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Caracterização das variantes de Hemoglobina 
encontradas durante um Programa de Rastreio 

Neonatal de Anemia das Células Falciformes em 
Angola 

 

Resumo 

As hemoglobinopatias consistem num grupo heterogéneo de doenças genéticas, tendo 

uma elevada prevalência global, particularmente em África, destacando-se a Anemia 

das Células Falciformes (ACF) e as Talassemias. Em Angola, apesar de ser conhecida 

a elevada prevalência de ACF, a diversidade genética das variantes de hemoglobina 

permanece pouco caracterizada, limitando o desenvolvimento de estratégias de rastreio 

e de intervenção médica. Tem sido, ao longo dos anos, comprovado o importante papel 

do rastreio neonatal na redução da mortalidade infantil associada a hemoglobinopatias. 

Esta dissertação teve como objetivo caracterizar molecularmente as variantes de 

hemoglobina detetadas durante um Programa de Rastreio Neonatal de ACF, 

contribuindo para o conhecimento epidemiológico no país.  

Foram analisadas por Focagem Isoelétrica (IEF) 13 256 amostras de recém-nascidos, 

tendo-se selecionado 45 dessas amostras, que demonstraram perfis eletroforéticos 

atípicos, para análises moleculares complementares, nomeadamente PCR-RFLP, Gap-

PCR e sequenciação de Sanger.  

Foram confirmadas variantes estruturais de elevada prevalência, como HbS e HbC, bem 

como variantes menos expectáveis, como HbE, sugerindo fenómenos de ancestralidade 

ou migração. Os resultados revelaram que 26,7% das amostras atípicas apresentavam 

genótipo AS, 17,8% genótipo AC, 2,2% genótipo AE e 2,2% genótipo SS, 

permanecendo 51,1% inconclusivas, sobretudo devido a limitações técnicas, fraca 

qualidade do DNA extraído de sangue seco e dificuldades na amplificação dos genes 

HBA. Foram ainda detetados SNPs reportados como benignos (rs10768683 e 

rs713040), mas cuja relevância clínica demonstra carecer de investigação adicional. 

Este estudo reforça a importância da combinação de métodos fenotípicos e moleculares 

para a confirmação diagnóstica de hemoglobinopatias, especialmente em contextos de 

elevada diversidade genética. A identificação de variantes inesperadas sublinha a 

necessidade de abordagens diagnósticas mais abrangentes, contemplando fenómenos 

migratórios e uma gama mais alargada de hemoglobinopatias. Os dados obtidos 



 

viii 

 

fornecem suporte científico para a consolidação e otimização de programas de rastreio 

neonatal em Angola, com potencial aplicabilidade em outros contextos africanos. 

Palavras-chave: Hemoglobinopatias, Anemia das Células Falciformes, Rastreio 

neonatal, África Talassemias.  
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Characterization of Hemoglobin Variants Identified 
During a Neonatal Screening Program for Sickle Cell 

Disease in Angola 
 

Abstract 

Hemoglobinopathies comprise a heterogeneous group of genetic disorders with high 

global prevalence, particularly in Africa, with Sickle Cell Disease (SCD) and 

Thalassemias standing out. In Angola, despite the well-known high prevalence of SCD, 

the genetic diversity of hemoglobin variants remains poorly characterized, limiting the 

development of screening strategies and medical interventions. Over the years, the 

important role of neonatal screening in reducing infant mortality associated with 

hemoglobinopathies has been demonstrated. This dissertation aimed to molecularly 

characterize hemoglobin variants detected during a Neonatal Screening Program for 

SCD, contributing to the epidemiological knowledge in the country. 

A total of 13,256 newborn samples were analyzed by Isoelectric Focusing (IEF), from 

which 45 samples showing atypical electrophoretic profiles were selected for 

complementary molecular analyses, namely PCR-RFLP, Gap-PCR, and Sanger 

sequencing. Structural variants of high prevalence, such as HbS and HbC, were 

confirmed, as well as less expected variants, such as HbE, suggesting phenomena of 

ancestry or migration. Results revealed that 26.7% of atypical samples presented the AS 

genotype, 17.8% the AC genotype, 2.2% the AE genotype, and 2.2% the SS genotype, 

while 51.1% remained inconclusive, mainly due to technical limitations, poor quality of 

DNA extracted from dried blood spots, and difficulties in amplifying the HBA genes. SNPs 

reported as benign (rs10768683 and rs713040) were also detected, though their clinical 

relevance still requires further investigation. 

This study reinforces the importance of combining phenotypic and molecular methods 

for the diagnostic confirmation of hemoglobinopathies, especially in contexts of high 

genetic diversity. The identification of unexpected variants highlights the need for 

broader diagnostic approaches, considering migratory phenomena and a wider range of 

hemoglobinopathies. The data obtained provide scientific support for the consolidation 

and optimization of neonatal screening programs in Angola, with potential applicability in 

other African contexts. 

Keywords: Hemoglobinopathies, Sickle Cell Disease, Neonatal screening, Africa, 

Thalassemias. 
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Resumo Gráfico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

CONTEXTO 

-.Elevada prevalência de 
hemoglobinopatias em África. 

- O rastreio neonatal tem um papel 
crucial na diminuição da 
mortalidade. 

- Diversidade genética pouco 
caracterizada em África. 

AMOSTRAGEM E MÉTODOS 

Focagem 
Isoelétrica 

13256 
amostras 

1 

45 amostras 
(padrões atípicos) 

Análises 
moleculares  

(PCR-RFLP, Gap-
PCR, Sanger) 

PRINCIPAIS 
RESULTADOS 

Inconclusivas (51,1%) 

Genótipo AC (17,8%) 

Genótipo AS (26,7%) 

Genótipo SS (2,2%) 

Genótipo AE (2,2%) 

✓ HbS e HbC são 

predominantes; 

✓ HbE inesperada 

✓ Mais de 50% de 
amostras  
inconclusivas 
(principal limitação) 

LIMITAÇÕES 

Qualidade do DNA e das amostras limitadas; 

               Dificuldades na amplificação dos genes HBA1 e HBA2 

CONCLUSÕES E PERSPETIVAS FUTURAS 

- A combinação de métodos fenotípicos e moleculares é essencial no 
rastreio neonatal. 

- Necessários rastreios abrangentes, que contemplem mais 
hemoglobinopatias além da ACF. 

- Importante consolidar e otimizar os programas de rastreio em Angola e 
no continente africano 
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Lista de Símbolos, Siglas e Abreviaturas 

 

Alfabeto grego 

α – alfa 

δ – delta 

β – beta 

ε – épsilon 

Aγ – gama A 

Aγ – gama G 

 

Siglas e abreviaturas 

α₂ε₂ - Hemoglobina Gower 2 

αα / αα – Genótipo normal, com 4 genes alfa funcionais 

-α / αα – Genótipo portador silencioso de alfa talassemia, com 3 genes alfa funcionais 

-α /- α ou --/ αα – Genótipo traço alfa-talassémico, com 2 genes alfa funcionais 

--/- α – Genótipo doença de HbH, com um gene alfa funcional 

--/-- - Genótipo hidrópsia fetal por Hemoglobina Bart’s, com a ausência de genes alfa 

funcionais 

- α3.7kb - deleção alfa 3.7kb 

-4.2kb – deleção alfa 4.2kb 

β+ - Redução da produção das cadeias beta 

β0 - Ausência da produção das cadeias beta 

β0/ β0 – Genótipo Beta-talassemia major, sem produção de cadeias beta 

β+/β+ - Genótipo Beta-talassemia intermédia, com produção reduzida das cadeias beta 

β0/β+ - Genótipo Beta-talassemia intermédia, com produção reduzida de uma cadeia 

beta e ausência de produção da outra 

ζ₂ε₂ - Hemoglobina Gower 1 

ζ₂γ₂ - Hemoglobina Portland 
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Ψα1 - pseudo alfa 1  

Ψα2 - pseudo alfa 2 

Ψβ - pseudo beta 

Ψζ - pseudo zeta  

ACF – Anemia das Células Falciformes 

A – Adenina 

C – Citosina 

CONSA - Consórcio para Rastreio Neonatal em África 

DNA – Ácido Desoxirribonucleico 

dNTPs - Desoxinucleótidos  

ddNTPs - Didesoxinucleótidos 

EC – Eletroforese Capilar 

EUA – Estados Unidos da América 

G - Guanina 

HPLC - Cromatografia Líquida de Alta Performance (HPLC) 

Hb – Hemoglobina 

HbA – Hemoglobina A 

HbA2 – Hemoglobina A2 

HbE – Hemoglobina E 

HbC – Hemoglobina C 

HbF – Hemoglobina Fetal 

HbS – Hemoglobina S 

HbGPh – Hemoglobina G-Philadelphia 

IEF - Focagem Isoelétrica 

MgCl2 – Cloreto de Magnésio 

OMS – Organização Mundial de Saúde 

PCR – Polymerase Chain Reaction 
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PCR-RFLP - Polymerase Chain Reaction – Restriction Fragment Length 

Polymorphism 

POC – Point of Care 

PIs - Pontos Isoelétricos 

T – Timina 

TBE – Tris-Borato-EDTA 

TCA – Ácido Tricloroacético 
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1. INTRODUÇÃO 

As hemoglobinopatias consistem num grupo de doenças genéticas com uma elevada 

prevalência a nível mundial, sendo as mais reconhecidas a Anemia das Células 

Falciformes (ACF) e as Talassemias. As hemoglobinopatias resultam de alterações 

qualitativas ou quantitativas nas cadeias de globina, que constituem a hemoglobina, 

proteína crucial para o transporte de oxigénio e dióxido de carbono no organismo [2], 

[3]. Estas condições genéticas traduzem-se numa ampla gama de manifestações 

clínicas, variando desde formas assintomáticas até quadros severos, com anemia 

crónica e crises dolorosas [1], [4]. A gravidade e as complicações associadas variam 

consoante o tipo e a combinação das variantes genéticas herdadas, bem como fatores 

ambientais e o acesso a cuidados médicos adequados. 

É estimado que cerca de 7% da população mundial seja portadora de alguma variante 

de hemoglobina [5], o que enaltece a relevância do diagnóstico precoce destas 

condições.  

O continente africano, particularmente a África Subsaariana, apresenta uma elevada 

incidência de hemoglobinopatias, o que resulta, parcialmente, da pressão seletiva 

exercida pela malária, que favoreceu a disseminação de variantes como as 

hemoglobinas S e C [6], [7], [8]. Porém, o contexto epidemiológico de muitas regiões 

africanas permanece pouco estudado devido à escassez de recursos e à ausência de 

programas de rastreio sistemáticos que sejam abrangentes, tanto a nível populacional, 

como a nível das variantes pesquisadas.  

Tem sido, ao longo dos anos, comprovado o importante papel do rastreio neonatal na 

redução da mortalidade infantil associada a hemoglobinopatias, como a ACF.  A sua 

implementação tem permitido um aumento da qualidade de vida, bem como um 

aumento da taxa de sobrevivência devido ao diagnóstico precoce e seguimento clínico 
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atempado [7], [9], [10]. Isto tem-se verificado tanto em países desenvolvidos, como em 

países africanos, no âmbito de projetos piloto, mesmo com os seus desafios e recursos 

limitados [6], [11], [12]. Contudo, para que as populações possam beneficiar cada vez 

mais deste tipo de programas e para que esses possam evoluir e tornar-se sustentáveis 

é essencial aprofundar o conhecimento sobre as variantes presentes em cada 

população. A caracterização das variantes identificadas por técnicas de rastreio é, 

então, um passo fundamental. A combinação de metodologias laboratoriais como a 

Focagem Isoelétrica (IEF), a Cromatografia Líquida de Alta Performance (HPLC), o 

PCR-RFLP, o Gap-PCR e a sequenciação de Sanger permite não só confirmar o 

diagnóstico, mas também identificar variantes raras ou inesperadas com potencial 

impacto clínico. 

A presente dissertação inicia-se com uma contextualização teórica na qual, após uma 

breve introdução à hemoglobina, é feita uma descrição das hemoglobinopatias mais 

relevantes, com ênfase nos seus dados epidemiológicos e na sua prevalência em África. 

De seguida é apresentada uma revisão acerca dos programas de rastreio neonatal de 

hemoglobinopatias, destacando a sua importância para a redução da mortalidade 

infantil e o seu estado de implementação em diferentes regiões do mundo, com especial 

foco em África. Segue-se a descrição das metodologias laboratoriais geralmente 

utilizadas para a deteção e caracterização das variantes de hemoglobina e, por fim, a 

apresentação e discussão dos resultados obtidos a partir da análise das amostras 

recolhidas no âmbito de um programa de rastreio neonatal de ACF em Angola.  
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2. CONTEXTUALIZAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1. HEMOGLOBINA 

A hemoglobina (Hb) consiste numa proteína globular com massa molecular de 

aproximadamente 64.500 Dalton e diâmetro de 6,4 nm [2]. A sua principal função é o 

transporte reversível de oxigénio, através da corrente sanguínea, dos pulmões para os 

tecidos. Concomitantemente, a hemoglobina participa no mecanismo responsável pela 

remoção do dióxido de carbono produzido pelas células, contribuindo para a 

manutenção do equilíbrio ácido-base do organismo [2], [3]. 

A hemoglobina é composta por quatro subunidades organizadas em dois pares de 

cadeias polipeptídicas, designadas por cadeias de globina – duas do tipo alfa (α), com 

141 aminoácidos cada, e duas do tipo beta (), cada uma com 146 aminoácidos. A cada 

uma das 4 cadeias encontra-se associado um grupo heme, que quando complexado 

com o ferro, constitui fração transportadora de oxigénio [1], [3], [13], [14]. A hemoglobina 

humana consiste, então, numa proteína tetramérica, composta por duas cadeias 

relacionadas ao gene da globina α e duas relacionadas ao gene da globina  [4], [15]. 

A estrutura primária da hemoglobina refere-se à sequência específica de aminoácidos 

das suas globinas. Ainda que as cadeias α e  não sejam iguais, existe uma 

considerável homologia entre elas, havendo 64 resíduos de aminoácidos em posições 

idênticas em ambas as cadeias. No que concerne à sua estrutura secundária, cerca de 

75-80% das cadeias globínicas estão organizadas em hélices e as restantes encontram-

se dispostas de forma não helicoidal [2]. Na estrutura terciária, as hélices formam uma 

conformação tridimensional, que permite a formação de uma bolsa hidrofóbica que aloja 

o grupo heme, protegendo-o de interações indesejadas que levariam à sua oxidação e 
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consequente comprometimento da ligação ao oxigénio [1], [2]. Por fim, a estrutura 

quaternária da hemoglobina consiste na associação de dois dímeros compostos, cada 

um, por uma cadeia α e uma cadeia  [15]. A Figura 2.1 permite obter uma melhor 

conceptualização da referida estrutura tetramérica da hemoglobina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As cadeias de globina são codificadas por dois loci diferentes, o cluster da globina α, 

localizado no cromossoma 16p13.3, e o cluster da globina , localizado no cromossoma 

11p15.5 [15]. O cluster α conta com os genes HBZ, HBA1 e HBA2 (Figura 2.2A), que 

são responsáveis pela codificação das cadeias de globina zeta (ζ), alfa 1 (α1) e alfa 2 

(α2). Já o cluster  compreende os genes HBE, HBG1, HBG2, HBD e HBB (Figura 2.2B), 

que codificam, respetivamente, as cadeias de globina epsilon (ε), gama A (Aγ), gama G 

(Gγ), delta (δ) e beta () [2], [14].  Estes genes estão dispostos, no genoma, de forma 

sequencial, sendo diferencialmente expressos a cada fase do desenvolvimento para 

produzir diferentes tipos de hemoglobina. Os genes HBB, HBA1 e HBA2 possuem uma 

organização estrutural semelhante, apresentando, cada um, três exões e dois intrões 

[2]. Essa estrutura é altamente conservada e essencial para garantir a expressão correta 

do mRNA das globinas.  

Além dos referidos genes funcionais, o cluster α inclui ainda três pseudogenes, pseudo 

zeta (Ψζ), pseudo alfa 2 (Ψα2) e pseudo alfa 1 (Ψα1).  Já o cluster  possui apenas um 

pseudogene, designado de pseudo beta (Ψβ) [4], [15], [16]. Na Figura 2.2 encontram-

se os mapas dos clusters da α e  globina nos cromossomas 16 e 11, respetivamente.  

Figura 2.1: Representação da estrutura de 
hemoglobina, composta por duas cadeias α e duas 
cadeias β, contendo cada cadeia um grupo heme 
com um átomo de ferro.  Adaptado de Rosenberg 
and Rosenberg (2012) Human Genes and Genomes 
[14].  
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Durante o desenvolvimento embrionário, fetal e adulto, ocorre uma mudança 

progressiva na expressão dos genes das globinas, conhecida como "switch" 

hemoglobínico [15]. As primeiras hemoglobinas a ser produzidas, durante a fase 

embrionária, são a Hb Gower 1 (ζ₂ε₂), Hb Gower 2 (α₂ε₂) e Hb Portland (ζ₂γ₂), que são 

expressas pelos genes HBZ e HBE. Essas hemoglobinas são gradualmente 

substituídas pela hemoglobina Fetal (HbF), que passa a ser predominante durante a 

fase fetal. Anteriormente ao momento do nascimento inicia-se a produção das 

hemoglobinas A (HbA) e A2 (HbA2). Nos recém-nascidos, a HbF continua a predominar, 

constituindo 70-80% da hemoglobina circulante. Porém, durante os primeiros 6 meses 

de vida, essa vai diminuindo gradualmente até 4-5%, havendo concomitantemente um 

aumento de HbA (α₂2) e de HbA2 (α₂δ2), embora a última referida seja produzida em 

concentrações significativamente mais reduzidas relativamente à HbA. Num adulto, a 

HbA representa cerca de 97% da hemoglobina total, enquanto a HbA2 apenas cerca de 

2%. Quanto à HbF, esta apresenta, nesta fase, concentrações residuais, abaixo de 1%. 

Este é o padrão de hemoglobinas típico a partir do primeiro ano de vida, sensivelmente 

[4], [14], [15], [16].  

 

 

 

 

 

Figura 2.2: Clusters dos genes da cadeia α-globina (A) e da cadeia β-globina (B). Adaptado de 

Lee J-S, et al. (2021) Blood Research 56 [16].  
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2.2. HEMOGLOBINOPATIAS EM ÁFRICA 

As hemoglobinopatias dizem respeito ao grupo de doenças genéticas relacionadas com 

alterações na síntese da hemoglobina, constituindo os distúrbios monogénicos mais 

comuns a nível mundial [4].  

As hemoglobinopatias abarcam duas categorias: as variantes estruturais de 

hemoglobina, que resultam de alterações na sequência de aminoácidos das cadeias 

globínicas, levando consequentemente a modificações da estrutura da hemoglobina 

(alterações qualitativas); e as talassemias, que consistem em alterações quantitativas 

da síntese das cadeias de globina [1], [4].  

Estas patologias têm uma elevada prevalência, estimando-se que pelo menos 7% da 

população mundial seja portadora de uma mutação associada a hemoglobinopatias [17] 

e que nasçam anualmente cerca de 370 000 indivíduos homozigóticos ou 

heterozigóticos para estas condições [18]. Além disso, aproximadamente 3.4% das 

mortes em crianças com idade inferior a 5 anos são decorrentes deste tipo de condições 

genéticas [19].  

Mais de 70% do total de hemoglobinopatias concentram-se no continente africano, com 

destaque para a Anemia das Células Falciformes e a β-talassemia major.  Além disso, 

é em África que se regista a maior taxa de mortalidade infantil em crianças com menos 

de 5 anos afetadas por estas patologias [6].  

Atualmente, são conhecidas mais de 2000 variantes de hemoglobina, sendo que a nível 

global, as mais prevalentes são a hemoglobina S (HbS), a hemoglobina C (HbC) e a 

hemoglobina E (HbE). Entre estas, apenas as duas primeiras apresentam frequências 

elevadas no continente africano, especialmente em regiões onde a malária foi 

historicamente endémica, devido ao efeito protetor parcial dessas variantes contra a 

infeção pelo Plasmodium falciparum [19].  

 

2.2.1.  Anemia das Células Falciformes 

A Anemia das Células Falciformes (ACF) é uma doença genética que se caracteriza 

pela produção de um tipo anormal de hemoglobina, a hemoglobina S (HbS), identificada 

pelo rs334 [20], [21]. Esta resulta de uma mutação pontual no gene da -globina 

(c.20A>T), no qual se dá a substituição do ácido glutâmico por valina na posição 6 (p. 

Glu6Val) [1], [20]. Esta mutação conduz a uma alteração da estrutura da molécula de 

hemoglobina, tornando-a menos solúvel quando desoxigenada, o que leva à 
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polimerização intracelular da HbS, ocorrendo, consequentemente, a deformação dos 

eritrócitos, que assumem a forma de uma foice [1].  

A ACF é um distúrbio autossómico recessivo que ocorre quando um indivíduo herda 

dois alelos mutados da HbS, resultando em sintomas clínicos grave [12]. Esta condição 

manifesta-se essencialmente por episódios recorrentes de vaso-oclusão e hemólise, 

levando a crises dolorosas, anemia moderada e danos progressivos nos órgãos [1], [12]. 

Já quando é herdado apenas um alelo, trata-se de traço falciforme, cujas manifestações 

clínicas são geralmente assintomáticas, ainda que possam surgir complicações, como 

hematúria espontânea, especialmente em condições de baixa oxigenação [1].  

A associação da HbS com outras variantes de hemoglobina, como a HbC, ou com 

talassemia também cursa com manifestações clínicas variáveis, com graus distintos de 

severidade [12].  

A anemia das células falciformes (ACF) é uma das doenças genéticas mais comuns no 

mundo inteiro, tendo uma elevada prevalência em regiões como a África Subsaariana, 

Caraíbas, Médio Oriente e algumas zonas da Índia [7], [8]. Estima-se que nasçam 

anualmente entre 200 a 400 mil crianças com ACF em África [7], [9], sendo que mais de 

75% dos casos ocorrem na África Subsaariana [12]. Destas crianças, cerca de 50% 

acabam por morrer antes dos 5 anos de idade em países de baixa renda [10]. A doença 

é, então, uma das principais causas de morte não transmissível em crianças entre 5 e 

14 anos de idade e tem apresentado uma tendência crescente de mortalidade global, 

em contraste com outras causas de morte que têm vindo a diminuir [7].  

 

2.2.2. Síndromes Talassémicas 

2.2.2.1. Beta-talassemia 

A Beta-talassemia (-talassemia) consiste num grupo heterogéneo de distúrbios 

genéticos autossómicos recessivos causados por variantes patogénicas no gene HBB, 

que se localiza no cromossoma 11 [22], [23]. Caracteriza-se pela redução (β+) ou 

ausência (β0) da produção das cadeias de β-globina, o que se traduz numa acumulação 

excessiva de cadeias α-globina que precipitam, formando corpúsculos de inclusão 

tóxicos. Isto conduz, consequentemente, à destruição precoce dos eritroblastos e 

eritrócitos [24]. A severidade da doença e dos sintomas clínicos encontra-se diretamente 

relacionada com o grau de deficiência de cadeias de β-globina podendo, de acordo com 

esse critério, classificar-se a -talassemia em 3 tipos [19]: -talassemia major (genótipo 

β0/β0), que se traduz em anemia grave dependente de transfusões, hemólise, 
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sobrecarga de ferro e eritropoiese ineficaz; talassemia intermédia (β+/β+ ou β0/β+), que 

se caracteriza por anemia de gravidade variável, que pode requerer transfusões 

ocasionais; talassemia minor (genótipo β/β+ ou β/β0), cujos portadores apresentam 

microcitose assintomática ou anemia leve [24], [25].  

