para sua confirmacdo que ndo sdo disponiveis na rotina, nds
estamos convidando vocé a participar desta pesquisa.

Trata-se de um estudo com titulo “Prevaléncia e anélise do perfil molecular da talassemia alfa

em recém-nascidos sadios e pacientes pediatricos com anemia a esclarecer, atendidos pelo Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Triangulo Mineiro e doadores de sangue inaptos por anemia do
Hemocentro Regional de Uberaba”.
O seu objetivo é determinar a prevaléncia da talassemia alfa e identificar os tipos de mutacBes mais
comuns em pacientes e doadores de sangue atendidos pelo Ambulatério de Hematologia da Universidade
Federal do Triangulo Mineiro, tendo como justificativa, a importancia de gerar dados regionais sobre o
perfil hematol6gico e molecular da talassemia alfa na regido, os quais poderdo servir de auxilio no
diagnostico clinico dessa alteracéo.

Portanto nesta pesquisa, faremos exames laboratoriais que pode confirmar com certeza a
presenca desse tipo de anemia. Os avancos na area da saude ocorrem através de estudos como este, por
isso sua participacdo é importante. Caso vocé concorde participar, nos utilizaremos a mesma amostra de
sangue colhida para realizar os exames para a identificacdo da causa de sua anemia. Ademais, vocé terd
que responder algumas perguntas para preenchimento de uma ficha de identificacdo com os seus dados
pessoais (endereco, telefone, data de nascimento, cidade onde nasceu, origem racial), antecedentes de
transfusdo sanguinea, medicamentos usados, historia de anemia na familia e com espago para colocar
posteriormente os resultados dos exames laboratoriais realizados.

No que se refere a coleta do sangue necessario para a pesquisa, esta sera feita pelo mesmo
profissional que colherd o sangue para a realizagdo dos exames que serdo solicitados pelo médico
hematologista. Durante este processo ndo sera acrescentado nenhum risco a vocé além daqueles que ja
fazem parte de uma coleta de sangue, como a formagdo de pequenos hematomas (manchas arroxeadas
levemente doloridas no local da coleta) que ocorrem no caso de dificuldades durante a puncdo de veias
mais finas e sensiveis. Entretanto, isso ndo deverd preocupé-lo caso venha ocorrer, pois estes
desaparecem dentro de poucos dias. Quanto ao preenchimento da ficha de identificacdo, pode-se afirmar
gue esse também ndo trard a vocé nenhum risco, pois ndo possui perguntas que possam constranger ou
ferir sua integridade. Vocé podera obter todas as informagOes que quiser e podera ndo participar da
pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu atendimento. Pela sua
participagdo no estudo, vocé ndo recebera qualquer valor em dinheiro, mas tera a garantia de que todas as
despesas necessarias para a realizagdo da pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade. Seu nome nao
aparecera em qualquer momento do estudo, pois vocé serd identificado com um ndmero. Quanto aos
resultados dos exames realizados, quando apresentarem positividade para talassemia alfa, este serd
repassado para vocé pelo médico hematologista que lhe atendera durante sua consulta de retorno.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO

Titulo do Projeto:

Prevaléncia e anélise do perfil molecular da talassemia alfa em recém-nascidos sadios e pacientes
com anemia a esclarecer, atendidos pelo Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro e doadores de sangue inaptos por anemia do Hemocentro Regional de Uberaba.

Eu, , li elou ouvi o

esclarecimento acima e compreendi para que serve o estudo e qual procedimento sera realizado. A
explicacdo que recebi esclarece os beneficios do estudo. Eu entendi que eu sou livre para interromper a
minha participacdo na pesquisa a qualquer momento, sem justificar a decisdo tomada e que isso nao
afetard o meu tratamento. Sei que o meu nome ndo sera divulgado, que néo terei despesas e ndo receberei
dinheiro por participar do estudo. Eu concordo em participar do estudo.