Até à data encontram-se reportadas mais de 350 mutações associadas à -talassemia, 

embora apenas cerca de 40% delas contribuam para 90% das -talassemias 

encontradas na população a nível global [26]. A maioria dessas mutações consistem em 

mutações pontuais, que podem afetar a transcrição, processamento ou tradução do 

RNA mensageiro. Dentre as possíveis mutações incluem-se as mutações em 

promotores e na região 5’UTR, mutações em locais de splicing, mutações nonsense, 

missense e frameshift e ainda mutações na região de poliadenilação (3’UTR) [19], [22], 

[26]. Cerca de 50% destas mutações inativam completamente o gene HBB, resultando 

na ausência de cadeias de β-globina [26]. Contudo, embora incomum, há também -

talassemias resultantes de deleções [24], [26].  

A nível global, estima-se que existam cerca de 80 milhões de portadores de -

talassemia. Em termos geográficos, esta condição genética é prevalente em regiões 

como o Mediterrâneo (especialmente no Chipre e Sardenha), o Médio Oriente, Índia, 

Sul da China, algumas zonas do Extremo Oriente e no Norte de África [23], [27]. A 

seleção natural tem favorecido a presença do alelo mutado em heterozigotos, dado 

oferecer proteção contra a malária por Plasmodium falciparum [22], [23]. Este fenómeno 

contribuiu para a disseminação do gene mutado em populações de regiões endémicas 

de malária.   

A prevalência de portadores varia entre 1 e 20%, sendo raramente superior a estes 

valores [23], [27]. Relativamente ao continente africano, considera-se a -talassemia 

prevalente no norte do continente, havendo vários estudos que relatam a presença de 

vários tipos de mutações [23], [24], [28]. Já no restante continente africano, 

nomeadamente na África subsariana, acredita-se que a -talassemia seja rara. Contudo, 

esta perceção poderá estar em grande parte influenciada pela falta de estudos 

abrangentes nessa região. Existem até alguns trabalhos de investigação focados na 

Anemia das Células Falciformes que identificam a presença de outras 

hemoglobinopatias, sem que estas sejam investigadas e identificadas [10]. Posto isto, a 

ausência de rastreios direcionados a esta condição genética na África Subsariana pode, 

em parte, explicar a sua reduzida notificação. É ainda importante realçar que, 

anualmente, nascem aproximadamente 1500 crianças com β-talassemia em África, o 

que impõe uma carga significativa sobre os sistemas de saúde, dada a complexidade e 
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os custos elevados do tratamento, agravados pela realidade socioeconómica 

desfavorável da maioria dos países africanos [6].  

No que diz respeito ao continente africano, são muito escassos os estudos focados no 

rastreio de -talassemias, pelo que os dados relativamente às mutações presentes 

nessa região são limitados. Por outro lado, têm sido desenvolvidos inúmeros estudos 

em países árabes, que incluem alguns países do Norte de África, como Marrocos, 

Tunísia e Argélia. Assim, ao contrário do que acontece na África subsariana, no Norte 

de África a distribuição das mutações responsáveis pela -talassemia encontra-se 

relativamente bem estudada [28], [29], [30]. 

De acordo com estudos que têm investigado o Norte do continente africano, a mutação 

mais prevalente e disseminada nessa região é a rs35004220 [IVS I 110 (G>A), HBB: 

c.93-21G>A] [31], que afeta o processamento do RNA mensageiro (mRNA)  [22], [27], 

[29], [32]. A substituição de G por A na posição 110 do intrão 1 cria um local de splicing 

alternativo, preferencialmente utilizado na maioria dos transcritos, o que provoca a 

retenção de uma parte do intrão no mRNA. Este segmento retido contém um codão stop 

prematuro, o que impede a normal produção das cadeias de -globina. Contudo, o local 

de splicing normal continua a ser usado, embora com pouca frequência, o que permite 

que continue a haver alguma produção de cadeias de -globina, ainda que muito 

reduzida [32], [33]. Desta forma, esta mutação é responsável por uma talassemia + 

[23], [32]. Apesar de esta mutação ser frequentemente reportada no Norte de África, 

bem como em países mediterrânicos, há evidências de que possa ser também 

prevalente noutras regiões, tendo sido já previamente identificada por um estudo 

desenvolvido na África Subsariana, em Angola [33], e por outro na África Oriental, mais 

especificamente no Quénia [23].  

Outra das mutações mais encontradas nos países do Norte de África já estudados é a 

rs11549407 [codão 39 (C>T), HBB: c.118C>T] [34], que afeta a tradução do mRNA [32]. 

Esta mutação traduz-se na substituição do codão 39 por um codão stop prematuro, o 

que resulta na ausência de produção de cadeias de -globina. Assim, esta mutação é 

responsável por um fenótipo severo de 0-talassemia [32], [33]. Além de frequentemente 

identificada em países árabes do Norte de África, os mais estudados no continente, foi 

também identificada num estudo em Angola [33]. O estudo mencionado identificou a 

mutação tanto em indivíduos homozigóticos quanto em heterozigóticos, incluindo casos 

em que se encontrava em associação com a HbS, o que sugere possíveis cenários de 

β⁰-talassemia falciforme (HbS/β⁰-talassemia) [33].  
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A mutação rs33971440 [IVS-I-1 (G>A), HBB: c.92+1G>A] [35], também prevalente em 

África, refere-se à substituição de G por A na posição 1 do 1º intrão do gene HBB, o que 

afeta o processamento do mRNA, ao interferir num local 5’ de splicing (dador) [29], [32]. 

Outra mutação que afeta o splicing é a rs193922563 [IVS1-3' end del 25bp, HBB: c.93-

22_95del] [36], uma deleção de 25 pb no 1º intrão, que embora seja reconhecida na 

literatura como distribuída entre a população Indiana e dos Emirados Árabes Unidos, foi 

já identificada também no Quénia [23]. As últimas mutações referidas traduzem-se 

ambas em β⁰-talassemia, uma forma severa da doença. As mutações rs35724775 [IVS-

I-6 (T>C), HBB: c. 92+6T>C] [37] e rs34690599 [IVS-II-745 (C>G), HBB: c. 316-106C>G] 

[38], que se referem a substituições nos intrões 1 e 2, respetivamente, interferem 

também no splicing, embora ainda permitam a produção de cadeias de β-globina, 

resultando assim uma β⁺-talassemia [28], [32], [39]. No entanto, a gravidade da doença 

pode variar consoante o haplótipo associado, podendo, em alguns casos, manifestar-se 

de forma mais severa [32].  

As mutações rs63749819 [codão 6 (-A), HBB: c.20del] [40] e rs35497102 [codão 8 (-

AA), HBB: c-25_del] [41], ambas do tipo frameshift, também têm sido identificadas tanto 

no continente africano como em indivíduos com origens africanas [29], [32]. A mutação 

rs33959855 [CD 22 (GAA → TAA), HBB: c.67G>T] [42], responsável pela introdução de 

um codão nonsense, foi a principal mutação identificada no já citado estudo 

desenvolvido no Quénia [23], [32]. No mesmo estudo, reportou-se a mutação 

rs33941849 [codão de iniciação (ATG → ACG), HBB: c.2T > C] [43], que impede o início 

da tradução ao inativar o local de ligação do tRNA. Todas estas são mutações do tipo 

que afetam a tradução do mRNA, impedindo totalmente a produção de cadeias de -

globina. Como consequência, os indivíduos portadores destas mutações desenvolvem 

β⁰-talassemia [28], [39].  

Com esta breve revisão verifica-se que há um número reduzido de mutações 

identificadas na África Subsariana, o que pode refletir a falta de investigação nessa 

região no âmbito da -talassemia e ainda sugerir um subdiagnóstico dessa condição 

genética.   

 

2.2.2.2. Alfa-talassemia 

A alfa-talassemia (α-talassemia) é uma das doenças monogénicas mais comuns do 

mundo. Resulta de mutações nos genes HBA1 e HBA2, localizados no cromossoma 16 

e traduz-se na redução ou ausência da síntese das cadeias de alfa globina. Trata-se de 



 

11 

 

uma condição com uma elevada prevalência, estimando-se que cerca de 5 a 20% da 

população mundial seja portador de pelo menos uma mutação responsável por α-

talassemia [44]. Contudo, em regiões tropicais e subtropicais onde a malária é ou foi 

endémica podem ser atingidas frequências mais elevadas de 80-90% [45], [46], [47]. Na 

África subsariana estima-se que a -talassemia afete até 50% da população [48].  

Atualmente conhecem-se cerca de 130 mutações responsáveis por α-talassemia, sendo 

que aproximadamente 95% dos casos desde distúrbio são devidos a deleções, 

enquanto os restantes são atribuídos a mutações pontuais [25], [44], [49].  

A α -talassemia provocada por deleções pode ser classificada em α+ - talassemia e α0 – 

talassemia, consoante haja, respetivamente, perda/redução da atividade de um único 

gene alfa (em hetero ou homozigotia) ou de ambos num mesmo alelo (Figura 2.3). A 

primeira referida resulta numa expressão clínica mínima, enquanto a segunda se traduz 

num impacto clínico significativo [44], [50]. 

A severidade clínica deste distúrbio genético depende do número de genes afetados. A 

perda funcional de três genes alfa origina a doença de hemoglobina H (HbH) (Figura 

2.3), que pode resultar na necessidade de transfusões em períodos de hemólise 

induzida por stress [44]. A forma mais severa de α -talassemia é a síndrome de hidropsia 

fetal por hemoglobina de Bart’s (Figura 2.3), que ocorre pela ausência total dos quatro 

genes da alfa globina, que conduz a anemia fetal grave, insuficiência cardíaca, 

hepatoesplenomegalia e morte in utero, caso não sejam realizadas transfusões 

intrauterinas [25], [44], [47]. Quando ocorre a deleção de apenas um gene de alfa 

globina, o indivíduo afetado é um portador silencioso, não apresentando alterações 

clínicas ou laboratoriais, exceto microcitose ligeira, que pode surgir por vezes. Já o traço 

talassémico diz respeito aos casos em que ocorre a perda de dois genes alfa, 

verificando-se frequentemente uma leve anemia microcítica [51]. O Quadro 2.1 

sumariza as manifestações clínicas em função do genótipo para os genes alfa.  
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Quadro 2.1: Designação e manifestações clínico-laboratoriais em função do genótipo para os 
genes alfa. 

Genótipo 
Nº de genes α 

funcionais 
Designação 

Manifestação 
clínica/laboratorial 

α α / α α 4 Genótipo normal Sem alterações 

- α / α α 3 Portador silencioso 
Normal ou ligeira 
microcitose 

- α /- α ou --/ α α 2 Traço alfa-talassémico 
Anemia microcítica 
hipocrómica leve 

--/- α 1 Doença de HbH 
Anemia moderada a 
severa. Hemólise 

--/-- 0 Hidrópsia fetal por HB Bart’s 
Letal in utero ou logo 
após o parto 

 

A deleção de 3.7 kb (-α 3.7) constitui-se como a mais comum mutação associada à α+-

talassemia, sendo amplamente distribuída a nível mundial [52], [53], [54]. Esta deleção 

apresenta maior prevalência em populações africanas e da região mediterrânica [51], 

[55].  

Os genes HBA1 e HBA2 inserem-se em dois segmentos de 4 kb com uma elevada 

homologia. Estes segmentos dividem-se em três regiões homólogas mais pequenas, X, 

Y e Z, que se encontram separadas por regiões não homólogas, as regiões I, II e III. A 

deleção - α 3.7 resulta de um evento de recombinação homóloga entre as regiões Z dos 

genes HBA1 e HBA2, que estão separados por 3.7 kb, originando-se um gene híbrido 

HBA2/HBA1 (Figura 2.4) e consequente perda de um gene alfa funcional [49], [51]. No 

Figura 2.3: Classificação da alfa-talassemia de acordo com o número de genes deletados ou 

não funcionais. Adaptado de Musallam K. et al. (2024) Blood Reviews 64 [44]. 
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Apêndice I encontra-se representada a sequência deletada em consequência da 

deleção 3.7 kb.  

 

 

 

 

 

 

 

2.2.3. Outras Variantes 

2.2.3.1. Hemoglobina C (HbC) 

A hemoglobina C (rs33930165) [56] consiste numa variante estrutural da hemoglobina, 

sendo a segunda mais comum em indivíduos de ascendência africana [1], [57]. A 

presença significativa da HbC em populações africanas está associada à sua ação 

protetora parcial contra a malária, provocada pelo Plasmodium falciparum [58], o que 

explica a sua alta prevalência em áreas endémicas da doença, especialmente na África 

Ocidental [57], [58].  

Esta variante é herdada de forma autossómica recessiva e surge devido a uma mutação 

pontual no gene da cadeia beta da globina (c.19G>A), na qual o ácido glutâmico é 

substituído por uma lisina na posição 6 da cadeia beta (p. Glu6Lys) [1], [57], [58].  

A mutação da qual resulta a HbC provoca uma alteração na carga elétrica da molécula 

de hemoglobina, que passa a ter uma carga mais positiva do que a hemoglobina normal. 

Isto traduz-se numa redução da solubilidade da HbC, o que favorece, 

consequentemente, a formação de cristais no interior dos eritrócitos [58].  

Indivíduos heterozigóticos para a HbC são geralmente assintomáticos e não 

apresentam complicações clínicas relevantes. Já os indivíduos homozigóticos, 

geralmente apresentam anemia hemolítica crónica leve a moderada. Esta variante 

também pode ser encontrada em associação com outras variantes, o que pode agravar 

Figura 2.4: Esquema representativo da deleção - α 3.7, que origina o gene híbrido 

HBA2/HBA1. A deleção remove o exão 3 do gene HBA2 e os exões 1 e 2 do gene 

HBA1. Adaptado de Alderei L, et al. (2023) Thalasemia Reports 14 [54] .  
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o quadro clínico. Por exemplo, quando combinada com a Hbs, surge uma condição 

caracterizada por anemia hemolítica crónica e crises vaso-oclusivas menos severas e 

menos frequentes do que nos casos de homozigotia para HbS. Já em associação com 

β talassemia pode provocar anemia hemolítica moderada com esplenomegalia [1], [57].  

 

2.2.3.2. Hemoglobina G -Philadelphia  

A hemoglobina G-Phildelphia (HbGPh) (rs111033601) [59] é uma variante estrutural da 

cadeia alfa da hemoglobina, sendo a variante mais comum dessa cadeia na população 

africana. Tem elevada prevalência na áfrica subsariana e especialmente na áfrica 

ocidental [30], [60].  

Resulta de uma mutação missense que se traduz na substituição do aminoácido 

asparagina (Asn) por uma lisina (lys) na posição 68 da cadeia alfa globina (α68 

Asn→Lys) [60], [61]. Esta substituição pode surgir de duas formas – através da 

substituição de uma Citosina (C) por uma Adenina (A) (AAC → AAA) no codão 68 do 

gene HBA2 (α2) ou pela substituição de uma Citosina (C) por uma Guanina (G) (AAC 

→ AAG) no gene híbrido α2α1, resultante da deleção 3.7kb, responsável por α-

talassemia [60], [62].  

A HbGPh é herdada de forma autossómica codominante, o que leva a que indivíduos 

heterozigóticos sejam geralmente assintomáticos. Já a homozigotia pode traduzir-se em 

estados clínicos mais severos, embora seja rara, com uma frequência estimada de 1 em 

25 milhões [62]. A HbGPh surge muitas vezes associada com α-talassemia, o que pode 

alterar a expressão e concentração da HbGPh em circulação no sangue [60], [62]. A 

combinação com outras variantes estruturais de hemoglobina, como a HbC ou HbS, 

também é um cenário plausível, podendo nalguns casos agravar as manifestações 

clínicas.  

 

2.3. RASTREIO NEONATAL DE HEMOGLOBINOPATIAS 

Como já visto, a ACF é responsável por uma fração significativa das mortes em crianças 

com idade inferior a 5 anos em países de baixa renda, essencialmente devido à falta de 

diagnóstico precoce e tratamentos adequados. Muitas destas crianças morrem sem 

terem chegado a receber o diagnóstico [10]. No entanto, quando seguidas após 

diagnóstico, a mortalidade reduz significativamente [7], [9], [10].  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes/?chr=16&from=223235&to=223235&gts=rs111033601&mk=223235:223235|rs111033601
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As principais causas de mortalidade em crianças com idade inferior a 5 anos com ACF 

incluem infeções bacterianas, como pneumonia, septicémia e meningite, bem como 

crises vaso-oclusivas, desnutrição e anemia severa, por vezes exacerbada por malária 

[8], [9], [12], [63].  

Vários estudos têm destacado a importância dos rastreios neonatais na prevenção das 

complicações e consequente diminuição da mortalidade [7], [8], [10], [64]. Este tipo de 

rastreio tem sido implementado com sucesso em inúmeros contextos globais [8], [12], 

[64]. 

No que diz respeito aos países desenvolvidos, foi em 1973 que os Estados Unidos da 

América (EUA) deram o primeiro passo no rastreio neonatal de ACF, no entanto, foi 

apenas em 2006 que o rastreio foi implementado a nível nacional, assegurando que 

todos os recém-nascidos no país fossem testados como parte de um programa universal 

[65]. Na Europa, foi há cerca de 40 anos que surgiram os primeiros rastreios neonatais 

de ACF em França e no Reino Unido, tendo estes mais tarde evoluído para programas 

nacionais de sucesso comprovado. A implementação dos referidos programas traduziu-

se em taxas de sobrevivência de 99% aos 16 anos, no Reino Unido, e de 97,1% em 

França [7].  

Já em países em desenvolvimento, os programas de rastreio têm enfrentado alguns 

obstáculos, uma vez que a falta de estruturas de saúde organizadas e o elevado custo 

dos programas limitam a implementação de modelos semelhantes aos de países 

desenvolvidos [7], [66].  

A Sociedade Americana de Hematologia fundou o Consórcio para Rastreio Neonatal em 

África (CONSA), que consiste numa rede internacional que preconiza demonstrar os 

benefícios do rastreio neonatal e das consequentes intervenções precoces em crianças 

com ACF na África Subsaariana. O CONSA baseia-se na premissa de que a deteção 

precoce de recém-nascidos com ACF e o acesso a cuidados de saúde adequados pode 

reduzir a mortalidade infantil em menores de 5 anos. Esta iniciativa abrange sete países 

– Quénia, Gana, Libéria, Nigéria, Tanzânia, Zâmbia e Uganda – e tem então como intuito 

implementar um programa padronizado de rastreio de hemoglobinopatias e cuidados 

contínuos após o diagnóstico [16], [45].  

Embora já tenham vindo a ser desenvolvidos programas piloto de rastreio neonatal pelos 

membros do CONSA e por outros países não membros, ainda nenhum dos países 

estabeleceu um programa nacional de rastreio. Isto é justificado pela escassez de 

recursos e pela falta de apoio das entidades políticas [8], [67]. Contudo, apesar das 
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dificuldades, vários programas de rastreio têm vindo a apresentar resultados 

promissores. 

O Gana é, provavelmente, o país africano mais avançado no que toca ao rastreio 

neonatal de ACF. Em 1995 surge um programa de rastreio como parte de um projeto 

financiado pelo National Institutes of Health, que testou, durante os 10 anos seguintes, 

202 244 recém-nascidos em várias unidades de saúde rurais e urbanas na região de 

Ashanti. Os resultados demonstraram que cerca de 1 em cada 50 bebés no Gana nasce 

com ACF. Não obstante estes resultados alarmantes, ainda não se deu a 

implementação de um programa de rastreio neonatal nacional [68]. Mais recentemente, 

em 2017, foi desenvolvido um programa de rastreio [69]  no maior hospital público do 

Gana (Korle Bu Teaching Hospital), com o principal objetivo de avaliar a exequibilidade 

e os desafios da implementação de um programa de rastreio neonatal nacional. Apesar 

dos desafios encontrados, como a falta de profissionais e de material e o atraso nos 

resultados, foi possível adotar estratégias que melhoraram substancialmente a 

cobertura do rastreio. Este estudo revelou que, embora haja dificuldades, é possível 

implementar programas de rastreio neonatal de ACF em cenários de recursos limitados, 

o que abre portas para o início da concretização de programas nacionais.  

Benim foi outro dos pioneiros no rastreio neonatal de ACF na África Subsariana, tendo 

levado a cabo, em 1993, um programa de rastreio neonatal que testou, até 1998, 943 

recém-nascidos através de Focagem Isoelétrica e eletroforese das hemoglobinas para 

confirmação de resultados anormais. Este programa de rastreio neonatal traduziu-se 

numa redução significativa na gravidade das complicações e na mortalidade infantil 

associada à ACF, sendo que, apesar das dificuldades em rastrear e motivar as famílias 

e da resistência inicial, os pais dos bebés apresentaram elevada adesão ao programa 

e aos cuidados recomendados [66].  

Na República Democrática do Congo, um projeto pioneiro na região testou 31 204 

recém-nascidos, também recorrendo à técnica de Focagem Isoelétrica, tendo 

comprovado a viabilidade da implementação do programa em larga escala, embora 

tenha, à semelhança do caso de Benin, enfrentado inúmeros desafios logísticos e 

culturais [9].  

Entre fevereiro de 2017 e maio de 2018, no âmbito de um programa de rastreio neonatal 

na Tanzânia foram testadas amostras de sangue de 17 200 bebés destinadas ao 

rastreio de HIV. As amostras foram testadas utilizando Focagem Isoelétrica para 

identificar variantes de hemoglobina, nomeadamente a hemoglobina S. Este programa 

demonstrou uma prevalência de ACF cerca de duas vezes superior aos dados 
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previamente reportados, indicando um subdiagnóstico da doença, o que reforça a 

importância de rastreios neonatais abrangentes [70].  

Em 2011, deu-se início a um programa de rastreio em Luanda, Angola, que testou 36 

453 recém-nascidos e permitiu uma redução da mortalidade infantil para 6.8% no 

primeiro ano em crianças com ACF, percentagem esta mais favorável em relação à taxa 

de mortalidade infantil nacional de 9.8%. Neste programa, as amostras foram analisadas 

por Focagem Isoelétrica e confirmadas por eletroforese capilar. Apesar das dificuldades 

em rastrear todas as famílias devido a números de telefone incorretos ou 

desatualizados, verificou-se uma elevada adesão ao tratamento e às consultas após o 

contacto inicial. A implementação deste programa de rastreio e os seus resultados 

positivos comprovaram a exequibilidade deste tipo de iniciativas de saúde pública 

mesmo em contextos de recursos limitados [10]. A viabilidade deste programa foi ainda 

salientada por Mc Gann et al., que demonstraram, de acordo com os critérios da 

Organização Mundial de Saúde (OMS), a elevada relação custo-benefício do programa 

em todos os cenários de Angola [11].  

O sucesso dos vários programas de rastreio desenvolvidos ao longo dos anos tem 

dependido da utilização de várias tecnologias, como a Focagem Isoelétrica, que é 

comummente usada em países em desenvolvimento, como comprovado pelos 

exemplos supracitados, e a Cromatografia Líquida de Alta Performance (HPLC), que é 

mais utilizada em países desenvolvidos, devido aos seus custos elevados [7]. As 

tecnologias de Point of Care (POC) têm vindo a ser vastamente aplicadas em países 

pouco desenvolvidos, que enfrentam desafios económicos. Pode ser mencionado, a 

título exemplificativo, um estudo realizado no Haiti, no qual foram testados 8224 recém-

nascidos, recorrendo a testes de POC, o que permitiu aumentar significativamente as 

taxas de seguimento em áreas rurais. Este estudo, apesar dos desafios enfrentados, 

como problemas logísticos e barreiras sociais, demonstrou, mais uma vez, a viabilidade 

de programas de rastreio [63].  

Apesar dos avanços no âmbito do rastreio neonatal em países em desenvolvimento, as 

dificuldades enfrentadas são idênticas nos vários países. Problemas como a falta de 

infraestrutura adequada, o elevado custo dos programas, a dificuldade na 

consciencialização e na rastreabilidade das famílias são obstáculos comuns.  

Os resultados dos inúmeros programas implementados nas várias regiões do mundo 

têm, não só enfatizado as elevadas prevalências de ACF mas também revelado que os 

rastreios neonatais têm o potencial de transformar os cuidados de saúde [7]. Ao permitir 

um diagnóstico precoce, estes programas possibilitam intervenções também elas 
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precoces e eficazes, nomeadamente a vacinação, profilaxia antibiótica com penicilina, 

suplementação com ácido fólico e a introdução de hidroxiureia para reduzir crises vaso-

oclusivas [7], [8], [9], [10], [63], [70]. Assim, os rastreios neonatais têm um elevado 

potencial na diminuição da mortalidade associada à ACF.  

Contudo, de forma a reduzir a carga global da ACF e diminuir as desigualdades em 

saúde, é essencial garantir a sustentabilidade deste tipo de programas [7]. Para isso é 

importante investir em parcerias público-privadas, reforçar o uso de tecnologias 

acessíveis e integrar e associar os rastreios com outras iniciativas de saúde, como os 

programas de imunização e o rastreio de HIV [12].  

A ACF, apesar da sua elevada importância, não é a única hemoglobinopatia que merece 

destaque. Assim, outras hemoglobinopatias, como as talassemias ou outras variantes 

estruturais de hemoglobina devem ser consideradas.  Estas podem traduzir-se em 

complicações graves, podendo, sem diagnóstico e tratamento adequados, ter um 

elevado impacto na qualidade de vida dos seus portadores. Desta forma, tal como no 

caso da ACF, os programas de rastreio são cruciais para o diagnóstico precoce.  

O rastreio das talassemias, que resultam em anemias de severidade variável, tem vindo 

a ser discutido em vários contextos geográficos. Países endémicos, como o Chipre e a 

Grécia, têm priorizado programas pré-nupciais e pré-natais em detrimento dos rastreios 

neonatais, o que tem resultado numa redução significativa da incidência de recém-

nascidos afetados [71]. Este tipo de programas tem vindo a ser incentivado, desde a 

década de 1970, pela OMS, devido ao impacto negativo da doença e aos elevados 

custos associados ao tratamento de longo prazo. Já em países não endémicos, como 

os EUA e o Reino Unido, as talassemias têm sido incluídas em programas de rastreio 

neonatal para doenças raras, o que permite uma identificação precoce e uma 

consequente gestão clínica mais eficaz [72].  

Em África, continente no qual se detetam cerca de 70% de todos os casos de 

hemoglobinopatias globais, destacam-se, dentre as hemoglobinopatias com significado 

clínico encontradas, além da ACF, as talassemias e a hemoglobina C. O 

desenvolvimento de programas de rastreio focados na ACF tem permitido, por vezes, 

detetar estas outras variantes, permitindo aos doentes receber diagnóstico precoce e 

acompanhamento clínico adequado, o que contribui para reduzir complicações [67]. No 

entanto, permanece a necessidade de criar programas de rastreio abrangentes, com 

boa cobertura populacional.  
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2.4. METODOLOGIAS LABORATORIAIS PARA INVESTIGAÇÃO DE 

HEMOGLOBINOPATIAS 

2.4.1. Focagem Isoelétrica 

A Focagem Isoelétrica (IEF) é uma das metodologias eletroforéticas usadas no 

diagnóstico e rastreio de hemoglobinopatias. Esta consiste numa técnica que permite a 

separação de proteínas com base no seu ponto isoelétrico (PI), correspondendo este 

ao valor de pH no qual a proteína atinge uma carga elétrica neutra [19].  

Na IEF é utilizada uma matriz, geralmente um gel de agarose ou poliacrilamida, que 

contém anfólitos de baixo peso molecular com diferentes pontos isoelétricos (PIs). 

Quando é aplicada uma elevada tensão elétrica é originado um gradiente de pH, dado 

que cada anfólito migra até atingir o seu PI [1], [19], [72].  

No âmbito da análise de variantes de hemoglobina, quando uma amostra contendo 

hemoglobina é aplicada no gel, cada variante presente na amostra migra no sentido do 

cátodo até ao ânodo até alcançar o seu PI, precipitando nesse mesmo ponto, o que 

origina a formação de bandas visíveis [19], [73]. Para este tipo de análise em específico 

é geralmente usado um gradiente de pH que varia entre 6 e 8 [1].  A identificação das 

bandas é feita através da comparação dos padrões de migração com controlos de 

qualidade conhecidos [73] e através do uso de guidelines publicadas [74]. Na Figura 2.5 

encontra-se uma representação das mobilidades relativas de inúmeras hemoglobinas 

variantes, o que é útil para a comparação dos padrões de bandas obtidos 

laboratorialmente.  

A IEF permite uma separação eficiente das hemoglobinas, apresentando maior 

resolução, sensibilidade e precisão relativamente à eletroforese em pH alcalino [19], 

[73]. Quanto à ordem de migração das hemoglobinas, esta é idêntica à que se observa 

na eletroforese alcalina. No entanto, a IEF possui uma maior capacidade de deteção de 

variantes de hemoglobina. Outro aspeto que torna a IEF bastante vantajosa é o seu 

custo relativamente baixo [74]. 

São vários os tipos de hemoglobinas que podem ser identificados e diferenciados 

através da IEF, nomeadamente a HbA, HbF, HbS, HbE, HbOArab, HbDPunjab, HbG e 

HbBart’s, embora algumas delas necessitem de ser confirmadas através de outros 

métodos, devido ao facto de haver várias variantes a migrar na mesma zona. Em 

amostras de recém-nascidos, é ainda evidenciada a hemoglobina F acetilada, que 

aparece ligeiramente acima da HbA, ou seja, mais perto do ânodo [19], [73], [74].  



 

20 

 

Os padrões de migração das hemoglobinas obtidos por IEF são fundamentais para a 

identificação das diferentes hemoglobinopatias, sendo que a interpretação desses 

padrões é baseada na presença e na combinação das várias bandas. O Quadro 3.1 

apresenta as principais hemoglobinopatias e os respetivos padrões de IEF nos recém-

nascidos.  

Relativamente às limitações desta técnica, é de realçar o facto de separar derivados 

pós-traducionais das proteínas da hemoglobina, dificultando a interpretação dos 

resultados [1], [72], [74]. Esta metodologia exige ainda muito trabalho laboratorial e 

tempo [73]. Além disso, os resultados anormais, ou seja, com a presença de 

hemoglobinas variantes, necessitam de ser confirmados com métodos de segunda 

linha, como os métodos moleculares [1], [74].  

A IEF é uma metodologia adequada para a análise de vários tipos de amostras, 

nomeadamente de hemolisados, amostras de sangue total e ainda amostras de sangue 

seco em papel de filtro. 

As amostras de sangue seco permitem uma fácil recolha, transporte e armazenamento, 

sendo adequadas quando não há a possibilidade da sua expedição imediata até ao 

laboratório, ou quando precisam de percorrer longas distâncias até lá chegar [1]. Desta 

forma, as amostras de sangue seco são especialmente úteis no contexto do diagnóstico 

de hemoglobinopatias em regiões com recursos limitados, como por exemplo em países 

africanos, nos quais os programas de rastreio abrangem populações geograficamente 

dispersas e com acesso limitado a infraestruturas laboratoriais.  Além disso, a colheita 

exige um reduzido volume de sangue, o que torna esta modalidade ideal para rastreios 

neonatais de ACF e outras hemoglobinopatias [1], [19].  

De forma geral, o procedimento para a análise de amostras de sangue seco em papel 

de filtro consiste na imersão do papel numa solução tampão, o que permite que a 

hemoglobina se liberte do papel de filtro, passando a estar em solução.  Esta solução 

contendo a hemoglobina é pipetada para um poço do gel, que possui um gradiente de 

pH. Por fim, é aplicada uma corrente elétrica, migrando as hemoglobinas, como visto, 

até atingirem o seu PI.  
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Quadro 2.2: Padrão eletroforético da IEF em função do genótipo 

Hemoglobinopatia Bandas observadas na IEF 

HbS/HbS FS 

HbA/HbS FAZ 

HbS/0-talassemia FS 

HbS/+-talassemia FAZ 

HbS/HbC FSC 

HbA/HbC FAC 

HbS/outra variante  FSX 

HbA/variante  FAX 

0-talassemia F 

+-talassemia FA 

Hb variante  / Hb variante  FX 

HbA/variante  FFAX 

HbS/variante  F FA XSS 

Hb variante  / Hb variante  F X 

X = variante beta; X = variante alfa; F = HbF com cadeia alfa mutada; S = HbS com cadeia alfa mutada 
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Figura 2.5: Mobilidade relativa de várias variantes de hemoglobina em Focagem Isoelétrica. As 

variantes de Hgb mencionadas no capítulo 2.2 encontram-se destacadas a cor de laranja. As 

Hb realçadas com a cor azul são as expectáveis de encontrar numa IEF de uma amostra 

neonatal normal. Adaptado de Bain, Barbara J. et al.,2011 [3]. 
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2.4.2. Cromatografia Líquida de Alta Performance 

A Cromatografia Líquida de Alta Performance (HPLC) consiste numa técnica 

vastamente aplicada no diagnóstico laboratorial das hemoglobinopatias. Trata-se de um 

método cromatográfico de alta resolução que se baseia na separação entre uma fase 

móvel líquida e uma fase estacionária sólida [2], [75]. Esta é uma metodologia aplicada 

a várias categorias de substâncias, nomeadamente vitaminas, corantes sintéticos, 

pigmentos naturais, contaminantes, aminoácidos, lípidos e carboidratos [75]. A HPLC 

pode ser classificada em várias categorias dependendo da fase estacionária utilizada: 

HPLC por adsorção, partição, troca iónica e ainda por exclusão de tamanho [75], [76]. 

A HPLC é particularmente eficaz na identificação e quantificação de hemoglobinas 

normais e variantes, nomeadamente no âmbito de rastreios, dado que possui elevadas 

sensibilidade e capacidade de processamento de um grande número de amostras com 

fiabilidade e rapidez [2], [77], [78].  

No contexto específico em estudo, o diagnóstico de hemoglobinopatias, a HPLC é 

geralmente utilizada na sua configuração de troca catiónica, na qual as hemoglobinas 

(carga positiva), são adsorvidas à fase estacionária (carga negativa) presente numa 

coluna de cromatografia, sendo posteriormente eluídas por uma fase móvel com 

concentração crescente de catiões, que competem pelos sítios de ligação. A separação 

é, portanto, baseada na afinidade relativa de cada variante de hemoglobina com a fase 

estacionária, o que resulta em diferentes tempos de retenção. Os vários tipos de 

hemoglobinas, quer as normais como as variantes possuem cargas diferente, o que lhes 

permite ser identificadas por esta metodologia. Quanto mais positivamente carregadas 

estiverem as hemoglobinas, maior será o tempo de retenção [2], [75], [76]. Através desta 

metodologia de separação, as hemoglobinas podem ser detetadas no eluído por 

fotometria a dois comprimentos de onda e presuntivamente identificadas através do seu 

tempo de retenção. A quantificação é realizada através da utilização de softwares 

específicos para o efeito, que medem os picos do cromatograma gerado [2], [75]. O 

funcionamento básico da HPLC encontra-se ilustrado na Figura 2.6.  

Uma das principais vantagens da HPLC em relação a métodos clássicos, como a 

eletroforese, reside na sua capacidade de processamento de grandes volumes de 

amostras de forma automatizada. Além disso, são requeridos baixos volumes de sangue 

(cerca de 5l) o que a torna útil em programas de rastreio neonatal.  

A HPLC fornece resultados semiquantitativos e tem a capacidade de detetar 

simultaneamente vários tipos de hemoglobina, incluindo as mais comuns, como HbA, 
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A2, F, S e C, bem como algumas variantes menos comuns, mas igualmente relevantes, 

como Hb D-Punjab e G-Philadelphia [2], [76], [77].  

Não obstante as suas vantagens, a HPLC também apresenta limitações, 

nomeadamente o facto de algumas variantes como a HbE ou a Hb Lepore poderem co-

eluir com a Hb A2, o que torna mais complexa a identificação inequívoca destes tipos 

de hemoglobina. Além disso, existem inúmeras variantes de hemoglobina que podem 

apresentar tempos de retenção sobrepostos, o que significa que a HPLC não deve ser 

usada de forma isolada para fornecer diagnósticos definitivos, devendo ser 

complementada com outras técnicas eletroforéticas e moleculares [2], [76].  

Posto isto, a HPLC é uma metodologia sensível e eficiente para a identificação e 

quantificação de hemoglobinas variantes, tendo especial relevância em contextos 

clínicos e programas de saúde pública direcionados para a prevenção de 

hemoglobinopatias. Dadas as suas vantagens deveria ser, idealmente, aplicada no 

âmbito de rastreios neonatais e populacionais, embora a sua implementação em 

contextos de baixos recursos, como em muitos países africanos de baixa renda, possa 

ser limitada por fatores como o custo dos equipamentos, reagentes e manutenções [2], 

[76], [78]. Adaptado de [79] 

 

Figura 2.6: Esquema representativo do processo de HPLC para separação de 

hemoglobinas. A amostra é injetada no sistema, é transportada pela fase móvel através da 

coluna cromatográfica e as hemoglobinas são separadas com base no seu tempo de 

retenção. À medida que saem da coluna são detetadas por absorção de luz, gerando um 

cromatograma com picos específicos para cada hemoglobina. Adaptado de: Shimadzu 

Corporation [79]. 
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2.4.2. Eletroforese Capilar 

A Eletroforese Capilar (EC) é outra das metodologias bastante utilizadas na investigação 

de hemoglobinopatias, permitindo a quantificação das variantes de hemoglobina. Esta 

técnica destaca-se pela elevada sensibilidade, rapidez e ainda pelo facto de possuir um 

elevado grau de automação. Segue o princípio dos métodos eletroforéticos, no qual as 

frações de hemoglobina são separadas com base na sua mobilidade em tampão alcalino 

(pH 9,4), utilizando um capilar de sílica com 25-100 μm de diâmetro [73], [80]. Assim, 

ao contrário das eletroforeses em gel ou em acetato de celulose, na EC, é usado um 

meio de suporte líquido – o tampão alcalino.  

O processo envolve, numa primeira fase, a lise dos eritrócitos nas amostras de sangue, 

que são, numa segunda fase, injetadas no extremo anódico do capilar de sílica. Após a 

aplicação de uma corrente elétrica, as frações de hemoglobina migram a diferentes 

velocidades para o cátodo, sendo a deteção ótica realizada a 415 nm [73], [81].  O 

interior do tubo capilar, por ter sílica, possui cargas negativas na sua superfície. Essas 

cargas negativas interagem com os iões positivos da solução de tampão alcalina, 

formando duas camadas elétricas – uma fixa, composta pelas cargas negativas na 

parede do capilar, e uma móvel, composta pelos iões positivos da solução, que se 

deslocam em direção ao cátodo sob influência do campo elétrico. Este movimento leva 

à formação de um fluxo de líquido no interior do capilar (fluxo eletroendosmótico). 

Simultaneamente, cada molécula da amostra, nomeadamente as hemoglobinas, tem 

uma mobilidade eletroforética característica, ou seja, as moléculas negativas tendem a 

mover-se em direção ao ânodo e as positivas para o cátodo. Contudo, o fluxo 

eletroendosmótico é mais intenso do que a força do campo elétrico sobre as moléculas, 

pelo que essas são levadas até ao detetor no cátodo. A separação das hemoglobinas 

ocorre então em função da carga elétrica das moléculas e do fluxo eletroendosmótico, 

resultando na formação de picos específicos num eletroferograma. É este equilíbrio 

entre o fluxoeletrosmótico e a mobilidade eletroforética das moléculas, por vezes em 

sentidos opostos, que permite uma separação eficiente e de elevada resolução entre os 

diferentes componentes da amostra [2]. Na Figura 2.7 encontra-se uma representação 

deste processo. A posterior análise do eletroferograma permite a identificação das 

diferentes frações, bem como a sua quantificação, o que se traduz num dos principais 

pontos fortes desta técnica [73], [81].   

A EC é especialmente eficaz na deteção de variantes presentes em baixa concentração. 

Uma das principais vantagens relativamente à Cromatografia Líquida de Alta 

Performance (HPLC) está relacionada com a sua capacidade para separar e quantificar 
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HbA2, mesmo na presença de HbE, que noutras técnicas eletroforéticas migra perto da 

HbA2 [73], [73]. Apresenta uma tecnologia mais avançada e com melhor resolução do 

que outros métodos eletroforéticos, como as eletroforeses em pH ácido e alcalino e a 

Focagem Isoelétrica [2]. 

Além disso, consiste numa técnica automatizada e permite a análise em paralelo de 

múltiplas amostras, constituindo-se como uma opção adequada para aplicação no 

âmbito os rastreios populacionais e ambientes laboratoriais com elevado volume de 

amostras [73]. 

Por outro lado, como qualquer outra metodologia, a EC também apresenta limitações, 

nomeadamente o facto de os picos da HbC e HbA2 surgirem sobrepostos, não sendo 

possível a quantificação da HbC. Assim, a EC, à semelhança das restantes técnicas, 

não consegue identificar todos os tipos de hemoglobina, devendo ser complementada 

com métodos moleculares, HPLC ou testes de solubilidade para permitir a identificação 

precisa das variantes [81], [82]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.7: Esquema representativo do processo de Eletroforese Capilar para separação 

de hemoglobinas. A amostra é injetada num capilar de sílica preenchido por um tampão 

alcalino e é submetida a um campo elétrico. O fluxoeletroosmótico move as moléculas em 

direção ao cátodo. As hemoglobinas migram a velocidades distintas e são detetadas por 

absorção de luz ao alcançarem o detetor, gerando um eletroferograma. Adaptado de: 

Association of Public Health Laboratories, 2015 [73]. 
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2.4.3. Polymerase Chain Reaction (PCR) 

A técnica de Polymerase Chain Reaction, ou PCR, é uma técnica molecular essencial, 

estando na base, ou sendo um pré-requisito, de outras metodologias cruciais, como o 

PCR – RFLP, o Gap-PCR ou a sequenciação de Sanger, abordados mais à frente. 

A PCR consiste numa técnica que permite a amplificação de uma sequência específica 

de DNA (Ácido Desoxirribonucleico) a partir de uma quantidade reduzida de material 

genético [83]. A sua elevada sensibilidade torna-a numa metodologia viável para o uso 

no contexto de rastreios neonatais, nos quais é frequentemente usado sangue seco em 

papel de filtro, o qual contém reduzidas concentrações de DNA [73]. 

O princípio da técnica baseia-se na amplificação de uma região de interesse do DNA, 

utilizando ciclos repetidos de variações de temperatura. O processo é baseado, então, 

em ciclos térmicos que envolvem três etapas principais: (1) desnaturação do DNA 

(através da temperatura, geralmente >90ºC), que consiste na separação das duas 

cadeias; (2) hibridação, durante a qual sequências específicas de DNA complementares 

à região-alvo, designadas por primers, se ligam ao DNA molde; (3) extensão, durante a 

qual, uma enzima DNA polimerase sintetiza novas cadeias de DNA complementares. 

Este ciclo é repetido geralmente entre 25 e 35 vezes, ocorrendo uma duplicação da 

quantidade de DNA a cada ciclo, o que resulta na obtenção de milhares de cópias do 

DNA alvo [84], [85]. O processo é realizado num equipamento designado por 

termociclador, que permite o controlo do número de ciclos, bem como das temperaturas 

de cada etapa [84].  

Os principais componentes requeridos para realização da PCR são o DNA molde, 

primers específicos para a região a amplificar, nucleótidos (A, T, C e G), e uma enzima 

DNA polimerase termoestável, como a Taq Polimerase, por exemplo [85].  

Anteriormente à realização da técnica de PCR propriamente dita, é necessária a 

extração do DNA da amostra em estudo, o que pode ser feito através de vários métodos 

como métodos de ebulição, a lise alcalina, o uso de resina Chelex, a extração com fenol-

clorofórmio ou ainda métodos comerciais [73].  

No âmbito do diagnóstico de hemoglobinopatias, a técnica de PCR enfrenta alguns 

desafios técnicos. Enquanto a amplificação do gene da -globina tende a ser 

relativamente simples, os genes da -globina, HBA1 e HBA2, apresentam 

particularidades que dificultam o processo. Esses genes apresentam um elevado 

conteúdo GC, o que aumenta a estabilidade da dupla hélice de DNA, dificultando a sua 

desnaturação. Além disso, regiões ricas em GC são propensas à formação de estruturas 
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secundárias, como “hairpins”, que podem dificultar ou impedir a ligação dos primers e 

ainda interferir com a atividade da DNA polimerase. Aos obstáculos já referidos 

acrescenta-se o facto de os genes HBA1 e HBA2 possuírem uma homologia superior a 

96%, o que dificulta o desenho de primers específicos para o gene a amplificar e 

aumenta significativamente o risco de falhas na amplificação [73].  

De forma a garantir a fiabilidade dos resultados, cada ensaio de PCR deve incluir 

controlos positivos e negativos, que permitem, respetivamente, confirmar que a reação 

se deu corretamente e detetar possíveis contaminações. 

 

2.4.4. PCR- Restriction Fragment Lenght Polymorphism (PCR – RFLP) 

A técnica molecular PCR-RFLP, do inglês Polymerase Chain Reaction – Restriction 

Fragment Lenght Polymorphism, consiste numa metodologia bastante utilizada para a 

genotipagem de polimorfismos de nucleótido único (SNPs) e identificação de mutações 

específicas.  

O PCR-RFLP baseia-se no uso de enzimas de restrição que reconhecem o alelo mutado 

ou o alelo normal [24], [73]. Isto significa que as enzimas usadas reconhecem e 

hidrolisam sequências específicas de nucleótidos. Caso se esteja perante a presença 

de uma mutação, como um SNP, que afete esse local de reconhecimento, a enzima não 

irá conseguir hidrolisar, o que alterará, consequentemente, o padrão dos fragmentos de 

DNA produzido. Esses mesmos fragmentos são separados por eletroforese em gel, o 

que permite a distinção entre alelos normais e mutados [86].  

De forma geral, o procedimento associado a esta metodologia consiste na extração do 

DNA e posterior amplificação por PCR. Concluída a amplificação, o produto do PCR é 

incubado com uma enzima de restrição adequada à mutação em estudo. Da digestão 

enzimática resultam fragmentos que, quando separados por eletroforese, demonstram 

padrões distintos consoante o genótipo da amostra em estudo [73].  

Esta é uma metodologia muito utilizada, por exemplo, para a identificação da mutação 

responsável pela HbS, que remove o local de reconhecimento de várias enzimas de 

restrição, como a MstII, a Ddel ou a Bsu36I [24], [87].  

O PCR-RFLP destaca-se pelo seu baixo custo e facilidade de execução e interpretação, 

sendo apropriado para laboratórios com recursos limitados. Porém, é uma técnica de 

baixo rendimento, dado que envolve várias etapas manuais.  Quanto às suas limitações, 

é importante ter em conta o risco de digestão incompleta, o que pode levar a 
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interpretações erradas, como por exemplo o diagnóstico erróneo de um heterozigótico 

como sendo homozigótico. Posto isto, a inclusão de controlos positivos de genótipos 

conhecidos é crucial [73].  

 

2.4.5. Gap-PCR: 

O Gap-PCR é uma técnica utilizada para a deteção de mutações causadas por deleções 

conhecidas, sendo vastamente usada no diagnóstico molecular de hemoglobinopatias 

[88]. Consiste num método rápido, de baixo custo e eficaz para a identificação das 

deleções mais comummente associadas a doenças como a alfa e beta-talassemia, o 

que demonstra a sua utilidade no rastreio de hemoglobinopatias [88], [89]. Além disso, 

muitas das mutações responsáveis pela alfa-talassemia são demasiado grandes para 

serem detetadas por sequenciação, situações nas quais o Gap-PCR é uma mais-valia 

[73]. Esta técnica é particularmente útil na deteção das deleções mais comuns de -

talassemia, como a -3.7kb e -4.2kb [71], [88], [89].  

O Gap-PCR baseia-se na utilização de três primers, dois externos, que flanqueiam a 

deleção em estudo, e um terceiro interno que se localiza dentro da região deletada. Em 

indivíduos normais, sem deleção, os primers externos estão demasiado afastados para 

permitir a amplificação do fragmento. Nesta situação apenas o primer interno e um dos 

externos estão suficientemente próximos para produzir um produto de amplificação. Já 

na presença da deleção, a região complementar ao primer interno é removida, 

impedindo a amplificação com esse primer. No entanto, a distância entre os primers que 

flanqueiam a deleção diminui, permitindo a amplificação do fragmento de DNA, 

originando-se um produto de PCR com um tamanho específico [1], [24], [25], [88]. Os 

tamanhos dos fragmentos amplificados são analisados através de eletroforese em gel, 

permitindo assim a interpretação do genótipo do indivíduo.  