Banco de amostras: caso vocé autorize, o material genético (DNA) recolhido para este estudo podera ser
usado por pesquisadores da Fundacdo Hemominas e da UFTM em estudos com 0s mesmos objetivos:
investigar mutacBes genéticas da talassemia alfa. Neste caso, a sua amostra sera conservada sem prazo
para descarte. Entretanto, o uso futuro deste material nunca sera ligado a nenhum dado pessoal do
participante. Vocé pode negar a permissdao para 0 uso da amostra em estudos futuros, e ainda participar
deste projeto. Se vocé autorizar o uso futuro da sua amostra, qualquer novo estudo utilizando esta amostra
devera ser avaliado e autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundago. Portanto, marque com
um X no quadrado abaixo sua decis&o.

Aceito que os pesquisadores guardem a amostra coletada para uso em estudos futuros.

Nio aceito que os pesquisadores guardem a amostra coletada para uso em estudos futuros.

Uberaba, .....cccooe.. [, Lo
Assinatura do voluntario Documento de Identidade
Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador orientador

Telefone de contato dos pesquisadores: (34) 3318-5560; (34) 3318-5510.
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ANEXO F

Sondas presentes no kit SALSA MLPA probemix P140-C1 HBA

Chromosomal position®
Length (nt) SALSA MLPA probe reference HBA cluster
64-70-76-82 | Q-fragments (Only visible with <100 ng sample DNA)
88-92-96 D-fragments (Low signal of 88 or 96 fragment indicates incomplete denaturation)
100 X-fragment (X chromosome specific)
105 Y-fragment (Y chromosome specific)
130 Reference probe 00797-L13645 ¥ 5g31
136 § XK HBA2 probe S0585-SP0043-L09493 ¥ Hb Constant Spring mutation
141 Reference probe 07641-L07326 * 8p23
147 HBA region probe 18098-122522 * 0.9 kb before HBA2
154 HBA region probe 08499-123594 ¥ 0.1 kb after HBA1
160 HBA2 probe 08498-L08422 HBA2 intron 2
165 HBA1 probe 08498-L21607 * HBA1 intron 2
172 » HBA1 & HBA2 probe 15857-L21812 * HBA1 + HBA2 exon 3
178 HS-40 probe 04799-L04797 HS-40
184 HBA region probe 04637-L04018 Between HBAP2 & HBAP1
190 HBA region probe 18096-L22520 ¥ 2.5 kb before HBA1
196 Reference probe 05846-L11214 * 10g26
202 HBA region probe 18880-124428 * 2.0 kb before HBA1
208 Reference probe 11331-L12056 * 12p13
214 » HBA1 & HBA2 probe 18881-L06288 ¥ HBA1 + HBA2 exon 1
220 » HBA1 & HBA2 probe 18099-1.22524 * HBA1 + HBA2 exon 1
226 HBA region probe 18093-122517 * 0.6 kb before HBA1
238 Reference probe 11435-112163 * 1g41
244 HBA2 probe 04633-L23748 ¥ HBAZ2 intron 2
250 HBA1 probe 04633-L.23600 * HBAL1 intron 2
256 HBA region probe 08494-L08417 1.5 kb before HBA1
262 - DECR2 probe 17613-1.23601 * Centromeric of HBA region
269 Reference probe 03075-L19996 ¥ 5p15
277 = LUC7L probe 15859-121960 * Centromeric of HBA region
283 HBA region probe 04638-123602 ¥ 0.4 kb after HBA1
292 HBA region probe 04624-.04004 Between HBZ & HBZP1
300 Reference probe 03250-L02687 * 13q14
310 HBA region probe 04639-.04020 2.3 kb after HBA1
328 HBA region probe 18092-122516 ¥ 0.6 kb before HBA2
337 HBA region probe 14855-123604 * 0.9 kb before HBA1
346 HBA region probe 04622-104001 3.5 kb before HBZ
355 Reference probe 00547-L00116 11g22
364 HBA region probe 04926-L23886 ¥ 9.2 kb before HBZ
373 HBA region probe 18090-L08415 ¥ 2.5 kb before HBA2
382 HS-40 probe 04800-L04175 HS-40
391 HBA region probe 18097-L22521 * 3.0 kb before HBA2
400 HBQ1 probe 19233-L25313 * HBQ1 exon 3
409 Reference probe 03272-L02709 3929
418 - AXIN1 probe 17212-1.13393 * Centromeric of HBA region
436 XK HBA region probe 17214-SP0457-L20489 * 0.2 kb before HBZ
445 = ITFG3 probe 17227-.20554 * Centromeric of HBA region
454 Reference probe 07607-L07292 * 15926
463 - POLR3K probe 19236-L25316 * Telomeric of HBA region
472 = RGS11 probe 18102-.20488 * Centromeric of HBA region
481 Reference probe 15318-L17117 * 2q33