A principal vantagem do Gap-PCR prende-se com o facto de ser um método rápido, 

barato e eficiente para detetar grandes deleções [89]. Contudo, o seu uso requer que a 

mutação alvo esteja previamente caracterizada bem como a correta otimização e 

validação dos protocolos.  

 

2.4.6. Sequenciação de Sanger 

A sequenciação de Sanger foi desenvolvida em 1977 por Frederik Sanger, tratando-se 

da técnica de sequenciação de DNA mais amplamente utilizada [90].  
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Esta técnica baseia-se na síntese de DNA a partir de um molde previamente amplificado 

por PCR. É utilizada uma DNA polimerase, os quatro desoxinucleótidos (dNTPs) - dATP, 

dCTP, dGTP e dTTP -, bem como uma mistura de didesoxinucleótidos (ddNTPs), sendo 

que estes últimos, pelo facto de não possuírem o grupo hidroxilo na posição 3’, levam à 

interrupção da extensão da cadeia de DNA, quando incorporados na mesma [1], [73], 

[90]. A identificação da base onde ocorreu a terminação da cadeia é possível devido ao 

facto de cada ddNTPs ser marcado com um fluoróforo específico. Durante o ciclo de 

sequenciação são produzidos milhares de fragmentos de DNA, que diferem entre si por 

apenas uma base. Estes fragmentos são posteriormente separados por eletroforese 

capilar, sendo detetados através de um sistema ótico que regista a fluorescência emitida 

por cada ddNTP à medida que passam por um laser. A ordem pela qual os fragmentos 

passam é registada, o que permite a reconstrução da sequência de DNA original [1], 

[73], [91]. Desta forma, o resultado final consiste numa leitura direta da sequência 

nucleotídica, analisada por um software específico, que permite a identificação de 

qualquer alteração no fragmento alvo [1], [88]. A Figura 2.8 ilustra o funcionamento 

descrito desta técnica molecular. 

A sequenciação de Sanger permite não só a identificação de mutações comuns e 

conhecidas, como também de mutações raras e até desconhecidas, sendo considerado 

um método gold standard [89], [91]. Esta técnica molecular é de uma grande relevância 

para o diagnóstico molecular das hemoglobinopatias, especialmente de -talassemia e 

das variantes estruturais da hemoglobina.  Relativamente ao diagnóstico de -

talassemia, a sequenciação do gene HBB é vastamente utilizada, dado que a maior 

parte das mutações responsáveis pela doença consistem em mutações pontuais [72], 

[73]. Esta abordagem é especialmente útil no diagnóstico pré-natal, dada a possível 

diversidade de mutações entre as populações em estudo [1]. No caso de -talassemia 

não delecional, Sanger é o método mais apropriado para a deteção de mutações, 

evitando a necessidade de realizar vários testes específicos para cada mutação [25], 

[91]. Não obstante, a maioria das -talassemias resulta de grandes deleções, as quais 

não são detetadas por esta metodologia. Por isso, a sequenciação deve ser usada como 

complemento a outras técnicas, como o gap-PCR [72], [73].  

Para além das talassemias, a sequenciação de Sanger desempenha um papel 

fundamental na identificação de variantes estruturais da hemoglobina, como a HbS ou 

HbC causadas por mutações que conduzem à substituição de aminoácidos nas cadeias 

de globina [92].  
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Posto isto, a elevada precisão e capacidade de identificar mutações pontuais, pequenas 

inserções e deleções, tornam a sequenciação de Sanger importante no contexto do 

diagnóstico de hemoglobinopatias. Ref. imagem[93] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.8: Esquema representativo da sequenciação de DNA pelo método de Sanger. A 

amostra de DNA é amplificada por PCR com dNTPs e ddNTPs, estes últimos marcados com 

fluoróforos. A incorporação aleatória dos ddNRPs gera fragmentos de diferente comprimentos, 

cada um terminando com uma base marcada. Após separação por eletroforese capilar, os 

fragmentos passam por um feixe laser, são detetados com base na emissão fluorescente e 

convertidos num cromatograma, que representa a sequência do DNA. Adaptado de Sigma-

Aldrich [93]. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

O objetivo geral da presente dissertação de mestrado prende-se com a caracterização 

molecular das variantes de Hemoglobina encontradas durante um Programa de Rastreio 

Neonatal de Anemia das Células Falciformes (ACF) em Angola, contribuindo para a 

compreensão da diversidade genética das hemoglobinas nesse país. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Como objetivos específicos da presente dissertação, foram traçados os seguintes: 

• Identificar as variantes de hemoglobina detetadas em amostras de recém-

nascidos através de Focagem Isoelétrica (IEF), no âmbito do rastreio neonatal 

de ACF, e avaliar a sua prevalência. 

• Caracterizar molecularmente as variantes de hemoglobina identificadas, 

recorrendo a técnicas moleculares, nomeadamente PCR-RFLP, Gap-PCR e 

sequenciação de Sanger. 

• Avaliar o potencial impacto clínico das variantes detetadas, com base na 

literatura científica acerca das mutações detetadas. 

• Contribuir com dados relevantes para a consolidação de programas de rastreio 

neonatal de hemoglobinopatias em Angola e noutros contextos idênticos. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. TIPO DE ESTUDO E POPULAÇÃO 

O presente estudo trata-se de um estudo prospetivo de coorte, com o intuito de 

identificar e caracterizar as hemoglobinopatias e variantes de hemoglobina encontradas 

durante um programa de rastreio neonatal de Anemia das Células Falciformes (ACF), 

intitulado “Rastreio Neonatal e desenvolvimento de coorte de crianças com Anemia das 

Células Falciformes, no Hospital Materno Infantil Dr. Manuel Pedro Azancot de 

Menezes, Angola”. 

A população em estudo consiste na totalidade das crianças nascidas na maternidade 

do Hospital Materno Infantil Dr. Manuel Pedro Azancot de Menezes, em Angola, cujos 

responsáveis legais autorizaram a recolha de amostra de sangue do calcanhar para 

rastreio de ACF. A recolha de amostras decorreu durante 18 meses, entre junho de 2023 

e dezembro de 2024.  

 

4.2. ASPETOS ÉTICOS 

O projeto na base da presente dissertação de mestrado foi aprovado pelo Comité 

Nacional de Ética de Angola (CE. Nº21/MINSA.INIS/2023) e pela Comissão de Ética da 

Escola Superior de Tecnologia da Saúde de Lisboa (CE-ESTeSL-Nº. 28-2023) (Anexos 

I e II). Além disso, todos os representantes legais dos recém-nascidos incluídos no 

estudo assinaram um consentimento informado (Anexo III). As amostras foram 

devidamente codificadas, de forma a garantir que apenas os médicos responsáveis pelo 

eventual seguimento clínico dos recém-nascidos tenham acesso aos dados pessoais.  
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4.3. COLHEITA DE AMOSTRAS BIOLÓGICAS 

Previamente à recolha de amostras no Hospital Materno Infantil Dr. Manuel Pedro 

Azancot de Menezes, foi solicitada às grávidas a autorização para participação dos 

filhos no rastreio de ACF, bem como a assinatura do consentimento informado (Anexo 

III).  

Foram colhidas amostras de sangue total, do calcanhar dos recém-nascidos, para papel 

de filtro, através de punção com lanceta estéril. Foram colhidos, para o papel, dois 

círculos de sangue de cada recém-nascido, tendo sido cada cartão identificado com o 

número da amostra correspondente.  Os nomes e, sempre que possível, os contactos 

telefónicos e morada dos pais foram registados em formulário próprio, de forma a 

possibilitar futuros contactos em caso de diagnóstico de ACF ou outra hemoglobinopatia 

com significado clínico.  

As amostras de sangue foram conservadas a uma temperatura de 4ºC até serem 

transportadas para a Escola Superior de Tecnologias da Saúde de Lisboa, instituição 

na qual foram analisadas as amostras.  

 

4.4. FOCAGEM ISOELÉTRICA 

Foi realizada a eletroforese das hemoglobinas por Focagem Isoelétrica (IEF) de todas 

as amostras de sangue seco em papel de filtro. Para o efeito utilizou-se o equipamento 

MigeleTM e o kit comercial RESOLVETM Hemoglobin kit Assay.  

A primeira etapa do procedimento consistiu em cortar, com o auxílio de um furador 

metálico, discos de papel (com sangue seco) de 6 mm de diâmetro. Posteriormente 

realizou-se a eluição das amostras a partir das manchas secas de sangue em papel de 

filtro, através da adição de solução de eluição fornecida no kit (Hb elution solution), e 

subsequente agitação. Após a preparação do gel e aplicação das amostras no mesmo, 

com recurso a um template (sample application template), foram posicionadas tiras 

(paper wicks) embebidas em soluções catódicas e anódicas nas respetivas posições. O 

gel foi então transferido para o equipamento de eletroforese, MigeleTM. Logo após, 

programou-se a fonte de energia a 30 Watts, 1200 Volts, 100 miliamperes, durante 110 

minutos, dando-se início à eletroforese. Concluída esta etapa, fixou-se o gel com Ácido 

Tricloroacético (TCA) a 10%. Por fim, procedeu-se à realização de lavagens e à 

coloração do gel com soluções fornecidas pelo kit. O protocolo detalhado encontra-se 

no Apêndice II.  
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4.5. EXTRAÇÃO DE DNA 

A extração de DNA a partir das manchas de sangue seco em papel de filtro foi realizada 

com recurso ao kit comercial QIAamp DNA Mini Kit da QIAGEN.  

Antes de iniciar o protocolo, a bancada foi desinfetada com lixívia a 10% e com a solução 

Nucleases and Nucleic Acid Cleaner, da NZYtech. A extração iniciou-se com a obtenção 

de três discos de amostra, com o auxílio do furador metálico. Esses foram colocados 

em Eppendorfs de 2 mL, seguindo-se a adição de 180 l de buffer de lise de tecidos 

(buffer ATL) e incubação a 85ºC durante 10 minutos. Após centrifugação, adicionou-se 

proteinase K e incubou-se a 56ºC durante uma hora. De seguida adicionou-se buffer de 

lise (buffer AL), incubou-se a 70ºC durante 10 minutos e, após nova centrifugação, 

adicionou-se etanol. A amostra foi depois transferida para uma coluna QIAamp, na qual 

ocorre a retenção do DNA após centrifugação. Seguiram-se ciclos de lavagens e 

centrifugação com os buffers AW1 e AW2. Por fim, realizou-se uma primeira eluição 

com 50 l de buffer de eluição (buffer AE), seguida de incubação durante 40 minutos a 

55ºC e de uma nova eluição para melhorar a eficácia da extração. O protocolo completo 

e detalhado encontra-se no Apêndice III.   

 

4.6. PCR-RFLP PARA DETEÇÃO DO SNP RS334 (HBS) 

O PCR-RFLP foi realizado com o intuito de detetar o SNP rs334 (HBB: c.20A>T, 

p.Glu7Val), responsável pela HbS.  

Para a reação de PCR utilizaram-se os primers Forward e Reverse apresentados no 

quadro 4.1, os quais permitem amplificar um fragmento de 390 pb (Apêndice IV). 

Preparou-se uma Master Mix, cuja composição para o processamento de uma amostra 

é a seguinte: 1L de primer Forward (Quadro 4.1), 1L de primer Reverse (Quadro 4.1), 

2L de água destilada e 10 µL de Colourless master mix da NZYtech. A esta mistura 

foram adicionados 6 µL de amostra, totalizando 20L por reação (14L de Master Mix + 

6 µL de amostra).  A amplificação foi realizada no termociclador T100 Thermal Cycler 

da Bio-Rad, utilizando as condições descritas no quadro 4.2.  

Durante o tempo de amplificação, procedeu-se à preparação da mistura enzimática para 

a digestão dos produtos amplificados. A enzima de restrição utilizada foi a Bsu36I (New 

England Biolabs), que é produzida numa estirpe de E. coli geneticamente modificada 

para expressar o gene Bsu36I de Bacillus subtilis [70]. Esta enzima reconhece o local 

de restrição 5’ CCTNAGG 3’, hidrolisando entre a citosina (C) e a timina (T). No alelo 



 

38 

 

Wild type (ausência do SNP rs334), o fragmento amplificado apresenta dois locais de 

restrição para a Bsu36I, originando três fragmentos com 201, 176 e 13 pb (Apêndice V). 

Na presença da mutação (alelo mutado), a enzima reconhece apenas um local de 

restrição, resultando em dois fragmentos, com 377 e 13 pb (Apêndice V).  

Para cada amostra, a enzima foi preparada através do seu descongelamento e posterior 

adição de 2L de tampão rCutSmart (New England Biolabs), 5 µL de água destilada e 

1 µL de enzima.  

Após o término da amplificação, os produtos amplificados foram então submetidos a 

digestão enzimática com a enzima de restrição Bsu36I. Foram incubados 12 µL de 

produto de PCR com 8 µL da mistura enzimática a 37ºC durante 3 horas, para que se 

desse a digestão. 

Por fim, os produtos resultantes da digestão foram separados por eletroforese em gel 

de agarose a 2% em tampão Tris-Borato-EDTA (TBE) e visualizados sob luz UV para 

análise do padrão de digestão. Para permitir a estimativa do tamanho dos fragmentos, 

utilizou-se o marcador molecular ZR 50bp DNA Marker, da Zymo Research.  

 

Quadro 4.1: Primers utilizados no PCR RFLP para o SNP rs334 

Primer Sequência 

Forward 5’ ACCTCACCCTGTGGAGCCAC 3’ 

Reverse 5’ ACCAGCAGCCTAAGGGTGGGAAAATACACC 3’ 

 

Quadro 4.2: Condições da reação de PCR para deteção do rs334 

Etapa Temperatura Duração Ciclos 

Desnaturação 
95.0ºC 5 minutos 1 

94.0ºC 30 segundos 

35 Hibridação 57.0ºC 30 segundos 

Extensão 72.0ºC 30 segundos 

Extensão final 72.0ºC 10 minutos 1 

Standby 4.0ºC ∞ (indefinido) 1 
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4.7. PESQUISA DA DELEÇÃO -α3.7kb 

Para a pesquisa da deleção -α3.7kb recorreu-se à técnica de Gap-PCR, já abordada no 

capítulo 2. Embora o Gap-PCR clássico faça uso de apenas 3 primers, neste estudo 

utilizou-se um quarto primer, conforme previamente descrito na literatura, por Dodé et.al 

[94]. Em detrimento de uma única reação de amplificação, foram realizadas duas, uma 

para cada gene, HBA1 e HBA2, tal como descrito pelos mesmos autores.  

No alelo normal, os primers A e B (Quadro 4.3) amplificam um fragmento de 999 pb 

(Apêndice VI), correspondente ao gene HBA2, enquanto os primers A’ e C (Quadro 4.3) 

amplificam um fragmento de 2182 pb (Apêndice VII), correspondente ao gene HBA1. O 

primer A’ desempenha um papel crucial na deteção da deleção em estudo, tendo sido 

desenhado para se ligar às regiões homólogas Y, que se encontram presentes tanto no 

gene HBA1 como no HBA2, tal como descrito no capítulo 2.2.2.2. Deste modo, o primer 

A’ pode emparelhar-se com a região Y de ambos os genes, permitindo a amplificação 

de fragmentos com tamanhos distintos, dependendo da presença ou ausência da 

deleção. A Figura 4.1 representa esquematicamente os locais de ligação dos primers 

referidos, de forma a clarificar o descrito neste excerto.  

A deleção -α³·⁷kb conduz à remoção parcial de ambos os genes, incluindo a região Y do 

gene HBA1. Com a remoção dessa região, o local de ligação do primer A’ no HBA1 

deixa de existir, impedindo a amplificação do fragmento de 2182 pb. Por outro lado, a 

região Y do gene HBA2, que permanece intacta e onde o primer A’ consegue ligar-se, 

passa a estar mais próxima da região de emparelhamento do primer C. Esta nova 

proximidade permite que os primers A’ e C amplifiquem um fragmento de 

aproximadamente 1900 pb (Apêndice VIII), que é específico da presença da deleção -

α³·⁷. Já na ausência da deleção, a distância entre os primers A’ (região Y do gene HBA1) 

e C (jusante do gene HBA1) é demasiado grande para permitir a amplificação do 

fragmento. Assim, a presença de um único fragmento de 1900 pb indica a existência do 

alelo deletado em homozigotia, enquanto a presença exclusiva dos fragmentos de 999 

pb (A/B) e 2182 pb (A’/C) indica um genótipo normal, ou seja, sem deleção. Por fim, nos 

indivíduos heterozigóticos observa-se a presença simultânea dos três fragmentos.  
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Quadro 4.3: Primers utilizados no Gap-PCR para identificação da deleção -α³·⁷ 

Primer Sequência 

A 5’ GGACTCCCCTGCGGTCCAGG 3’ 

B 5’ CTCCATTGTTGGCACATTCCGGG 3’ 

A’ 5’ GGGATGCACCCACTGGCACT 3’ 

C 5’ CTGCTGTCCACGCCCATGCC 3’ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para a pesquisa da deleção foram então realizadas duas reações de PCR distintas, 

cada uma com um par de primers distinto, como discutido.  

Na reação destinada à amplificação do gene HBA1 foram utilizados, por cada amostra 

a processar, 10 µL de enzima Platinum Hot-Start (Thermo Fisher), 4 µL de GC Enhancer, 

1 µL do primer A’ (Quadro 5), 1 µL do primer C (Quadro 5), 2 µL de água destilada e 2 

µL de amostra, perfazendo um volume total de 20 µL. Para a amplificação do gene 

HBA2, a mistura reacional continha 10 µL da mesma enzima, 4 µL de GC Enhancer, 1 

µL de primer A (Quadro 5), 1 µL de primer B (Quadro 5), 2 µL de Cloreto de Magnésio 

e 2 µL de amostra, num volume total de 20 µL. A amplificação foi posteriormente 

realizada no Termociclador T100 Thermal Cycler da BioRad, utilizando as condições de 

amplificação descritas no quadro 4.4. 

Figura 4.1: Representação esquemática dos locais de ligação 

dos primers A, B, C e A’, usados no Gap-PCR para a pesquisa 

da deleção -α3.7. 
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Para permitir a observação e interpretação dos resultados, procedeu-se à análise dos 

produtos amplificados por eletroforese em gel de agarose a 2% e posterior visualização 

sob luz UV. Foi utilizado um marcador molecular de 1000pb (GeneRuler 1kb DNA 

Ladder, Thermo Fisher) para permitir a estimativa do tamanho dos fragmentos 

amplificados.  

  

Quadro 4.4: Condições da reação de PCR para a amplificação dos genes HBA1 e HBA2 para 
a pesquisa de deleção -α³·⁷kb 

Etapa Temperatura Duração Ciclos 

Desnaturação inicial 94.0ºC 5 minutos 1 

Desnaturação 94.0ºC 1 minuto 

40 Hibridação 64.0ºC 1 minuto 

Extensão 68.0ºC 1 minuto 

Extensão final 68.0ºC 10 minutos 1 

Standby 4.0ºC ∞ (indefinido)  

 

4.8. AMPLIFICAÇÃO DO GENE HBB 

Para que posteriormente pudesse ser realizada a sequenciação de Sanger dos exões 1 

e 2 do gene HBB, foi realizada a sua amplificação por PCR.  

Para o efeito, foram utilizados os primers exibidos no quadro 4.5, conforme descrito por 

Borges et al. [33], que amplificam um fragmento com cerca de 627 pb (Apêndice IX).  

Para a reação de PCR preparou-se uma Master Mix, cuja composição para o 

processamento de uma amostra é a seguinte: 0.5 µL de primer Forward (Quadro 4.5), 

0.5 µL de primer Reverse (Quadro 4.5), 6.5 µL de água destilada e 12.5 µL de enzima 

Taq Platinum (Thermo Fisher). Para cada reação foram adicionados 5 µL de amostra, 

totalizando 25 µL (20 µL de Master Mix. + 5 µL de amostra).  A amplificação foi 

posteriormente realizada no Termociclador T100 Thermal Cycler da BioRad, utilizando 

as condições de amplificação descritas no quadro 4.6. 

Para verificar a correta amplificação dos exões 1 e 2 do gene HBB, os produtos 

amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2% em tampão TBE 

e visualizados sob luz UV.  
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Quadro 4.5: Primers utilizados para a amplificação do 1º e 2º exão do gene HBB 

Primer Sequência 

Forward 5’ AGCAGGGAGGGCAGGAGCCAG 3’ 

Reverse 5’ CCCCTTCCTATGACATGAACTTAACC 3’ 

 

Quadro 4.6: Condições da reação de PCR para a amplificação do 1º e 2º exão do gene HBB 

Etapa Temperatura Duração Ciclos 

Desnaturação inicial 95.0ºC 5 minutos 1 

1º ciclo 

Desnaturação 94.0ºC 15 segundos 

10 Hibridação 65.0ºC 15 segundos 

Extensão 68.0ºC 30 segundos 

2º ciclo 

Desnaturação 94.0ºC 15 segundos 

30 Hibridação 62.0ºC 15 segundos 

Extensão 68.0ºC 30 segundos 

Extensão final 68.0ºC 5 minutos 1 

Standby 4.0ºC ∞ (indefinido) 1 

 

Após a análise dos resultados da sequenciação, optou-se por realizar, adicionalmente 

para algumas amostras, a sequenciação do 3º exão do gene HBB, pelo que foi 

necessário proceder à sua amplificação por PCR.  Para o efeito, foram utilizados os 

primers exibidos no quadro 4.7, conforme descrito por Cao et al. [71], que amplificam 

um fragmento com cerca de 668 pb (Apêndice X).  

Para a reação de PCR preparou-se uma Master Mix, cuja composição para o 

processamento de uma amostra consistiu na seguinte: 2 µL de primer Forward (Quadro 

4.7), 2 µL de primer Reverse (Quadro 4.7), 3.5 µL de água destilada e 12.5 µL de enzima 

Taq Platinum (Thermo Fisher). Para cada reação foram adicionados 5 µL de amostra, 

totalizando 25 µL (20 µL de Master Mix. + 5 µL de amostra).  A amplificação foi 

posteriormente realizada no Termociclador T100 Thermal Cycler da BioRad, utilizando 

as condições de amplificação descritas no quadro 4.8. 

De forma a confirmar a correta amplificação do 3º exão do gene HBB, os produtos 

amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2% em tampão TBE 

e visualizados sob luz UV.  
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Quadro 4.7: Primers utilizados para a amplificação do 3º exão do gene HBB 

Primer Sequência 

Forward 5’ CATGCCTCTTTGCACCATTC 3’ 

Reverse 5’ TTAGCTGTTTGCAGCCTCAC 3’ 

 

Quadro 4.8: Condições da reação de PCR para a amplificação do 3º exão do gene HBB 

Etapa Temperatura Duração Ciclos 

Desnaturação inicial 95.0ºC 5 minutos 1 

1º ciclo 

Desnaturação 94.0ºC 15 segundos 

40 
Hibridação 55.0ºC 15 segundos 

Extensão 68.0ºC 15 segundos 

Extensão final 68.0ºC 5 minutos 

Standby 4.0ºC ∞ (indefinido) 1 

 

4.9. AMPLIFICAÇÃO DOS GENES HBA1 E HBA2 

Para a amplificação por PCR dos 3 exões dos genes HBA1 e HBA2 foram utilizados os 

primers exibidos no quadro 4.9, conforme descrito por Lopes A.[95]. Estes primers 

amplificam um fragmento de aproximadamente 1314 pb para o gene HBA1 e de 1338 

pb para o gene HBA2 (Apêndice XI).  

Para a reação de PCR foi usada uma Master Mix cuja composição para o 

processamento de uma amostra é a seguinte:  1µL de primer Forward (Quadro 4.9), 1µL 

de primer Reverse (Quadro 4.9), 2.5 µL de enzima Taq Platinum (Thermo Fisher), 5 µL 

de GC Enhancer e 0,5 µL de Cloreto de Magnésio (MgCl2). Para cada reação foram 

adicionados 5 µL de amostra, totalizando 28 µL (23 µL de Master Mix. + 5 µL de 

amostra).  A amplificação foi posteriormente realizada no Termociclador T100 Thermal 

Cycler da BioRad, utilizando as condições de amplificação descritas no quadro 4.10. 

De forma a confirmar a correta amplificação, os produtos amplificados foram analisados 

por eletroforese em gel de agarose a 2% em tampão TBE e visualizados sob luz UV.  
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Quadro 4.9: Primers utilizados para a amplificação dos 3 exões dos genes HBA1 e HBA2 

Primer Sequência 

Forward (HBA1 e HBA2) 5’ GGTGCACGAGCCGACAGCGC 3’ 

Reverse (HBA1) 5’ CTGGACTTCGCGGTGGCT 3’ 

Reverse (HBA2) 5’ GCAGGCCTGGCACCTCTCAG 3’ 

 

Quadro 4.10: Condições da reação de PCR para a amplificação dos 3 exões dos genes HBA1 
e HBA2 

Etapa Temperatura Duração Ciclos 

Desnaturação inicial 95.0ºC 5 minutos 1 

1º ciclo 

Desnaturação 94.0ºC 15 segundos 

40 
Hibridação 55.0ºC 15 segundos 

Extensão 68.0ºC 15 segundos 

Extensão final 68.0ºC 5 minutos 

Standby 4.0ºC ∞ (indefinido) 1 

 

4.10. SEQUENCIAÇÃO DE SANGER DOS GENES ALFA E BETA 

A sequenciação de Sanger dos genes HBB e HBA, foi realizada pela empresa StabVida, 

que se encarregou também pela purificação prévia das amostras enviadas para análise. 

Para além das amostras a analisar, foram igualmente enviados os primers específicos 

utilizados nas reações de amplificação (descritos nos capítulos 4.8 e 4.9), que serviram 

de base para a sequenciação. Primeiramente, as amostras foram sequenciadas usando 

os primers forward, tendo-se recorrido aos primers reverse apenas quando se mostrou 

necessário.  

Importa referir que se verificaram dificuldades técnicas na amplificação dos genes HBA1 

e HBA2, tendo inviabilizado a sua sequenciação na maioria das amostras previstas. No 

caso do HBA2 foi possível obter resultados em parte das amostras planeadas, já 

relativamente ao HBA1, não foi possível proceder à sequenciação de nenhuma das 

amostras, como será discutido mais à frente. 

Os resultados da sequenciação foram fornecidos sob a forma de cromatogramas em 

ficheiros .ab1, que foram analisados manualmente com o auxílio do software de 

visualização de sequências Chromas (versão 2.6.6). No mesmo software, procedeu-se 

à correção manual das sequências nucleotídicas. A interpretação das sequências teve 
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em conta a definição clara dos picos, bem como a ausência de ruído de fundo. Nesse 

sentido, sempre que se verificou a presença de ruído considerado impeditivo de uma 

correta e confiável análise procedeu-se à repetição da sequenciação utilizando os 

primers reverse. Nos casos em que a qualidade continuava inferior ao desejado, 

procedeu-se à repetição da amplificação e sequenciação das amostras.  

Recorrendo à ferramenta Nucleotide Basic Local Alignment and Search Tool (BLAST) 

integrada no Chromas, as sequências foram sujeitas a uma pesquisa de homologia com 

sequências presentes na base de dados no National Center for Biotechnology 

Information (NCBI), permitindo validar se as regiões sequenciadas correspondiam 

efetivamente aos genes alvo.  

Como parte da análise bioinformática, foi realizado o alinhamento das sequências 

obtidas por sequenciação com as sequências de referência (cDNA), de forma a 

confirmar a integridade das regiões amplificadas. Para este fim, de forma a colmatar a 

problemática dos softwares pagos, recorreu-se à programação em Python, no ambiente 

Google colab, com recurso à biblioteca Biopython [96], comummente utilizada no ramo 

da bioinformática. O alinhamento foi efetuado utilizando a função 

pairwise2.align.localms do módulo Bio.pairwise2, que permite realizar alinhamentos 

locais entre sequências, com base no algoritmo de Smith-Waterman. Este é um 

algoritmo que permite determinar com precisão a melhor correspondência entre 

segmentos de duas sequências, maximizando um score baseado em pares de 

nucleótidos coincidentes e penalizações por lacunas [97], [98]. A Figura 4.2 representa 

o Diagrama de Atividades UML (Unified Modeling Language) correspondente à 

implementação do código descrito, ilustrando de forma sequencial as etapas envolvidas 

no processo de alinhamento local das sequências.  

As variantes identificadas foram registadas e posteriormente identificadas com auxílio 

da base de dados genómica Ensembl, tendo-se utilizado como referência os transcritos 

ENST00000335295.4 (HBB-201) e ENST00000251595.11 (HBA2-201) dos genes HBB 

e HBA2, alinhados ao genoma de referência GRCh38. A classificação e identificação 

das variantes foram complementadas por consulta às bases de dados ClinVar e dbSNP, 

com o objetivo de verificar a sua descrição prévia, frequência populacional e possível 

associação a fenótipos clínicos.  

 

https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG00000188536;r=16:172876-173710;t=ENST00000251595
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Figura 4.2: Diagrama de Atividades UML correspondente à implementação do código para o 

alinhamento local das sequências das amostras com a sequência de referência, utilizando o 

algoritmo de Smith-Waterman.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. FOCAGEM ISOELÉTRICA E PCR-RFLP  

A análise por Focagem Isoelétrica (IEF) foi realizada com o objetivo de caracterizar os 

perfis de hemoglobina presentes nas amostras em estudo, permitindo desde logo 

identificar os recém-nascidos com fenótipos AA, AS, SS e outros desconhecidos. Assim, 

esta técnica permitiu identificar padrões sugestivos de hemoglobinas anormais, bem 

como distinguir possíveis casos de talassemia através da presença de frações 

minoritárias ou alterações no perfil normal de hemoglobinas. 

Os perfis obtidos foram visualmente comparados com o perfil do controlo, cujo padrão 

de migração é conhecido (Figura 5.1). [99] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HbA 
HbF 

HbS 

HbC 

Figura 5.1: Perfil de migração do controlo. 

Adaptado de: Sebia  [99]. 
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Foram analisadas, por IEF, 13 256 amostras, sendo que em todas elas se verificou uma 

forte banda correspondente à Hemoglobina Fetal (HbF), tal como esperado em recém-

nascidos.  Das amostras analisadas, 10 347 apresentaram um perfil compatível com o 

fenótipo AA (78.06%), correspondente a recém-nascidos saudáveis, sem alterações 

detetáveis. Em 2681 amostras (20.22%) observou-se a presença de uma banda 

adicional na posição correspondente à Hemoglobina S (HbS), sugerindo traço falciforme 

(genótipo AS). Outras 183 amostras (1.38%) revelaram a ausência de banda na zona 

da Hemoglobina A (HbA), mas a presença na região da HbS, conduzindo ao diagnóstico 

de Anemia das Células Falciformes (genótipo SS). Por outro lado, 45 amostras (0.34%) 

demonstraram padrões atípicos, dúbios, ou com bandas inequivocamente não 

correspondentes à HbA ou HbS, constituindo estas 45 amostras o objeto de estudo da 

presente dissertação. A Figura 5.2 descreve graficamente esta distribuição.  

 

 

 

 

 

 

 

Com base nos perfis obtidos na IEF definiu-se uma estratégia de investigação molecular 

complementar para cada amostra, podendo esta incluir a realização das técnicas de 

PCR-RFLP, Gap-PCR e sequenciação dos genes HBA ou HBB. Métodos 

eletroforéticos, como a IEF, permitem identificar as variantes de hemoglobina mais 

comuns e clinicamente relevantes, contudo, a identificação precisa de variantes menos 

comuns torna-se por vezes complexa devido à semelhança na mobilidade eletroforética, 

o que reforça a necessidade de investigação molecular adicional [100]. 

Sempre que o perfil eletroforético sugeriu a presença de HbS, ou quando deixava 

dúvidas quanto à sua presença, procedeu-se à confirmação molecular através de PCR-

RFLP de forma a confirmar a presença do SNP rs334 (HbS).  

Relativamente à interpretação dos resultados do PCR-RFLP é importante referir que, 

embora teoricamente sejam gerados três fragmentos no alelo wild-type (201 pb, 176 pb 

e 13 pb), apenas são visualizadas duas bandas no gel, dado que o fragmento de 13 pb 

é demasiado pequeno para ser observado. Além disso, os fragmentos de 201 e 176 pb 

Figura 5.2: Fenótipos identificados pela IEF 
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apresentam tamanhos muito próximos, o que leva a que estas duas bandas surjam 

sobrepostas ou muito próximas, parecendo uma só, não sendo possível observá-las 

como distintas. Já no caso do alelo mutado, a digestão enzimática origina dois 

fragmentos de 377 e 13 pb, não sendo este último fragmento visível no gel. Assim, a 

presença de uma única banda de 377 pb no gel corresponde ao genótipo SS (Figura 

5.3), já a presença de duas bandas sobrepostas ou muito próximas dizem respeito ao 

genótipo AA (Figura 5.3) e, por fim, a presença de uma banda de 377 pb e de duas 

bandas sobrepostas ou muito próximas corresponde ao genótipo AS (Figura 5.3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nas amostras R1, R2, R4 e R22 (Figura 5.4) foi observada, na IEF, uma banda ténue 

na zona correspondente à HbS. Contudo, a análise molecular por PCR-RFLP revelou 

um perfil compatível com o genótipo AA (Figura 5.5), ou seja, a ausência da mutação 

responsável pela HbS. Assim, as bandas observadas na zona da HbS podem 

corresponder a artefactos da técnica ou, eventualmente, a outras variantes raras de 

hemoglobina que migram numa posição semelhante à HbS. Este tipo de discrepância 

entre os resultados da IEF e do teste molecular tem sido descrito na literatura [1], [101], 

que destaca que algumas variantes podem apresentar padrões de migração 

semelhantes à HbS, levando a potenciais falsos positivos. Tais resultados reforçam a 

necessidade de utilização de metodologias complementares, nomeadamente a 

sequenciação. Nesse sentido, nas amostras em causa procedeu-se à sequenciação do 

gene HBB, de forma a confirmar a presença ou ausência da HbS ou de outras mutações 

na cadeia da beta globina.  

Marcador 
Molecular 
ZR 50 pb 

DNA Marker 
Ladder 

200pb 

50pb 
100pb 

150pb 

300pb 

400pb 

201pb 

176pb 

377pb 

377pb 

Genótipo 
SS 

Genótipo 
AA 

Genótipo 
AS 

Figura 5.3: Exemplo dos padrões dos genótipos SS, AA e AS 
no gel de eletroforese. Genótipo SS: uma banda de 377pb. 
Genótipo AA: uma banda de 201pb e uma de 176pb. Genótipo 
AS: uma banda de 377pb, uma banda de 201pb e uma banda 
de 176pb. Note-se que as bandas de 201 e 176pb aparentam 
ser uma só devido à proximidade dos seus tamanhos.  
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Por outro lado, nas amostras R9, R13, R19 e R20 (Figura 5.6), a IEF revelou a presença 

de uma banda correspondente à HbS mais forte do que a banda da HbA. Em ambos os 

casos, o PCR-RFLP confirmou o genótipo AS (Figura 5.7). Este perfil caracterizado pela 

redução de HBA em relação à HbS é sugestivo da presença simultânea de HbS e de 

uma variação quantitativa na produção das cadeias de beta globina, dado que a redução 

da HbA é um achado típico das β-talassemias [31], [72]. De forma a confirmar a 

presença de mutações responsáveis por β-talassemia procedeu-se à sequenciação do 

gene HBB.  

 

Figura 5.4: Focagens isoelétricas das amostras R1 (A), R2 (B), R4 

(C) e R22 (D), que se encontram identificadas pelas setas pretas. 

Presença de bandas ténues na zona de migração da HbS.   

A)                                   B)                            C)     

D)                                    

Figura 5.5: PCR-RFLP para pesquisa do SNP rs334 (HbS) nas amostras 

R1, R2, R4 e R22. Em todas as amostras são observadas duas bandas 

muito próximas (de 176 e 201 pb), o que corresponde ao genótipo AA.  
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Em onze amostras (R3, R6, R7, R8, R18, R10, R11, R14, R21, R23 e R24) foi observada 

na IEF, a presença de uma banda compatível com a hemoglobina C (HbC). Em todas 

as amostras referidas, embora com intensidades diferentes, foi possível distinguir a 

banda adicional, na zona típica da HbC, em associação com a banda correspondente à 

HbA, o que sugere heterozigotia para HbC (Figura 5.8). Em nenhuma das amostras foi 

observada migração compatível com HbS ou outras variantes anormais.  

Figura 5.6: Focagens isoelétricas das amostras R9 (A), R13 (B), R19 (C) 

e R20 (D), identificadas pelas setas pretas. Presença de bandas na zona 

de migração da HbS mais fortes que as bandas da HbA.  

A) B) 

C) D) 

50pb 
100pb 
150pb 
200pb 

R9 

R13 R19             R20 

Figura 5.7: PCR-RFLP para pesquisa do SNP rs334 (HbS) nas amostras R9, 

R13, R19 e R20. Em todas as amostras são observadas duas bandas muito 

próximas (de 176 e 201 pb), e outra maior (377 pb) o que corresponde ao 

genótipo AS. 
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A elevada frequência de HbC observada neste grupo de amostras é coerente com o 

contexto epidemiológico descrito na literatura, dado que a HbC é uma das variantes 

estruturais de hemoglobina mais comuns a nível mundial e, particularmente na África 

Ocidental. Ainda que seja esta a região africana que regista mais casos, esta variante é 

comummente encontrada ao longo de todo o continente [57], [102]. 

Ainda que nas amostras estudadas não se tenha verificado a presença simultânea de 

HbS, é importante referir que a heterozigotia composta HbSC é comum no continente 

africano. Vários estudos indicam que cerca de 40 a 50% dos indivíduos com Anemia 

das Células Falciformes em países como Gana possuem HbC concomitantemente com 

a HbS [103], [104]. A sua ausência no presente conjunto de amostras pode dever-se à 

variabilidade populacional ou a limitações da escala regional do estudo, que estudou 

crianças de um único hospital do continente africano.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Duas amostras (R5 e R16) apresentaram, na IEF, uma banda adicional com migração 

logo abaixo da zona da HbS (Figura 5.9), o que indica a presença de uma hemoglobina 

com um ponto isoelétrico superior ao da HbS. A presença desta banda sugere a 

presença de uma variante estrutural, provavelmente da cadeia beta da globina. Este 

raciocínio surge do facto de, no caso de uma variante da cadeia alfa, ser geralmente 

esperado o surgimento de várias bandas adicionais, uma vez que a cadeia alfa participa 

na composição de todas as hemoglobinas principais presentes nos recém-nascidos 

(HbF, HbA) [3], [15], [16]. Assim, uma mutação na cadeia alfa daria origem a múltiplas 

Figura 5.8: Focagens isoelétricas das amostras R3 (A), R6 (B), R7 (C), R8 (D), R18 (E), R10 

(F), R11 (G), R14 (H), R21 (I) e R23 (J) e R24 (K), identificadas pelas setas pretas. Presença de 

bandas na zona de migração da HbC.  * Estas amostras apresentaram uma banda 

extremamente ténue na zona da HbC, apesar de não ser possível visualizar nas fotografias 

captadas das mesmas.  

A)                              B)                      C)                          D)                       E)           

F)                             G)                                    H)                          I)                 J)            K)           
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hemoglobinas variantes, com diferentes combinações de cadeias, resultando em várias 

bandas distintas na IEF. Por outro lado, uma variante da cadeia beta afeta 

exclusivamente a HbA (α₂β₂), sendo, por isso, comum a observação de apenas uma 

banda adicional quando essa mutação se encontra em heterozigotia, como parece ser 

o caso nas amostras em questão.  

Por se tratar de uma banda muito próxima da zona da HbS, e para confirmar que não 

se tratava efetivamente dessa variante, procedeu-se à realização do PCR-RFLP para 

deteção do SNP rs334, o qual resultou no genótipo AA para ambas as amostras (Figura 

5.10).  

Para confirmação, foi realizada a sequenciação do gene HBB, com o objetivo de 

identificar a mutação responsável por este padrão eletroforético. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.9: Focagens isoelétricas das amostras R5 (A) e R16 (B), identificadas pelas setas 

pretas. Presença de uma banda extra abaixo da zona de migração da HbS.  

A)                                                               B)                       

Figura 5.10: PCR-RFLP para pesquisa do SNP rs334 

(HbS) nas amostras 1777 e 9320.  Em todas as 

amostras são observadas duas bandas muito 

próximas (de 176 e 201 pb), o que corresponde ao 

genótipo AA. 

R5         R16 
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Um dos padrões mais frequentemente encontrado nesta investigação corresponde à 

presença das bandas habituais de HbF e HbA acompanhadas por duas bandas 

adicionais, o que se verificou em doze amostras (R28, R27, R33, R34, R35, R36, R37, 

R31 e R38, R39, R40 e R41). Este padrão com múltiplas bandas extra (Figura 5.11), 

como visto, é altamente sugestivo da presença de uma variante estrutural da cadeia 

alfa, dado que esta faz parte da estrutura de todas as hemoglobinas normalmente 

presentes nos recém-nascidos.  

A migração observada é compatível com Hb G-Philadelphia (HbGPh), uma variante da 

cadeia alfa comum na população africana, que surge por uma substituição no gene 

HBA2 ou no gene híbrido α2α1, resultante da deleção 3.7kb [38], [40], [73]. O padrão 

observado revela, do ânodo para o cátodo, a presença de uma banda correspondente 

à HbA, seguida por uma banda da HbF, abaixo da qual se identifica uma banda 

compatível com a HbGPh, ligeiramente acima da zona de migração da HbS. Abaixo da 

zona da HbS, observa-se ainda uma banda compatível com a HbF anormal, resultante 

da combinação da cadeia mutada alfa com a cadeia gama (2
Gph2) [73].  

Embora se hipotetize que a banda na zona de migração da HbS diga respeito à referida 

HbF mutada, optou-se por realizar na mesma o PCR-RFLP para confirmar (Figura 5.12). 

Esta técnica revelou o genótipo AA para todas as amostras à exceção das amostras 

R37 e R39, que revelaram ser AS. Apesar de o padrão de migração das amostras R37 

e R39 ser semelhante ao das restantes supracitadas, o PCR-RFLP indicou a presença 

do alelo S, o que levanta a hipótese de que a banda detetada na zona de migração da 

HbS deverá corresponder de facto a essa, sem excluir a possível coexistência de outras 

variantes, nomeadamente da cadeia alfa. De facto, tem sido descrito na literatura que 

indivíduos heterozigóticos para variantes de ambas as cadeias apresentam quatro 

componentes de hemoglobina, que são formadas pelas várias combinações. Os quatro 

tipos de hemoglobina são, então: HbA (α2β2), hemoglobina com cadeia alfa mutada 

(αX
2β2), hemoglobina com cadeia beta mutada (α2β2

Y) e a molécula híbrida (αX
2β2

Y) [105]. 

Assim, a banda extra (não correspondente à HbS) nestas amostras, poderá ser, de 

facto, uma hemoglobina híbrida HbS/HbαX. Importa salientar que a formação desta 

forma híbrida pressupõe também a presença da hemoglobina com apenas a cadeia alfa 

mutada (αX
2β2), ainda que esta possa não se distinguir visualmente na IEF devido a 

sobreposição de migração ou menor expressão, o que poderá ser o caso nestas 

amostras. 

Já nas restantes amostras, nas quais se confirmou, pelo PCR-RFLP, a ausência da 

HbS, a banda na zona de migração dessa variante poderá corresponder, como já 
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discutido, à HbF com uma cadeia mutada para a HbGPh. Porém, apesar de já ter sido 

excluída a presença de HbS, não se pode rejeitar a hipótese de que a banda observada 

seja resultante de uma hemoglobina híbrida composta por uma variante da cadeia α e 

da cadeia β. 

Estes dados realçam assim a importância da confirmação molecular para clarificar 

padrões migratórios dúbios e complexos. Além disso, depreende-se que variantes com 

mobilidade semelhante podem conduzir a interpretações ambíguas e incorretas com 

base apenas na eletroforese. 

Como investigação adicional destas amostras, considerou-se adequada a realização da 

técnica de Gap-PCR para pesquisar a deleção de 3.7kb, que é comummente encontrada 

simultaneamente com a HbGPh, bem como a sequenciação dos genes HBA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.11: Focagens isoelétricas das amostras R28 (A), R27 (B), R33 (C), R34 (D), R35 

(E), R36 (F), R37 (G esquerda), R31 (G direita) e R38 (H), R39 (I), R40 (J) e R41 (K), 

identificadas pelas setas pretas. Observam-se duas bandas extra em todas as amostras, 

presumivelmente correspondentes à HbGPh e à HbF com a cadeia alfa mutada.  

A)                    B)                                                   C)                                             D)                       

E)                  F)                         G)                                                            H)                       

I)                                       J)                                                                  K)                                                                                    
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Três das amostras analisadas (R26, R32, R42) apresentaram uma banda na zona 

correspondente à HbS e uma banda adicional logo abaixo da zona da HbF (Figura 5.13). 

Já as amostras R30 e R43 exibiram um padrão mais complexo, com uma banda na zona 

da HbS, uma banda extra abaixo dessa região, e uma terceira banda na zona da HbC 

(Figura 5.13). À primeira vista, este padrão poderia sugerir a presença de múltiplas 

variantes de hemoglobina ou um fenótipo composto envolvendo HbS e HbC; contudo, a 

presença simultânea de HbA nestas amostras exclui geneticamente esta última 

possibilidade, dado que indivíduos com HbS e HbC não apresentam HbA. Assim, o 

padrão observado é mais plausivelmente explicado pela existência de uma variante da 

cadeia alfa o que originaria, como já discutido, várias bandas devido às múltiplas 

combinações das cadeias para formar os vários tipos de hemoglobina. Nesse caso, as 

bandas perto das zonas da HbS e HbC poderiam não corresponder verdadeiramente a 

estas variantes, mas sim a diferentes hemoglobinas híbridas envolvendo cadeias α 

mutadas, que migram de forma semelhante às hemoglobinas S e C, levando a um 

padrão eletroforético que pode ser confundido com fenótipos compostos HbS/HbC. 

Ainda assim, não se pode excluir a hipótese da concomitância entre variantes da cadeia 

beta e alfa. Para todas estas amostras procedeu-se à realização do PCR-RFLP (Figura 

5.14) para a pesquisa do SNP rs334, sendo que as amostras R30 e R43 demonstraram 

Figura 5.12: PCR-RFLP para pesquisa do SNP rs334 (HbS) nas amostras R28, R27, R33, 

R34, R35, R36, R37, R31, R38, R39, R40 E R41.  Nas amostras R37 e R39 são observadas 

duas bandas muito próximas (de 176 e 201 pb) uma terceira (377 pb), o que corresponde 

ao genótipo AS. Nas restantes amostras verificam-se apenas as duas bandas próximas 

(genótipo AA).  

R28                                              R27                                                      R33   R34 

               R35                      R36                                                 R37  R31                     R38 

                                                     R39             R40                                                        R41                      
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ser AS e as restantes, AA. Deste modo, nas amostras AS, a banda observada na zona 

de migração da HbS corresponde efetivamente a esta variante, mantendo-se a hipótese 

da concomitância com uma variante da cadeia alfa. Já nas amostras AA, as bandas 

extra poderão estar relacionadas com uma variante da cadeia alfa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.13: Focagens isoelétricas das amostras R26 (A), R32 (B), R42 (C), nas 

quais se observam duas bandas extra (na zona da HbS e abaixo da HbF) e das 

amostras R30 (D) e R43 (E), que exibem uma banda na zona da HbS, outra abaixo 

dessa região e uma terceira na zona da HbC. 