(a) A numeracéo dos exons usado nesta descricio do produto P140-C1 HBA e na analise Coffalyser.Net é
a numeracdo da sequéncia de referéncia do Genbank NG_000006.1.
Para a explicacdo dos simbolos ver tabela abaixo.



ANEXO G

Sondas da regido HBA arranjadas de acordo com a localizacdo cromossémica
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Length | SALSAMLPA | oo o Ligation Partial sequence’ (24 nt '::f‘::x":

(nt) probe site®™ adjacent to ligation site) —

From p-telomere to POLR3K probe 37.2 kb

463 = 19236-L25316 POLR3K gene ATATGCTCTGTG-TAAAGTCCTATT 66.4 kb

AY327548.1
178 04799-L04797 HS-40 61-62 CTGCCCAAGCCA-AGGGTGGAGGCA 0.2 kb
382 04800-L04175 HS-40 220-221 GGTACTGCTGAT-TACAACCTCTGG 30.0 kb
NG_000006.1
364 04926-L23886 9.2 kb before HBZ 4528-4529 GGCTGGGGCTCA-AACCAAGGCCCA 5.7 kb
346 04622-L04001 3.5 kb before HBZ 10229-10230 CGCAGTGCTAGA-AGGGAGTTCCTG 3.3 kb
436 XK 17214-5P0457- 0.2 kb before HBZ 13499-13498 & TTCCTCTCCTGT-37 nt spanning 6.9 kb
L20489 13536-13535 R 0ligo-AGTCTAGGAGAG

292 ~ 04624-L04004 Between HBZ & HBZP1 20361-20362 GTGGAGTAGGCT-TTGTGGGGAACT 7.8 kb
184 04637-L04018 | Between HBAP2 & HBAP1 28168-28169 AGTGGCCACAAT-TTGGCAGACAGA 2.5 kb

391 + 18097-L22521 3.0 kb before HBA2 30717-30716 R | AGGAAGGGGTGA-GAATGAGAGAAA 0.5 kb

373+ 18090-L08415 2.5 kb before HBA2 31233-31232 R | ATGTOCAGAAGA-AAAGCGGTGACA 1.6 kb
147 18098-L22522 0.9 kb before HBA2 32850-32849 R | GATAAACAAACT-TGGCTCTGGGTA 0.2 kb

328 + 18092-122516 0.6 kb before HBA2 33103-33102 R | CCGGGAAGGAAC-AAACACCAGGAC 0.6 kb

220 » 18099-L22524 HBA1 + HBAZ2 exon 1 33733-33732 R | AAGAGTGCCGGG-COGCGAGCGCGC 0.1 kb

214 » 18881-L06288 HBA1 + HBA2 exon 1 33824-33823 R | CGCGCCGACCTT-ACCCCAGGCGGC 0.4 kb

160 + 08498-L08422 HBA2 intron 2 34247-34248 GCGCCTTCCTCT-CAGGGCAGAGGA 0.1 kb

244 + 04633-L23748 HBAZ intron 2 34311-34312 GGGCCTGGGCCG-CACTGACCCTCT 0.1 kb

172 » 15857-1.21812 HBA1 + HBAZ exon 3 34385-34384 R | GCAGGGGTGAAC-TCGGCGGGGAGG 0.1 kb

136 § X | S0585-SP0043- Hb Constant Spring 34461-34462 & CCAAATACCGTC-28 nt spanning 0.5 kb
L0S493 mutation 34489-34490 0ligo-TGCCCGCTGGGC
190 + 18096-L22520 2.5 kb before HBA1 34974-34975 TTCTCTCATTCC-CACCCCTTCCTG 0.5 kb
(0.4 kb after HBA2)

202 + 18880-L.24428 2.0 kb before HBA1 35489-35490 GTCACTGCTTTC-CTTCTGGACATG 0.6 kb
256 08494-L08417 1.5 kb before HBA1 36050-36051 TTCTCTGCCCAA-GGCAGCTTACCC 0.6 kb
337 14855-L23604 0.9 kb before HBA1 36629-36628 R | CTGGAGCATTCA-ACCTCCTCTGGG 0.3 kb

226 + 18093-L22517 0.6 kb before HBA1 36907-36908 TCCTGGTGTTTA-TTCCTTCCCGGT 0.6 kb

220 » 18099-L22524 HBA1 + HBA2 exon 1 37537-37536 R | AAGAGTGCCGGG-COGCGAGCGCGC 0.1 kb

214 » 18881-L06288 HBA1 + HBA2 exon 1 37628-37627 R | CGCGCCGACCTT-ACCCCAGGCGGC 0.4 kb

165 + 08498-L21607 HBAL intron 2 38051-38052 GCGCCTTCCTOG-CAGGGCAGAGGA 0.1 kb

250 + 04633-L23600 HBAIL intron 2 38122-38123 GGCCCTCGGCCC-CACTGACCCTCT 0.1 kb

172 » 15857-121812 HBA1 + HBA2 exon 3 38196-38195 R | GCAGGGGTGAAC-TCGGCGGGGAGG 0.3 kb
154 08499-L23594 0.1 kb after HBAL 38459-38460 TGGGACACACAT-GGCTAGAACCTC 0.3 kb
283 04638-L23602 0.4 kb after HBA1 38785-38786 AAGTCCCACTCC-AGCATGGCTGCA 1.9 kb
310 04639-L04020 2.3 kb after HBA1 40637-40638 GTTCACTGCCCT-GAAGAAACACCT 1.4 kb
400 19233-125313 HBO1 exon 3 42066-42067 TGCTCTCTCGAG-GTCAGGACGCGA 25.1 kb

277 = 15859-121960 LUC7L gene ATGTTCCAATGA-AACCAGTGGCAC 33.5 kb

445 = 17227-L.20554 ITFG3 gene GCTGTGATACTT-TTGCCTTTGTCA 31.9 kb

472 = 18102-L20488 RGS11 gene GAACCTGAGGTT-CCGTGGAATATT 16.3 kb

418 - 17212-L13393 AXIN1 gene GATCATCGGCAA-AGTGGAGAAGGT | 119.4 kb

262 = 17613-1.23601 DECR2 gene CAGAATCGACAT-TCTCATTAACTG

(a) A numeragdo dos exons usado nesta descri¢do do produto P140-C1 HBA e na andlise Coffalyser.Net é
a numeracdo da sequéncia de referéncia do Genbank NG_000006.1.
(b) Os locais de ligacdo das sondas MLPA de P140 HBA séo indicadas de acordo com a sequéncia
Refseq NG_000006.1.
(c) Somente as sequéncias parciais das sondas sdo mostradas. As sequéncias completas das sondas estdo
disponiveis em www.mlpa.com. Por favor, notifique-nos de quaisquer erros: info@mlpa.com.
Os dois blocos de sequéncia entre as linhas cinza sdo quase idénticos.

* Novo na versdo C1 (do lote C1-0114 em diante).

¥ Alterado na versdo C1 (do lote C1-0114 em diante). Pequena mudanca de comprimento, nenhuma
alteracdo na sequéncia detectada.
§ Sonda especifica de mutacgo. Esta sonda s6 gerara um sinal quando a mutagdo Hb Constant Spring
(HBAZ2:c.427T>C, p.*143GInext* 31) estiver presente.