A)                          B)                                                        C)                                              

D)                                                          E)                                                                                                    

Figura 5.14: PCR-RFLP para pesquisa do SNP rs334 (HbS). A amostras R26, R32 

e R42 revelaram ser AA. As amostras R30 e R43 revelaram ser AS.  

R26                                                           R32                                                        R42 

                                        R30   R43                                                             
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Além de todas as referidas amostras com várias bandas extra, foram ainda identificados 

dois casos (R29 e R44) com uma única banda extra, situada imediatamente abaixo da 

HbF (Figura 5.15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em todos estes últimos casos supracitados, dada a presença de bandas extra, foi 

considerada a sequenciação dos genes HBA.  

Uma única amostra (R45) demonstrou a ausência de uma banda na zona característica 

da HbA, o que sugere a ausência total desse tipo de hemoglobina. Por outro lado, 

revelou uma banda perto da zona da HbS, outra abaixo dessa e, por fim, uma banda na 

zona de migração da HbC (Figura 5.16). A ausência de HbA, concomitantemente com 

a presença de bandas muito perto da zona da HbS e da HbC pode sugerir a coexistência 

de HbS com HbC, o que se traduz em Anemia Falciforme e justificaria a ausência de 

HbA. Estas duas variantes referidas tratam-se de alterações na cadeia beta da globina, 

contudo, dado que existe ainda uma banda extra entre a HbS e a HbC, é possível que 

se esteja perante a presença de uma variante da cadeia alfa, concomitante com as 

variantes beta. Porém, o PCR-RFLP para pesquisa do SNP rs334 nesta amostra refutou 

esta hipótese, tendo revelado o genótipo SS (Figura 5.17). Deste modo, não é possível 

que a HbC coexista com a HbS. Posto isto, hipotetiza-se a presença concomitante de 

HbS com uma variante na cadeia da alfa globina.  

Para esta amostra, além da realização do PCR-RFLP, considerou-se a realização de 

sequenciação dos genes HBA, bem como a pesquisa da deleção -α3.7kb, dada a sua 

elevada prevalência em Angola. 

 

Figura 5.15: Focagens isoelétricas das amostras R29 (A) e R44 

(B), identificadas pelas setas pretas, nas quais se observa uma 

banda extra abaixo da HbF.  

A)                                            B)                                               
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Por fim, 4 amostras (R12, R15, R17 e R25) revelaram, na IEF, a presença de bandas 

na zona de migração da HbS, além das bandas esperadas correspondentes à HbA e 

HbF (Figura 5.18). Porém, o PCR-RFLP para pesquisa do SNP rs334 destas amostras 

revelou padrões atípicos, em detrimento do padrão típico esperado para o genótipo AS 

(Figura 5.19). Para além da banda de 377 pb, que corresponde ao alelo mutado, 

observam-se bandas adicionais cuja migração não corresponde exatamente com o 

padrão característico das bandas sobrepostas de 201 e 176 pb do alelo A. Verifica-se 

que uma das bandas aparenta ter um tamanho inferior ao esperado, situando-se 

ligeiramente abaixo da banda normalmente observada nos indivíduos AA ou AS típicos. 

Este fenómeno pode ocorrer devido a variações na digestão enzimática ou à presença 

de polimorfismos que alteram os locais de restrição da enzima. Outra possibilidade a 

considerar seria a presença de uma pequena deleção no exão 1 do gene HBB, não 

afetando o local de reconhecimento da enzima Bsu36I, usada no PCR-RFLP. Esta 

hipótese justificaria o padrão normal do genótipo AS no que diz respeito ao número de 

fragmentos, bem como a redução do tamanho de um dos fragmentos.  

De forma a confirmar as possibilidades supracitadas, procedeu-se à sequenciação do 

gene HBB.  

 

 

Figura 5.16: Focagem 

isoelétrica da amostra R45, 

identificada pela seta preta.  

Ausência de HbA, com a 

presença de bandas perto 

da zona da HbS e da HbC.  

Figura 5.17: PCR-RFLP da amostra R45, que revelou 
ser SS.  

 R45 
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5.2. AMPLIFICAÇÃO DOS GENES HBA E HBB POR PCR 

Previamente à sequenciação dos genes HBA e HBB é necessário proceder à 

amplificação, por PCR, dos mesmos.  

Enquanto a amplificação do gene HBB é relativamente simples, os genes HBA 

apresentam algumas particularidades que tornam o processo bastante mais complexo, 

constituindo-se como um desafio técnico significativo. Esta dificuldade está, em grande 

parte, associada à localização dos genes HBA numa região rica em guanina (G) e 

citosina (C) (GC≈60%), com mais de 200kb de extensão [73], [106]. Esta elevada 

proporção de conteúdo GC tem tendência a promover a formação de estruturas 

secundárias estáveis no DNA, tais como “hairpins”, que interferem na reação de PCR, 

comprometendo a eficiência da mesma. Acresce ainda a presença de múltiplas 

repetições da família Alu e uma elevada densidade génica, ambas características que 

dificultam o desenho de primers específicos e comprometem a especificidade da 

Figura 5.18: Focagens isoelétricas das amostras R15, R15, R17 e R25, identificadas pelas setas 

pretas.  Bandas na zona da HbS.   

A)                                        B)                                     C)                                        D)                                  

Figura 5.19: PCR-RFLP das amostras R12, R15, R17 e R25, que revelam um padrão de 

genótipo AS atípico, com uma banda e tamanho inferior ao esperado (seta preta).  

 R12                                                     R15                 R17                                       R25 
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amplificação [106]. Além disso, existe uma elevada homologia entre os genes HBA1 e 

HBA2 (>96%) que diferem apenas no intrão 2 (IVS2) e nas suas regiões não codificantes 

3’, apresentando uma divergência de cerca de 17%. 

Todas as particularidades referidas terão, certamente, contribuído para a falha na 

amplificação dos genes HBA1 e HBA2. Dada a utilização de controlos durante os 

protocolos, e o funcionamento desses protocolos em amostras de outros estudos em 

curso, foi possível excluir falhas da própria técnica como causa principal, sendo, 

portanto, as características intrínsecas da região alvo provavelmente responsáveis pela 

ineficiência da amplificação observada.  

A deleção -α3.7 kb, com elevada prevalência em África [51], [55], também foi tida em 

linha de conta como possível interferente na amplificação dos genes HBA. De facto, 

após a análise da sequência resultante da deleção concluiu-se que o primer reverse 

utilizado na amplificação do gene HBA2 (Quadro 4.9) deixa de conseguir ligar-se, pois 

a sua zona complementar encontra-se na região deletada. Já a utilização do primer 

reverse específico para o gene HBA1 (Quadro 4.9) permite a amplificação, na presença 

da deleção, de parte do gene HBA1 e parte do gene HBA2, não sendo possível distinguir 

através do gel de agarose se se trata do gene híbrido ou do gene HBA1, devido à 

semelhança de tamanhos dos fragmentos originados em ambos os casos.  

Outra grande dificuldade encontrada prende-se com a natureza e qualidade das 

amostras em estudo. Foram utilizadas amostras de sangue seco em papel de filtro, que 

por si só apresentam uma qualidade inferior ao sangue total, particularmente no que diz 

respeito ao rendimento na extração de DNA e à integridade molecular do DNA. Além 

disso, há que ter em conta que as amostras pertencem a recém-nascidos, cujas gotas 

de sangue tendem a ser de volume reduzido. Acresce ainda o facto de as amostras 

utilizadas não serem recentes, dado que foram transportadas desde Angola e que não 

foi possível processá-las a todas de imediato após a chegada a Lisboa, o que agrava 

ainda mais a possível degradação do material genético. Posto isto, o tipo e a qualidade 

das amostras em si podem ter influenciado em grande parte os resultados negativos 

obtidos na fase de amplificação das amostras.  
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5.3. SEQUENCIAÇÃO DE SANGER 

 

5.2.2. Sequenciação do gene HBB 

Após a análise dos resultados da IEF, procedeu-se à sequenciação do gene HBB das 

amostras selecionadas para tal. 

Nas amostras R1, R2, R4 e R22, como já referido, observou-se na IEF uma banda ténue 

na posição correspondente à HbS, tendo, posteriormente, o PCR-RFLP sugerido para 

todas as amostras o genótipo AA. Estes resultados indicam que as bandas observadas 

não correspondem à presença verdadeira de HbS, podendo tratar-se de artefactos 

técnicos ou de outra variante de hemoglobina com ponto isoelétrico semelhante ao da 

HbS.  

Algumas das hemoglobinas que migram, na IEF, perto da HbS são a Hb Rush 

(rs33966487), G-Ferrara (rs35278874), Maputo (rs33932070), Stanleyville-II, Hasharon, 

Ottawa, St Luke’s e Etobicoke [107]. As três primeiras referidas são originadas por 

mutações no gene HBB, todas localizadas no exão 2 [107], [108], [109], o que justificou 

a sequenciação dos exões 1 e 2 do gene HBB nas amostras em causa. Porém, não foi 

identificada nenhuma das variantes listadas, não sendo, por isso, responsáveis pelas 

bandas observadas na IEF. Os resultados da sequenciação confirmaram igualmente a 

ausência da HbS. As restantes hemoglobinas mencionadas - Stanleyville-II, Hasharon, 

Ottawa, St Luke’s e Etobicoke - são variantes da cadeia alfa [74], cuja presença não foi 

avaliada por método moleculares nestas amostras dado que, tratando-se de 

heterozigotia em genes da alfa-globina, seriam esperadas bandas adicionais no traçado 

da IEF, o que não se verificou. 

Nas amostras R9, R13, R19 e R20 suspeitou-se da presença concomitante de HbS e β-

talassemia, tendo em conta que na IEF a banda correspondente à HbS apresentava 

maior intensidade que a da HbA, sugerindo uma possível redução na síntese da cadeia 

beta normal. De forma a explorar esta possibilidade, foi realizada inicialmente a 

sequenciação dos exões 1 e 2 do gene HBB, dado que é nestes que ocorre a maioria 

das mutações responsáveis pelas formas típicas, herdadas recessivamente, de β-

talassemia, que são as mais comuns em regiões endémicas de malária, como Angola 

[26]. Já as variantes dominantes são raras, de ocorrência esporádica e geralmente 

associadas ao exão 3 [110]. Assim, dada a menor probabilidade de conter mutações, e 

de forma a economizar e otimizar recursos, o exão 3 não foi inicialmente sequenciado. 
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No entanto, a sequenciação dos exões 1 e 2 do gene HBB nestas amostras não revelou 

a presença de mutações associadas a variantes de hemoglobina, à exceção da HbS, 

que foi confirmada, em heterozigotia, em todas as amostras pela análise dos 

cromatogramas, nos quais se verificou o traçado observado na Figura 5.20. Nos 

referidos cromatogramas é evidenciada a sobreposição dos picos correspondentes às 

bases A e T (c.20A>T).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por outro lado, a amostra R13 apresenta um polimorfismo no gene HBB, correspondente 

ao rs10768683 (HBB.c.315+16G>C) [111]. Esta é uma variante intrónica localizada no 

segundo exão do gene HBB. A amostra é heterozigótica para este SNP, apresentando 

os alelos G (alelo referência) e C (Figura 5.21). No presente estudo, o alelo C foi o mais 

frequentemente identificado, ainda que em populações africanas esse seja o menos 

comum [111], [112]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.20: Cromatograma da sequenciação dos exões 1 e 2 do 

gene HBB, evidenciando o SNP rs334 (HBB: c.20A>T), em 

heterozigotia, responsável pela HbS. 

Figura 5.21: Cromatograma da sequenciação dos exões 1 e 2 do gene 

HBB, evidenciando o SNP rs10768683 (HBB.c.315+16G>C) em 

heterozigotia.  
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Como já mencionado, além deste SNP, esta amostra possui também HbS, associação 

esta que tem sido descrita na literatura [113]. Tem vindo ainda a ser reportado que 

algumas variantes, embora classificadas isoladamente como benignas, podem alterar o 

fenótipo dos portadores quando combinadas com HbS, conduzindo, eventualmente, a 

quadros patológicos. Uçucu et al. [113], num estudo levado a cabo em 2022, 

identificaram um indivíduo com traço falciforme que era portador do SNP rs10768683 

[112] e de um outro, ambos classificados como benignos. Contudo, nesse estudo os 

autores concluíram que pelo menos um desses SNP, quando associado com HbS 

provoca um quadro de HbS/β-talassemia, com valores hematológicos compatíveis com 

o mesmo. Além disso, o doente referido nesse estudo é dependente de transfusões e 

atravessa crises de dor [113]. De facto, esta hipótese poderia justificar os resultados 

evidenciados pela IEF da amostra R13, porém, o estudo de Uçucu et. al. [113], bem 

como as suas conclusões, apresentam algumas limitações, nomeadamente o facto de 

não terem sido investigadas mutações na cadeia alfa, que poderiam justificar o fenótipo 

do indivíduo em causa. Além disso, a hipótese aqui discutida não poderia justificar o 

resultados das restantes amostras com padrão de IEF semelhante (R9, R19 e R20), 

dado que não possuem HbS.  

Dado este cenário, procedeu-se à sequenciação do 3º exão do gene HBB, de forma a 

excluir a presença de mutações responsáveis por β-talassemia no mesmo. No entanto, 

não foram identificadas mutações neste exão.  

Posto isto, apesar deste achado na amostra R13 e da exclusão de mutações no gene 

HBB nas amostras R9, R19 e R20, permanece por esclarecer a razão subjacente à 

superior intensidade da banda correspondente à HbS relativamente à HbA na IEF. Não 

é possível excluir a possibilidade de que este fenómeno resulte de artefactos da própria 

técnica de IEF ou mesmo de fatores relacionados com a amostra. Idealmente proceder-

se-ia à repetição da IEF das amostras e/ou à análise por métodos complementares 

como a Cromatografia Líquida de Alta Performance (HPLC), que permitiria dosear as 

frações de hemoglobina. Contudo, tal não foi possível dada a quantidade limitada de 

amostra, a impossibilidade de fazer nova colheita e ainda a falta de disponibilidade 

financeira para realizar métodos analíticos adicionais, como a HPLC. Este outcome 

reforça a necessidade de incluir abordagens adicionais em estudos futuros.  

Nas amostras R3, R6, R7, R8, R18, R10, R11, R14, R21, R23 e R24, nas quais se 

verificou a presença de uma banda na zona da HbC, procedeu-se à sequenciação dos 

dois primeiros exões do gene HBB. Na maioria destas amostras, mais concretamente 

nas amostras R7, R8, R18, R10, R11, R21, R23 e R24, foi confirmada a mutação 
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responsável pela HbC (rs33930165), que se encontrava claramente visível nos 

cromatogramas, em heterozigotia, apresentando o padrão característico com 

sobreposição dos picos correspondentes às bases A e G na posição c.19G>A do gene 

HBB (Figura 5.22).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Assim, nestas amostras confirmou-se a presença de hemoglobina normal (HbA) em 

coexistência com a HbC, ou seja, trata-se do genótipo HbA/HbC. Porém, este não é um 

achado alarmante, dado que os indivíduos com esta condição são assintomáticos, não 

necessitando de acompanhamento médico especializado [58], [102], ao contrário de 

indivíduos homozigóticos para esta variante, que podem apresentar esplenomegália, 

icterícia e hemólise crónica.  

Quanto à amostra R14, não se detetou a mutação responsável pela HbC, mas sim pela 

hemoglobina E (HbE) (rs33950507) [114], tendo-se verificado no cromatograma o 

padrão característico da heterozigotia para esta variante, com a sobreposição dos picos 

das bases A e G (Figura 5.23). Estas duas variantes possuem pontos isoelétricos 

próximos, o que justifica que tenham sido confundidas na IEF [1]. Contudo, uma 

observação mais cuidada da IEF desta amostra (Figura 5.8 H), revela que, de facto, a 

banda observada parece situar-se ligeiramente acima da banda HbC do controlo. Assim, 

o recém-nascido identificado como R14 é heterozigótico para a HbE, possuindo o 

genótipo HbA/HbE.  

A HbE consiste numa variante estrutural comum da cadeia beta da hemoglobina, 

resultante de uma mutação pontual no gene HBB (c.79G>A), que conduz à substituição 

Figura 5.22: Cromatograma da sequenciação dos exões 1 e 2 do gene HBB, 

evidenciando, em heterozigotia, o SNP rs33930165 (HBB.c.19G>A), 

responsável pela HbC.  
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do aminoácido glutâmico por uma lisina na posição 26 da cadeia (p.Glu26Lys) [115]. 

Esta alteração traduz-se numa molécula de hemoglobina instável, que pode ser 

laboratorialmente evidenciada pela tendência a formar corpos de Heinz em situações 

de stress oxidativo, espelhando a sua maior suscetibilidade à degradação celular [115]. 

Consequentemente, ocorre uma diminuição da produção da β-globina, levando, 

portanto, a um fenótipo ligeiro de β-talassemia [115], [116]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A heterozigotia para a HbE, como é o caso do recém-nascido R14, é geralmente 

assintomática, não sendo associada a anemia grave [115], [117]. Nestes indivíduos, a 

HbE representa apenas aproximadamente 25 a 30% da hemoglobina total [117]. Além 

disso, as alterações morfológicas dos eritrócitos são mínimas e os índices 

hematimétricos revelam apenas ligeira microcitose. Assim, a presença de HbE torna-se 

crítica quando ocorre em interação com outras hemoglobinopatias, nomeadamente com 

β-talassemia, o que é bastante comum no Sudeste Asiático, Camboja, Laos e Tailândia, 

onde a HbE chega a atingir frequências populacionais superiores a 50% em algumas 

regiões endémicas de malária [116], [117]. De facto, na Ásia a HbE apresenta uma 

prevalência extremamente elevada e superior a qualquer outra região do mundo, sendo 

considerada um “marco genético” da região [118]. A identificação desta variante na 

amostra R14, correspondente a um recém-nascido de origem africana, é um achado 

relevante que poderá estar associado a fenómenos de migração populacional, 

ancestralidade asiática ou até mesmo à eventual contribuição genética de um progenitor 

de origem asiática. Estes fenómenos têm vindo a ser progressivamente reconhecidos 

como responsáveis pela presença de variantes hemoglobínicas típicas de determinadas 

Figura 5.23: Cromatograma da sequenciação dos exões 1 e 2 do gene HBB, 

evidenciando, em heterozigotia, o SNP rs33950507 (HBB. c.79G>A), 

responsável pela HbE.  
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regiões noutras áreas geográficas. Isto reforça a importância da análise molecular 

complementar em programas de rastreio, permitindo uma correta identificação e 

caracterização das variantes hemoglobínicas, mesmo quando ocorrem fora dos 

contextos geográficos esperados.  

Já nas amostras R3 e R6, que na IEF apresentaram bandas ténues na zona da HbC, 

não se confirmou a presença dessa variante nem de qualquer outra em nenhum dos 3 

exões do gene HBB. A hemoglobina A2 (HbA2), durante o período neonatal apresenta 

geralmente valores inferiores a 1%, aumentando gradualmente ao longo das primeiras 

semanas de vida [76], [119] até atingirem os valores típicos dos adultos. Dado que esta 

hemoglobina migra muito perto da zona da HbC, devido aos seus pontos isoelétricos 

semelhantes [1], é plausível que as bandas observadas se devam à presença deste tipo 

normal de hemoglobina. Embora a literatura afirme que a HbA2 se torna visível na IEF 

com maior fiabilidade após o 11º dia [73] de vida, no presente estudo levado a cabo em 

África, não foi possível garantir que todas as colheitas fossem realizadas imediatamente 

após o parto.  Sabe-se que algumas foram efetivamente colhidas aquando da 

vacinação, já após os 11 dias de vida, não se podendo assim excluir a possibilidade da 

presença de HbA2 em algumas amostras. 

 Níveis aumentados de HbA2 são uma das principais características da heterozigotia 

para β-talassemia [120], no entanto, o facto de não terem sido identificadas mutações 

no gene HBB torna essa hipótese pouco provável. Não obstante a ausência de 

mutações na região sequenciada, a região promotora não foi sequenciada, apesar de 

serem conhecidas mutações nessa zona com impacto na expressão da β-globina e 

responsáveis pelo surgimento de β-talassemia, como por exemplo a variante HBB: c. -

29A>G (rs34598529) [121], [122], [123], que tem sido identificada em indivíduos com 

ancestralidade africana. Assim, não se pode excluir totalmente a presença de variantes 

nessa região que justifiquem o fenótipo observado.  

É ainda pertinente referir que existem relatos, embora que raros, do aumento isolado de 

HbA2 em indivíduos sem mutações no gene HBB, possivelmente associado a alterações 

regulatórias não identificadas [124]. Assim, caso no presente estudo não houvesse 

quaisquer limitações quanto às tecnologias de diagnóstico disponíveis, seria relevante 

investigar a presença de HbA2 com recurso a técnicas como HPLC.  

A possibilidade de as bandas observadas se tratarem artefactos da técnica deve ser 

igualmente considerada, sobretudo tendo em conta o facto de as bandas serem muito 

ténues, especialmente da amostra R3. De facto, uma das desvantagens da IEF prende-

se com a possibilidade de contaminações durante o processo, o que pode conduzir a 



 

68 

 

interpretações subjetivas ou incorretas [73]. Este tipo de contaminações pode ocorrer 

pelo contacto do cartão de sangue seco com outras amostras, ou ainda pela 

sobreposição ou difusão de proteínas entre poços adjacentes no gel. 

Para concluir o conjunto de amostras submetidas à sequenciação do gene HBB, importa 

discutir os resultados das amostras R5 e R16, que demonstraram a presença de bandas 

ligeiramente abaixo da zona habitualmente correspondente à HbS. No entanto, o PCR-

RFLP revelou o genótipo AA, ou seja, a ausência da mutação responsável pela HbS. 

De facto, este achado foi confirmado pela sequenciação dos exões 1, 2 e 3 do gene 

HBB, que não evidenciou qualquer mutação, nomeadamente a associada à HbS. Não 

obstante a ausência de mutações patogénicas, no exão 3 da amostra R16 foi 

identificada a substituição de um C por um T (Figura 5.24), correspondente ao 

rs36020563 (HBB: c.432C>T) [125]. Esta consiste numa variante sinónima benigna, já 

que não ocorre uma alteração do aminoácido codificado, pois o codão CAC, torna-se 

CAT, codificando ambos o aminoácido Histidina [125]. Além disso, esta variante não 

altera a mobilidade eletroforética na IEF.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Desta forma, os resultados destas amostras apresentam uma grande semelhança com 

os já discutidos relativamente às amostras R1, R2, R4 e R22, nas quais foram detetadas 

bandas na zona da HbS, sem que tal se tenha confirmado a nível molecular. A única 

diferença entre estes dois conjuntos de amostras reside no facto de, na IEF, as bandas 

das amostras R5 e R16 se posicionarem ligeiramente abaixo daquelas das restantes 

amostras citadas. No entanto, por se encontrarem tão perto da zona da HbS, é 

Figura 5.24: Cromatograma da sequenciação do exão 3 do gene HBB, 

evidenciando o SNP rs36020563 (HBB: c.432C>T). 
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pertinente aplicar a estas amostras o mesmo raciocínio já seguido anteriormente para 

as amostras R1, R2, R4 e R22.  

As amostras R12, R15, R17 e R25 demonstraram padrões AS atípicos no gel de 

agarose do PCR-RFLP, tal como discutido. Em detrimento do padrão típico com 

fragmentos de 377 pb (alelo S não digerido), 201 e 176 pb (alelo A digerido), observou-

se, além dos fragmentos de 377 pb e de 201 pb, um fragmento com migração 

ligeiramente inferior ao esperado para os 176 pb, sugerindo a existência de um 

fragmento mais pequeno.  

Este padrão atípico poderia ser explicado por diversos fatores. Uma das possibilidades 

prendia-se com a presença de uma eventual deleção no exão 1 do gene HBB, que não 

afetasse, no entanto, o local de restrição da enzima Bsu36I. Porém, este fenómeno 

provocaria um desfasamento na grelha de leitura da sequenciação do gene HBB, 

resultando na sobreposição de picos a partir do ponto da deleção. Contudo, isto não se 

verificou, pelo que se excluiu a presença de uma deleção. A presença de polimorfismos 

capazes de modificar os locais de restrição da enzima, na região amplificada durante o 

PCR-RFLP, também poderia justificar os resultados obtidos. A análise do cromatograma 

resultante da sequenciação do gene HBB não revelou, no entanto, a presença de 

nenhum polimorfismo que afetasse os locais de restrição da enzima, tendo-se 

confirmado apenas a presença da HbS (rs334) em heterozigotia. Por outro lado, verifica-

se que os primers usados no PCR-RFLP (Quadro 4.1) abrangem uma região que não é 

coberta pelos primers usados na amplificação do gene HBB (Quadro 4.5), como se pode 

observar na Figura 5.25. [126] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.25: Localização genómica das regiões amplificadas usando os primers do PCR-RFLP 

(seta laranja) e os da amplificação/sequenciação do gene HBB (seta rosa). O objetivo da 

sequenciação usando os primers do PCR-RFLP é investigar a zona destacada a vermelho. Fonte: 

UCSC Genome Browser [126].  
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Assim, apenas com base nestes resultados não é possível excluir a presença de um 

polimorfismo na zona não abrangida pelo protocolo de sequenciação inicial. Deste 

modo, com o objetivo de analisar diretamente a região que estava fora do alcance da 

sequenciação inicial, procedeu-se à sequenciação das amostras usando o primer 

reverse do PCR-RFLP. 

Esta segunda sequenciação revelou, além do SNP rs334 responsável pela HbS, a 

presença de um SNP adicional em heterozigotia na região amplificada (Figura 5.26), o 

qual cria um novo local de restrição para a enzima Bsu36I. O SNP detetado corresponde 

ao rs72561473 (HBB: c.-133G>A) [127], que é relativamente comum em África [128]. 

Esta variante encontra-se numa região não codificante, a jusante da região altamente 

conservada CACCC. Em 2014, um estudo conduzido por Waye et.al [128] analisou o 

impacto clínico deste SNP, tendo sido recolhidos dados de vários pacientes tanto 

heterozigóticos para a mutação, como heterozigóticos compostos para a mesma e HbS. 

Os resultados do referido estudo comprovaram que o rs72561473 não se encontra 

associado a um fenótipo talassémico. Esta variante encontra-se ainda classificado como 

benigna nas bases de dados dbSNP e ClinVar, não estando associada a qualquer 

condição clínica relevante.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Retornando aos resultados atípicos do gel, importa realçar que, como o fragmento de 

377 pb, correspondente ao alelo com HbS (rs334), permanece inalterado nestas 

amostras, conclui-se que o SNP adicional se encontra no alelo sem mutação HbS, ou 

Figura 5.26: Cromatograma da sequenciação do gene HBB usando o primer reverse do PCR-

RFLP, evidenciando, (A) o SNP rs334 (HBB: c.20A>T), em heterozigotia, responsável pela HbS 

e (B) o SNP rs72561473 (HBB: c.-133G>A). Verifica-se que este SNP cria um novo local de 

restrição da enzima Bsu36I (5’ CCTNAGG 3’).  

A) B) 
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seja, no alelo A (Wild type). Assim, estas amostras apresentam um alelo mutado para 

HbS e um alelo A com a presença do SNP rs72561473.  

Recorrendo à ferramenta online NEBcutter (V3.0.30), analisou-se a sequência 

nucleotídica amplificada pelos primers do PCR-RFLP no caso de ausência de HbS e 

presença do SNP rs72561473, ou seja, com a substituição de um G por um A. Esta 

análise previu a formação dos seguintes fragmentos após digestão: 201 pb, 152 pb, 24 

pb e 13 pb (Figura 5.27). Os fragmentos mias pequenos, de 13 e 24 pb, são demasiado 

curtos para serem observados no gel, já os fragmentos de 201 e 152 pb são compatíveis 

com o padrão observado. Depreende-se assim, que o fragmento de 152 pb corresponde 

à banda que migra ligeiramente abaixo dos habituais 176 pb, explicando assim o padrão 

atípico.   

 

 

 

 

 

 

 

A análise molecular do gene HBB permitiu confirmar diversas variantes estruturais 

previamente suspeitadas com base nos perfis de Focagem Isoelétrica, nomeadamente 

as variantes HbC, HBE e HbS em várias amostras. Nas amostras suspeitas de HbS ou 

HbC, a ausência de mutações no gene HBB permitiu descartar com confiança a 

presença destas variantes, evitando diagnósticos imprecisos e sugerindo que os perfis 

observados poderão ter origem em artefactos técnicos ou, nalguns casos, na presença 

de hemoglobinas fisiológicas, como a HbA2. A deteção de variantes raras e não 

esperadas na região geográfica de Angola, como a HbE, realça a importância de 

abordagens integradas nos programas de rastreio neonatal e de análises alargadas  que 

considerem fenómenos de migração e ancestralidade genética diversa, não se focando 

restritamente na HbS. Além disso, a deteção de vários polimorfismos, ainda que 

benignos, evidencia a diversidade genética subjacente às amostras analisadas.  

Por fim, a inexistência de mutações em algumas amostras sugere que seria desejável 

proceder, sempre que possível, à análise de regiões promotoras, genes da cadeia α e 

Figura 5.27: Previsão obtida no NEBCutter (v3.020) dos fragmentos originados através da 

digestão com a enzima de restrição Bsu36I, na sequência não mutada para HbS, mas com o 

SNP rs72561473.  
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recurso a métodos complementares, como Cromatografia Líquida de Alta Performance 

(HPL) ou Eletroforese Capilar (EC). 

Ainda que os resultados da sequenciação do gene HBB tenham contribuído para 

confirmar ou excluir a presença de variantes estruturais de hemoglobina em algumas 

amostras, noutras amostras mostraram-se inconclusivos, o que aponta para a 

necessidade de abordagens mais amplas.  

 

5.2.2.1. Identificação de Polimorfismos de Nucleótido Único (SNPs) com 

elevada heterozigosidase 

Durante a análise dos resultados de sequenciação do gene HBB foram identificados 

alguns SNPs não responsáveis por variantes estruturais de hemoglobina, mas que 

apresentavam elevada heterozigosidase, nomeadamente os rs10768683 

(HBB:c.315+16G>C) e rs713040 (HBB:c.9T>C). Estes dois SNPs foram detetados em 

várias amostras, pelo que foi realizada a sua verificação sistemática em todas as 

amostras analisadas, tendo-se registado os alelos presentes em cada uma.  

Ambos os SNPs identificados foram objeto de pesquisa na literatura científica, bem 

como nas bases de dados ClinVar e dbSNP, de modo a avaliar a sua frequência e 

relevância clínica.  

Como já mencionado anteriormente, o rs10768683, consiste numa variante intrónica 

localizada no segundo exão do gene HBB [112]. Não se encontra associado a variantes 

estruturais de hemoglobina e está reportado como benigno nas principais bases de 

dados genéticos, como o ClinVar e dbSNP [111], [112].  

Este SNP tem sido comummente identificado em estudos no âmbito das 

hemoglobinopatias. Contudo, alguns resultados não têm sido concordantes com o 

descrito nas bases de dados quanto ao seu significado clínico. Um estudo conduzido 

numa população sul iraniana evidenciou uma associação estatisticamente significativa 

entre o genótipo GC no rs10768683 e a ocorrência de Talassemia dependente de 

transfusões, sugerindo que indivíduos heterozigóticos possam apresentar um maior 

risco de desenvolver uma forma severa da doença [129]. Contudo, outros autores 

relatam a inexistência de associações significativas entre esse SNP e Talassemia [130]. 

Já Uçucu et al. [113] discutem a sua eventual patogenicidade quando em combinação 

com variantes estruturais, como a HbS, não conseguindo, no entanto, fornecer dados 

suficientemente claros quanto a essa mesma associação, como já discutido durante a 

análise dos resultados da amostra R13.  
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O alelo C é o de referência e de menor frequência (MAF = 0.28), enquanto o G é o alelo 

alternativo [111], [112]. Das 25 amostras cujo gene HBB foi sequenciado, 6 (24%) 

apresentaram heterozigotia (GC) no SNP rs10768683, enquanto as restantes 

apresentaram homozigotia (CC), como se verifica no quadro 5.1, sendo este um facto 

curioso, tendo em consideração que o alelo C também é o menos frequente em África.  

Este SNP tem sido frequentemente encontrado em associação com um outro, o 

rs713040 [131], o que sugere que esses dois tendem a ser herdados juntos, havendo 

uma ligação genética entre eles [132].   

O SNP rs713040, segundo bases de dados como o Ensembl e dbSNP, consiste numa 

variante benigna  [131], [133], na qual o codão CAT é alterado para CAC, traduzindo-se 

então numa mutação sinónima, por não resultar numa alteração proteica [134]. O alelo 

de referência é o T, apresentando menor frequência que o alelo alternativo C, inclusive 

em África. No presente estudo, das 25 amostras analisadas, a maioria (13) apresentou, 

como expectável, homozigotia (CC) para o referido SNP. As restantes 6 amostras 

demonstraram ser heterozigóticas (TC), como descrito no quadro 5.1.  

Na Figura 5.28 encontram-se os cromatogramas correspondentes a cada genótipo 

referido dos SNP em estudo.  

Embora se encontre descrito como benigno, este SNP tem sido indicado como bastante 

prevalente em indivíduos com β-talassemia [135], o que por si só não significa que exista 

uma verdadeira associação entre esta condição e o referido SNP. Isto porque dada a 

sua elevada frequência, é expectável que seja igualmente frequente entre indivíduos 

com β-talassemia. Contudo, um estudo desenvolvido no Iraque aferiu que o rs713040 

pode estar associado a um risco aumentado para β-talassemia, havendo diferenças 

fisiológicas entre os indivíduos portadores desta variante e os controlos normais [136].  

Posto isto, e dados os resultados da literatura contraditórios quanto ao significado clínico 

destas variantes, aprofundar os estudos acerca destes SNP, em particular numa 

vertente mais clínica, seria bastante pertinente. Isso contribuiria para esclarecer o 

verdadeiro papel destas variantes e definir se a sua identificação deve ser prioritária em 

contextos de rastreios de hemoglobinopatias. 

 

 

 



 

74 

 

Quadro 5.1: Genótipos identificados nos rs10768683 e rs713040 no gene HBB 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Genótipo das amostras no SNP rs10768683 Genótipo das amostras no SNP rs713040 

R1 GC R14 CC R1 TC R14 CC 

R2 GC R15 CC R2 TC R15 CC 

R3 CC R16 CC R3 CC R16 CC 

R4 CC R17 CC R4 CC R17 CC 

R5 GC R18 CC R5 TC R18 CC 

R6 CC R19 CC R6 CC R19 CC 

R7 CC R20 CC R7 CC R20 CC 

R8 CC R21 GC R8 CC R21 TC 

R9 CC R22 CC R9 CC R22 CC 

R10 CC R23 GC R10 CC R23 TC 

R11 CC R24 CC R11 CC R24 TC 

R12 CC R25 CC R12 CC R25 CC 

R13 GC ----- ----- R13 TC ----- ----- 

A) B) 

C) D) 

Figura 5.28: Cromatogramas representativos dos vários genótipos observados nos 

SNP rs10768683 (HBB:c.315+16G>C) e rs713040 (HBB:c.9T>C). (A) rs10768683 

(genótipo GC); (B) rs10768683 (genótipo CC); (C) rs713040 (genótipo TC); (D) 

rs713040 (genótipo CC).  
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5.2.3. Sequenciação dos genes HBA 

 

A sequenciação dos genes HBA1 e HBA2 estava prevista para inúmeras amostras, 

nomeadamente para aquelas que apresentavam bandas extra na Focagem Isoelétrica. 

Contudo, na maioria das amostras não foi possível proceder à sequenciação devido aos 

fatores já discutidos no capítulo 5.2.   

Deste modo, apenas foi possível obter resultados da sequenciação para o gene HBA2 

de 7 amostras, não tendo sido possível realizar a sequenciação do gene HBA1. As 

amostras sequenciadas foram as R26, R27, R28, R29, R30, R31 e R32.  

Primeiramente procedeu-se à análise do alinhamento das sequências obtidas pela 

sequenciação de todas as amostras, com as sequências de referência de cada um dos 

três exões do gene HBA2, extraídas do Ensembl (ENST00000251595.11). Esta primeira 

análise foi crucial para confirmar que efetivamente tinham sido sequenciados na íntegra 

os três exões do gene em estudo. A análise demonstrou um alinhamento completo com 

a sequência de referência ao longo da maioria da extensão de cada exão (Figura 5.29). 

Apenas na região terminal do terceiro exão se observaram alguns desalinhamentos, os 

quais se interpretam como prováveis artefactos da própria sequenciação, uma vez que 

coincidem com a extremidade final da leitura, zona habitualmente associada a maior 

probabilidade de erros técnicos. Logo após, passou-se à análise dos cromatogramas, 

com o objetivo de localizar eventuais mutações.  

No que diz respeito às doze amostras cuja principal suspeita se tratava da presença da 

hemogblobina G-Philadelphia (HbGph), apenas foi possível sequenciar para o gene 

HBA2 as amostras R27, R28 e R31. Porém, não foi identificada nenhuma mutação nos 

cromatogramas, incluindo aquela associada à HbGPh, que era considerada a hipótese 

mais provável, como visto no capítulo 5.1. Conforme ilustrado na Figura 5.30, na região 

correspondente à mutação responsável pela variante referida, encontra-se o codão 

AAC, que codifica o aminoácido Asparagina, tal como é expectável em amostras 

normais. Esta achado contrasta com o aminoácido Lisina e cuja presença confirmaria a 

existência da referida variante. Assim, os resultados da análise dos cromatogramas 

refutam a possibilidade da presença da HbGPh. 

Relativamente às amostras R26, R30 e R32, todas apresentaram padrões complexos 

com a presença de bandas extra na Focagem Isoelétrica. Apesar de todas elas terem 

apresentado bandas na zona da HbS, apenas a amostra R30 revelou a sua presença 

no PCR-RFLP, o que levanta a hipótese de que as bandas nessa zona não 

correspondem, de facto, à HbS, mas sim a outras variantes com mobilidade semelhante, 

nomeadamente variantes da cadeia α.  
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Inicialmente, a presença de múltiplas bandas foi associada à presença de eventuais 

variantes da cadeia α, dado que esta participa de todas as hemoglobinas, o que poderia 

originar diferentes hemoglobinas híbridas. Contudo, a ausência de mutações no gene 

HBA2 nestas amostras exclui a presença de variantes da cadeia α codificadas por esse 

mesmo gene. Ainda assim, como previamente referido, não foi possível obter resultados 

da sequenciação do gene HBA1, o que se traduz numa limitação considerável deste 

estudo. Assim, não é possível excluir de forma definitiva a presença de mutações da 

cadeia α.  

Posto este cenário, e principalmente tendo e conta que a amostra R30 apresentou uma 

banda na zona da HbC, dever-se-ia ter considerado a presença de variantes da cadeia 

β, além da HbS. Torna-se assim evidente que a abordagem destas amostras, baseada 

exclusivamente na sequenciação do gene HBA2 não é suficiente para esclarecer 

padrões eletroforéticos complexos.  

Por fim, no caso da amostra R29, observou-se a presença de uma banda extra 

localizada imediatamente abaixo da HbF no perfil obtido por Focagem Isoelétrica. 

Todavia, por motivos financeiros, optou-se apenas pela sequenciação do gene HBA2, 

que não revelou qualquer mutação. Este resultado sugere, então, que a tal banda 

adicional não se encontra relacionada com variantes da cadeia α codificadas pelo gene 

HBA2, o que indica a presença de variantes codificadas pelo gene HBA1 ou associadas 

à cadeia globínica β. Tal como noutros casos já discutidos, a ausência de dados 

relativos a todos os genes codificantes das cadeias globínicas constitui uma importante 

limitação.  
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Figura 5.29: Alinhamento entre as sequências obtidas por sequenciação 

(Sequência) e as sequencias de referência (Sequenref) dos 3 exões do gene 

HBA2. O alinhamento evidencia uma correspondência quase total entre as 

sequências, exceto por pequenos desalinhamentos na extremidade 3’, 

interpretados como artefactos da leitura. Este resultado foi o obtido para todas 

as amostras sequenciadas para o gene HBA2.  
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5.2.4. PESQUISA DA DELEÇÃO -α3.7kb  

 

Dado que a deleção -α3.7kb é de elevada prevalência no continente africano, preconizou-

se a sua pesquisa através de Gap-PCR. No entanto, apenas foi possível obter 

resultados em três das amostras analisadas (R30, R39, R45), o que limita a 

interpretação dos dados em termos estatísticos.  

Esta limitação parece estar associada à qualidade das amostras, dado que o mesmo 

protocolo, quando aplicado a amostras de sangue total de outros estudos realizados, 

demonstrou apresentar resultados fiáveis. Dadas as particularidades das amostras de 

sangue seco em papel de filtro, o protocolo foi adaptado, tendo-se aumentado a 

quantidade de amostra utilizada, não tendo demostrando, mesmo assim resultados 

aceitáveis.   

Em todas as três amostras analisadas foi obtido o mesmo resultado: heterozigotia para 

a deleção -α3.7 (-α3.7/αα), como se pode verificar na Figura 5.31 através da presença de 

dois fragmentos de 2182pb e 1900pb (α2) e de um fragmento de 999pb (α1). Este 

genótipo é descrito na literatura como clinicamente silencioso, não se encontrando 

associado a manifestações clínicas graves, nomeadamente a anemias críticas, ou à 

necessidade de tratamento específico [51]. Ainda assim, a sua presença traduz-se 

geralmente em alterações hematológicas subtis, em particular microcitose e hipocromia, 

o que por si só não constitui um problema clínico. Contudo, estes achados podem 

Figura 5.30: Cromatograma da sequenciação do gene HBA2. Observa-se a 

ausência de mutações. A amarelo encontra-se o codão AAC (Asparagina), que 

seria afetado na presença da mutação responsável pela HbGPh, passando a 

codificar uma Lisina.  
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direcionar para diagnósticos incorretos de anemia ferropénica e, consequentemente, 

levar a terapêuticas desnecessárias com ferro [51], [53]. Por outro lado, apesar de nem 

sempre acontecer, este genótipo pode traduzir-se em quadros de leve anemia [55]. 

Além disso, a literatura tem demonstrado que a presença desta deleção, quer 

seja em heterozigotia ou em homozigotia, pode atuar como um fator modelador de 

fenótipo em doentes com hemoglobinopatias, como seja a anemia falciforme. Neste 

contexto, um estudo de 2024 [137] identificou indivíduos simultaneamente portadores 

de HbS e da deleção -α3.7 (em homo e heterozigotia), tendo-se verificado diferenças 

significativamente estatísticas nos índices hematimétricos Volume Globular Médio e 

Hemoglobina Globular Média, bem como na contagem de plaquetas. Além disso, 

verificou-se uma maior prevalência de priapismo nos indivíduos que tinham as duas 

referidas mutações, o que sugere que a α-talassemia devido à deleção em estudo pode 

influenciar o curso de outras doenças hematológicas [137].  

 

 

 

Finda a discussão dos resultados obtidos através da Focagem Isoelétrica (IEF), 

PCR-RFLP, sequenciação e Gap-PCR, tem-se que a análise molecular das 45 amostras 

com perfis eletroforéticos atípicos revelou diversidade de genótipos. O genótipo AS foi 

confirmado em 12 amostras (26.7%), embora em todos estes casos tenham persistido 

padrões não totalmente esclarecidos. Uma única amostra (2.2%) demonstrou o genótipo 

SS, além da presença de uma banda adicional na IEF não identificada. Foram ainda 

Figura 5.31: Resultados do Gap-PCR para pesquisa da deleção -α3.7kb nas amostras R39, R45 

e R30. Observa-se a presença simultânea de fragmentos de 2182, 1900 e 999pb, o que é 

compatível com a heterozigotia para a deleção (-α3.7/αα). As bandas de 2182 e 1900 pb (setas) 

apresentam-se bastante ténues, sendo de difícil observação nas fotografias captadas.  
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confirmados oito casos (17.8%) do genótipo AC e um caso (2.2%) do genótipo AE, este 

último representando uma variante pouco expectável na população estudada e 

sugerindo possíveis fenómenos de ancestralidade ou migratórios. Porém, em mais de 

metade das amostras (51.1%) não foi possível esclarecer de forma conclusiva o perfil 

observado. Nestes casos, diversos fatores, como limitações técnicas, fraca qualidade 

do DNA extraído das amostras de sangue seco e as dificuldades intrínsecas à 

amplificação dos genes das cadeias α poderão ter contribuído para os resultados 

inconclusivos, como já discutido.  
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6. CONCLUSÃO E PERSPETIVAS FUTURAS 

 

O presente estudo teve como objetivo a caracterização molecular das variantes de 

hemoglobina identificadas no âmbito de um Programa de Rastreio Neonatal de Anemia 

das Células Falciformes (ACF) em Angola. A análise de 13 256 amostras por Focagem 

Isoelétrica (IEF) permitiu identificar amostras com genótipo AA, AS e SS, bem como um 

subconjunto de 45 amostras com perfis eletroforéticos atípicos, selecionadas para 

investigação molecular complementar.  

A aplicação de técnicas moleculares como o PCR-RLP, Gap-PCR e a sequenciação de 

Sanger permitiu confirmar a presença de variantes estruturais como a HbS e a HbC, de 

elevada de prevalência no continente africano. No entanto, foi possível identificar 

variantes menos expectáveis, como a HbE, revelando a diversidade genética presente 

na população estudada. 

Foram detetadas hemoglobinas com pontos isoelétricos aparentemente semelhantes à 

HbS e HbC, não tendo havido confirmação molecular dessas variantes, o que destaca 

a existência de variantes raras ou artefactos técnicos, além de enaltecer a importância 

da caracterização genotípica para evitar diagnósticos incorretos.  

Além disso, a deteção de SNPs benignos, como o rs10768683 e o rs713040, levanta 

questões relevantes sobre o seu eventual papel modificador do fenótipo, especialmente 

quando em associação com outras variantes estruturais. A análise das cadeias alfa 

revelou-se limitada pela complexidade da amplificação dos genes HBA, constituindo-se 

como uma das principais limitações técnicas deste estudo. 

Os resultados obtidos neste estudo reforçam, assim, a importância da 

complementaridade entre métodos fenotípicos e moleculares na confirmação 

diagnóstica das hemoglobinopatias, particularmente em contextos de rastreio neonatal 

em regiões com elevada diversidade genética, como o continente africano. A 
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identificação de variantes não esperadas reforça também a necessidade de abordagens 

diagnósticas mais abrangentes que considerem fenómenos de ancestralidade e 

migração. 

Por questões financeiras e de otimização de recursos, neste estudo não foi desde logo 

preconizada a sequenciação completa dos genes HBA e HBB em todas as amostras. 

Ainda assim, com base nas conclusões e limitações deste trabalho, considera-se 

pertinente, no futuro, garantir a sequenciação completa desses genes em todas as 

amostras analisadas, uma vez que a interpretação baseada apenas em padrões 

eletroforéticos não permite determinar com certeza absoluta qual o gene envolvido no 

padrão atípico observado. Só uma análise integrada e abrangente permite esclarecer a 

natureza das variantes, evitando interpretações erróneas baseadas apenas na 

mobilidade eletroforética. Esta abordagem permitiria diminuir drasticamente a 

percentagem de amostras com resultados não determinados.  

Além disso, a implementação de técnicas complementares demonstrar-se-ia igualmente 

vantajosa, nomeadamente a utilização de Cromatografia Líquida de Alta Performance 

(HPLC) ou Eletroforese Capilar (EC).  

Como visto, o impacto de alguns SNPs ainda não se encontra devidamente esclarecido. 

Assim, a realização de estudos de associação fenótipo-genótipo envolvendo SNPs 

como o rs10768683 e o rs713040, em associação com variantes estruturais, poderia ser 

relevante para esclarecer o seu verdadeiro impacto clínico no contexto das 

hemoglobinopatias.  

Importa também salientar que a qualidade dos resultados obtidos se encontra 

diretamente relacionada com a qualidade das amostras utilizadas. Em comparação com 

amostras de sangue total, as amostras de sangue seco em papel de filtro apresentam 

menor qualidade, devido às concentrações de DNA substancialmente inferiores. Assim, 

recomenda-se que em trabalhos futuros seja priorizada a utilização de amostras de 

sangue total, de modo a maximizar a fiabilidade dos resultados.  

Ainda que neste estudo inúmeros padrões eletroforéticos tenham permanecido por 

esclarecer, a presença dos mesmos indica que os rastreios neonatais no continente 

africano, nomeadamente na África Subsaariana, deveriam idealmente alargar o seu 

foco, passando a abranger as hemoglobinas como um todo e não apenas a Anemia das 

Células Falciformes (ACF). Relativamente a esses padrões desconhecidos, considera-

se essencial que os médicos responsáveis pelo seguimento clínico dos recém-nascidos 

sejam devidamente notificados, o que permitiria uma vigilância mais próxima através de 

análises periódicas, prestando-se especial atenção aos níveis de hemoglobina, de 

forma a avaliar a eventual presença de anemia, bem como aos níveis hematimétricos. 
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Este acompanhamento possibilitaria a deteção precoce de manifestações clínicas 

associadas a hemoglobinopatias, ainda que não tenham sido identificadas com precisão 

na triagem inicial, garantindo uma intervenção médica atempada e adequada.  

Para finalizar, este estudo não só contribuiu para o aprofundamento do conhecimento 

sobre a diversidade das variantes de hemoglobina na população angolana, como 

também espelhou a necessidade de abordagens diagnósticas mais robustas e 

abrangentes. A conjugação de metodologias fenotípicas e genotípicas, aliadas a um 

seguimento clínico atento, revela-se crucial para incrementar a precisão diagnóstica, 

otimizar estratégias de rastreio neonatal e, acima de tudo, promover uma intervenção 

precoce e eficaz no contexto das hemoglobinopatias.  
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Apêndice I: Identificação da sequência deletada na presença da deleção -α3.7 kb 

 

Encontra-se, abaixo, uma representação da sequência fasta dos genes HBA2 e HBA1, 

com identificação da zona deletada na presença da deleção -α3.7 kb 

(NC_000016.10:g.173384_177187del):  

 

catgagcagggatgcacccactggcactcctgcacctcccaccctccccctcgccaagtccaccccttccttcctcaccc
cacatcccctcacctacattctgcaaccacaggggccttctctcccctgtcctttccctacccagagccaagtttgtttatctgt
ttacaaccagtatttacctagcaagtcttccatcagatagcatttggagagctgggggtgtcacagtgaaccacgacctcta
ggccagtgggagagtcagtcacacaaactgtgagtccatgacttggggcttagccagcacccaccaccccacgcgcc
accccacaaccccgggtagaggagtctgaatctggagccgcccccagcccagccccgtgctttttgcgtcctggtgtttgt
tccttcccggtgcctgtcactcaagcacactagtgactatcgccagagggaaagggagctgcaggaagcgaggctgga
gagcaggaggggctctgcgcagaaattcttttgagttcctatgggccagggcgtccgggtgcgcgcattcctctccgcccc
aggattgggcgaagccctccggctcgcactcgctcgcccgtgtgttccccgatcccgctggagtcgatgcgcgtccagcg
cgtgccaggccggggcgggggtgcgggctgactttctccctcgctagggacgctccggcgcccgaaaggaaagggtg
gcgctgcgctccggggtgcacgagccgacagcgcccgaccccaacgggccggccccgccagcgccgctaccgccc
tgcccccgggcgagcgggatgggcgggagtggagtggcgggtggagggtggagacgtcctggcccccgccccgcgt
gcacccccaggggaggccgagcccgccgcccggccccgcgcaggccccgcccgggactcccctgcggtccaggc
cgcgccccgggctccgcgccagccaatgagcgccgcccggccgggcgtgcccccgcgccccaagcataaaccctg
gcgcgctcgcgggccggcACTCTTCTGGTCCCCACAGACTCAGAGAGAACCCACCATGG
TGCTGTCTCCTGCCGACAAGACCAACGTCAAGGCCGCCTGGGGTAAGGTCGGC
GCGCACGCTGGCGAGTATGGTGCGGAGGCCCTGGAGAGgtgaggctccctcccctgct
ccgacccgggctcctcgcccgcccggacccacaggccaccctcaaccgtcctggccccggacccaaaccc
cacccctcactctgcttctccccgcagGATGTTCCTGTCCTTCCCCACCACCAAGACCTACT
TCCCGCACTTCGACCTGAGCCACGGCTCTGCCCAGGTTAAGGGCCACGGCAAG
AAGGTGGCCGACGCGCTGACCAACGCCGTGGCGCACGTGGACGACATGCCCA
ACGCGCTGTCCGCCCTGAGCGACCTGCACGCGCACAAGCTTCGGGTGGACCCG
GTCAACTTCAAGgtgagcggcgggccgggagcgatctgggtcgaggggcgagatggcgccttcctc 
tcagggcagaggatcacgcgggttgcgggaggtgtagcgcaggcggcggctgcgggcctgggccgcact
gaccctcttctctgcacagCTCCTAAGCCACTGCCTGCTGGTGACCCTGGCCGCCCACC
TCCCCGCCGAGTTCACCCCTGCGGTGCACGCCTCCCTGGACAAGTTCCTGGCTT
CTGTGAGCACCGTGCTGACCTCCAAATACCGTTAAGCTGGAGCCTCGGTAGCCG
TTCCTCCTGCCCGCTGGGCCTCCCAACGGGCCCTCCTCCCCTCCTTGCACCGGC
CCTTCCTGGTCTTTGAATAAAGTCTGAGTGGGCAGCAgcctgtgtgtgcctgggttctctctatcc
cggaatgtgccaacaatggaggtgtttacctgtctcagaccaaggacctctctgcagctgcatggggctggggagggag
aactgcagggagtatgggaggggaagctgaggtgggcctgctcaagagaaggtgctgaaccatcccctgtcctgaga
ggtgccaggcctgcaggcagtggctcagaagctggggaggagagaggcatccagggttctactcagggagtcccag
catcgccaccctcctttgaaatctccctggttgaacccagttaacatacgctctccatcaaaacaaaacgaaacaaaaca
aactagcaaaataggctgtccccagtgcaagtgcaggtgccagaacatttctctcattcccaccccttcctgccagagggt
aggtggctggagtgagggtgctggccctactcacacttcctgtgtcacggtgaccctctgagagcagcccagtcagtggg
gaaggaggaaggggctgggatgctcacagccggcagcccacacctggggagactcttcagcagagcaccttgcggc
cttactcctgcacgtctcctgcagtttgtaaggtgcattcagaactcactgtgtgcccagccctgagctcccagctaattgcc
ccacccagggcctctgggacctcctggtcttctgcttcctgtgctgccagcaacttctggaaacgtccctgtccccggtgctg
aagtcctggaatccatgctgggaagttgcacagcccatctggctctcagccagcctaggaacatgagcagcacttccaa
cccagtccctgccccacagcaagcctccccctccacactcacagtactggattgagctttggggagggtggagaggac
cctgtcactgctttccttctggacatggacctctctgaattgttggggagttccctcccctctccaccacccgctcttcctgcgcc
tcacagcccagagcattgttatttcagcagaaacactttaaaaaataaactaaaatccgacaggcacggtggctcacgc
ctgtaatcccagcactttgggaggccgaggtgggaggatcacctgaggtcgggagtttgagaccaccctgatcaacatg
tagaaaccccatctatactaaaaatacaaaatcagccgggcatggtggcccatgcctgtaaacccacctactccggag
gctgaggcaggagaatcattttaaccaaggaggcagaggttgcagtgagctaagatcacaccattgcactccagcctg
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gaaaacaacagcgaaactccgcctcaaaaaaaaaaaagcccccacatcttatcttttttttttccttcaggctgtgggcag
agtcagaagagggtggcagacagggaggggaaatgagaagatccaacgggggaagcattgctaagctggtcggag
ctacttccttctctgcccaaggcagcttaccctggcttgctcctggacacccagggcagggcctgagtaagggcctgggg
agacagggcagggagcaggctgaagggtgctgacctgatgcactcctcaaagcaagatcttctgccagacccccagg
aaatgacttatcagtgatttctcaggctgttttctcctcagtaccatccccccaaaaaacatcacttttcatgcacagggatgc
acccactggcactcctgcacctcccacccttccccagaagtccaccccttccttcctcaccctgcaggagctggccagcct
catcaccccaacatctccccacctccattctccaaccacagggcccttgtctcctctgtcctttcccctccccgagccaagc
ctcctccctcctccacctcctccacctaatacatatccttaagtctcacctcctccaggaagccctcagactaaccctggtca
ccttgaatgcctcgtccacacctccagacttcctcagggcctgtgatgaggtctgcacctctgtgtgtacttgtgtgatggtta
gaggactgcctacctcccagaggaggttgaatgctccagccggttccagctattgctttgtttacctgtttaaccagtatttac
ctagcaagtcttccatcagatagcatttggagagctgggggtgtcacagtgaaccacgacctctaggccagtgggagag
tcagtcacacaaactgtgagtccatgacttggggcttagccagcacccaccaccccacgcgccaccccacaaccccg
ggtagaggagtctgaatctggagccgcccccagcccagccccgtgctttttgcgtcctggtgtttattccttcccggtgcctgt
cactcaagcacactagtgactatcgccagagggaaagggagctgcaggaagcgaggctggagagcaggaggggct
ctgcgcagaaattcttttgagttcctatgggccagggcgtccgggtgcgcgcattcctctccgccccaggattgggcgaag
cctcccggctcgcactcgctcgcccgtgtgttccccgatcccgctggagtcgatgcgcgtccagcgcgtgccaggccgg
ggcgggggtgcgggctgactttctccctcgctagggacgctccggcgcccgaaaggaaagggtggcgctgcgctccg
gggtgcacgagccgacagcgcccgaccccaacgggccggccccgccagcgccgctaccgccctgcccccgggcg
agcgggatgggcgggagtggagtggcgggtggagggtggagacgtcctggcccccgccccgcgtgcacccccagg
ggaggccgagcccgccgcccggccccgcgcaggccccgcccgggactcccctgcggtccaggccgcgccccggg
ctccgcgccagccaatgagcgccgcccggccgggcgtgcccccgcgccccaagcataaaccctggcgcgctcgcgg
cccggcACTCTTCTGGTCCCCACAGACTCAGAGAGAACCCACCATGGTGCTGTCTC
CTGCCGACAAGACCAACGTCAAGGCCGCCTGGGGTAAGGTCGGCGCGCACGCT
GGCGAGTATGGTGCGGAGGCCCTGGAGAGgtgaggctccctcccctgctccgacccgggct
cctcgcccgcccggacccacaggccaccctcaaccgtcctggccccggacccaaaccccacccctcactct
gcttctccccgcagGATGTTCCTGTCCTTCCCCACCACCAAGACCTACTTCCCGCACT
TCGACCTGAGCCACGGCTCTGCCCAGGTTAAGGGCCACGGCAAGAAGGTGGCC
GACGCGCTGACCAACGCCGTGGCGCACGTGGACGACATGCCCAACGCGCTGTC
CGCCCTGAGCGACCTGCACGCGCACAAGCTTCGGGTGGACCCGGTCAACTTCA
AGgtgagcggcgggccgggagcgatctgggtcgaggggcgagatggcgccttcctcgcagggcagagg
atcacgcgggttgcgggaggtgtagcgcaggcggcggctgcgggcctgggccctcggccccactgaccct
cttctctg 
cacagCTCCTAAGCCACTGCCTGCTGGTGACCCTGGCCGCCCACCTCCCCGCCG
AGTTCACCCCTGCGGTGCACGCCTCCCTGGACAAGTTCCTGGCTTCTGTGAGCA
CCGTGCTGACCTCCAAATACCGTTAAGCTGGAGCCTCGGTGGCCATGCTTCTTG
CCCCTTGGGCCTCCCCCCAGCCCCTCCTCCCCTTCCTGCACCCGTACCCCCGTG
GTCTTTGAATAAAGTCTGAGTGGGCGGCAgcctgtgtgtgcctgagttttttccctcagcaaacg
tgccaggcatgggcgtggacagcagctgggacacacatggctagaacctctctgcagctggatagggtagg
aaaaggcaggggc 

 

Legenda: 

• Exões (letras maiúsculas) e intrões (letras minúsculas) do gene HBA2 

• Exões (letras maiúsculas) e intrões (letras minúsculas) do gene HBA1 

• Sequência deletada 
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Apêndice II: Protocolo da Focagem Isoelétrica de hemoglobinas no 

equipamento Migele com o o kit comercial RESOLVEtm Hemoglobin kit 

Assay 

 

1. Ligar o equipamento. 

2. Limpar a unidade de eletroforese com um papel húmido e secar com um papel seco. 

3. Com o furador metálico, cortar um disco de papel com 6 mm de diâmetro por 

amostra. 

4. Colocar cada disco num poço de uma placa de fundo liso. 

5. Adicionar 25 µL de Hb Elution Solution a cada poço. 

6. Cobrir a placa e agitar durante 10 minutos. 

7. Deixar repousar 30 minutos para eluição completa da hemoglobina. 

8. Retirar o gel do invólucro, respeitando a orientação inscrita “This side up”. 

9. Remover e descartar a película protetora. 

10. Dispensar 3 µL de amostra e controlos em cada poço (usar uma pipeta multicanal 

para facilitar a pipetagem das amostras). 

11. Colocar o gel na workstation. 

12. Limpara suavemente a superfície do gel com papel, aguardar 10 segundos e 

remover o papel. 

13. Posicionar o sample Application template sobre o gel, pressionando levemente com 

os dedos.  

14. Embeber uma tira de papel de filtro, fornecida no kit, em Cathode Solution e 

posicionar na área indicada, passando suavemente o dedo para garantir uma boa 

adesão da tira ao gel.  

15. Aplicar a Anode Solution. 

16. Embeber duas tiras de papel de filtro em Anode Solution e aplicar, tal como no ponto 

14.  

17. Colocar o gel no equipamento, abrindo a tampa e a gaveta do mesmo. 

18. Pipetar 4 µL de água destilada no centro da unidade, garantindo a ausência de 

bolhas entre o gel e a superfície do equipamento. 

19. Colocar o gel centrado. 

20. Remover o excesso de água em volta do gel com papel. 

21. Programar a fonte de alimentação: 30 Watts, 1200 Volts, 100 miliamperes, durante 

110 minutos.  

22. Submergir o gel em solução de TCA 10%, durante 10 minutos sob agitação. 
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23. Lavar o gel com água destilada (duas lavagens de 10 minutos) 

24. Preparar a solução de coloração (20 ml de JB Stain Buffer + 36 mL de JB-2 Gel Stain 

Concentrate + 144 mL de água destilada + 4 mL de JB-2 Stain Activator, nesta 

ordem). 

25. Submergir o gel numa tina de coloração com a solução preparada durante 7 minutos. 

26. Remover o corante 

27. Submergir o gel e água destilada durante 60 minutos, trocando a água no mínimo 4 

vezes.  
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Apêndice III: Protocolo detalhado da extração de DNA das amostras de 

sangue seco, usando o kit QIamp DNA mini 

 

1. Com um furador de 3mm cortar 3 discos de uma mancha seca de sangue. 

2. Colocar os discos num tubo de microcentrífuga de 1.5 mL. 

3. Adicionar 180 µL de Buffer ATL ao tubo. 

4. Incubar a 85ºC durante 10 minutos. 

5. Centrifugar brevemente para eliminar gotas da tampa do tubo. 

6. Adicionar 20 µL de solução de Proteinase K. 

7. Vortexar bem. 

8. Incubar a 56ºC durante 1 hora. 

9. Centrifugar brevemente para eliminar gotas da tampa do tubo. 

10. Adicionar 200 µL de Buffer AL e vortexar. 

11. Centrifugar brevemente para eliminar gotas da tampa do tubo. 

12. Adicionar 200 µL de etanol (96-100%) e vortexar. 

13. Centrifugar brevemente para eliminar gotas da tampa do tubo. 

14. Transferir toda a mistura para uma QIAamp Mini spin column colocada num tubo 

de 2 mL.  

15. Fechar a tampa e centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto. 

16. Descartar o tubo com o filtrado. Transferir a coluna para um novo tubo de 2 mL.  

17. Fazer uma lavagem, adicionando Buffer AW1 à coluna. 

18. Centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto. 

19. Descartar o tubo com o filtrado e transferir a coluna para um novo tubo de 2 mL. 

20. Fazer outra lavagem, adicionando 500 µL de Buffer AW2. 

21. Centrifugar a 14 000 rpm durante 3 minutos. 

22. Transferir a coluna para um novo tubo de 2 mL. 

23. Centrifugar a 14 000 rpm durante 1 minuto. 

24. Transferir a coluna para um tubo de microcentrifuga de 1.5 mL limpo. 

25. Adicionar 150 µL de Buffer AE e incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto. 

26. Centrifugar a 8000 rpm por minuto para eluir o DNA. 
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Apêndice IV: Fragmento do gene HBB amplificado pelo PCR-RFLP para 

pesquisa do SNP rs334 (previamente à digestão enzimática) 

 

chr11:5226791-5227180 (390bp) 

ACCTCACCCTGTGGAGCCACaccctagggttggccaatctactcccaggagcagggagggcaggagcc

agggctgggcataaaagtcagggcagagccatctattgcttacatttgcttctgacacaactgtgttcactagcaacctcaa

acagacaccatggtgcatctgactcctgAggagaagtctgccgttactgccctgtggggcaaggtgaacgtggatgaag

ttggtggtgaggccctgggcaggttggtatcaaggttacaagacaggtttaaggagaccaatagaaactgggcatgtgg

agacagagaagactcttgggtttctgataggcactgactctctctgcctattggtcTATTTTCCCACCCTTAGGC

TGCTGGT 

 

Legenda:  

• Exão 1 

• SNP rs334 (HBB: c.20A>T)i 

• Primers 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=2635583120_zZad2HQWkD2XpCt81RfYqqQedn5a&db=hg38&position=chr11:5226791-5227180&hgPcrResult=pack
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Apêndice V: Fragmentos originados através do PCR-RFLP (após a digestão 

com a enzima Bsu36I) 

 

Alelo Wild type (SNP rs334 ausente): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alelo mutado (SNP rs334 presente): 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A1: Representação dos locais de ligação da enzima Bsu36I e fragmentos 

resultantes da digestão no alelo Wild type. Fonte: NEBcutter 

Figura A2: Representação dos locais de ligação da enzima Bsu36I e fragmentos 

resultantes da digestão no alelo mutado. Fonte: NEBcutter 
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Apêndice VI: Fragmento do gene HBA2 amplificado pelos primers A e B 

usados no GAP-PCR para pesquisa da deleção -α3.7 (na ausência da 

deleção) 

 

chr16:172762+173760 (999pb): 

GGACTCCCCTGCGGTCCAGGccgcgccccgggctccgcgccagccaatgagcgccgcccggccgggc

gtgcccccgcgccccaagcataaaccctggcgcgctcgcgggccggcactcttctggtccccacagactcagagaga

acccaccatggtgctgtctcctgccgacaagaccaacgtcaaggccgcctggggtaaggtcggcgcgcacgctggcg

agtatggtgcggaggccctggagaggtgaggctccctcccctgctccgacccgggctcctcgcccgcccggacccaca

ggccaccctcaaccgtcctggccccggacccaaaccccacccctcactctgcttctccccgcaggatgttcctgtccttcc

ccaccaccaagacctacttcccgcacttcgacctgagccacggctctgcccaggttaagggccacggcaagaaggtg

gccgacgcgctgaccaacgccgtggcgcacgtggacgacatgcccaacgcgctgtccgccctgagcgacctgcacg

cgcacaagcttcgggtggacccggtcaacttcaaggtgagcggcgggccgggagcgatctgggtcgaggggcgaga

tggcgccttcctctcagggcagaggatcacgcgggttgcgggaggtgtagcgcaggcggcggctgcgggcctgggcc

gcactgaccctcttctctgcacagctcctaagccactgcctgctggtgaccctggccgcccacctccccgccgagttcacc

cctgcggtgcacgcctccctggacaagttcctggcttctgtgagcaccgtgctgacctccaaataccgttaagctggagcc

tcggtagccgttcctcctgcccgctgggcctcccaacgggccctcctcccctccttgcaccggcccttcctggtctttgaata

aagtctgagtgggcagcagcctgtgtgtgcctgggttctctctatCCCGGAATGTGCCAACAATGGAG 

 

 

 Legenda: 

• Locais de ligação dos primers A (5’ GGACTCCCCTGCGGTCCAGG 3’)  

e B (5’ CTCCATTGTTGGCACATTCCGGG 3’)  

Figura A3: Localização genómica da região amplificada por PCR com os primers A e B 

no cromossoma 16, visualizada através do UCSC Genome Browser.  

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=2816809938_L4RfT5YXctENmyjRVl4aaZuJV69j&db=hg38&position=chr16:172762-173760&hgPcrResult=pack
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Apêndice VII: Fragmento do gene HBA2 amplificado pelos primers A’ e C 

usados no GAP-PCR para pesquisa da deleção -α3.7 (na ausência da 

deleção) 

 

chr16:175402+177583 (2182 pb) 

GGGATGCACCCACTGGCACTcctgcacctcccacccttccccagaagtccaccccttccttcctcaccctgc

aggagctggccagcctcatcaccccaacatctccccacctccattctccaaccacagggcccttgtctcctctgtcctttcc

cctccccgagccaagcctcctccctcctccacctcctccacctaatacatatccttaagtctcacctcctccaggaagccct

cagactaaccctggtcaccttgaatgcctcgtccacacctccagacttcctcagggcctgtgatgaggtctgcacctctgtg

tgtacttgtgtgatggttagaggactgcctacctcccagaggaggttgaatgctccagccggttccagctattgctttgtttacc

tgtttaaccagtatttacctagcaagtcttccatcagatagcatttggagagctgggggtgtcacagtgaaccacgacctct

aggccagtgggagagtcagtcacacaaactgtgagtccatgacttggggcttagccagcacccaccaccccacgcgc

caccccacaaccccgggtagaggagtctgaatctggagccgcccccagcccagccccgtgctttttgcgtcctggtgttta

ttccttcccggtgcctgtcactcaagcacactagtgactatcgccagagggaaagggagctgcaggaagcgaggctgg

agagcaggaggggctctgcgcagaaattcttttgagttcctatgggccagggcgtccgggtgcgcgcattcctctccgcc

ccaggattgggcgaagcctcccggctcgcactcgctcgcccgtgtgttccccgatcccgctggagtcgatgcgcgtccag

cgcgtgccaggccggggcgggggtgcgggctgactttctccctcgctagggacgctccggcgcccgaaaggaaagg

gtggcgctgcgctccggggtgcacgagccgacagcgcccgaccccaacgggccggccccgccagcgccgctaccg

ccctgcccccgggcgagcgggatgggcgggagtggagtggcgggtggagggtggagacgtcctggcccccgcccc

gcgtgcacccccaggggaggccgagcccgccgcccggccccgcgcaggccccgcccgggactcccctgcggtcca

ggccgcgccccgggctccgcgccagccaatgagcgccgcccggccgggcgtgcccccgcgccccaagcataaacc

ctggcgcgctcgcggcccggcactcttctggtccccacagactcagagagaacccaccatggtgctgtctcctgccgac

aagaccaacgtcaaggccgcctggggtaaggtcggcgcgcacgctggcgagtatggtgcggaggccctggagaggt

gaggctccctcccctgctccgacccgggctcctcgcccgcccggacccacaggccaccctcaaccgtcctggccccgg

acccaaaccccacccctcactctgcttctccccgcaggatgttcctgtccttccccaccaccaagacctacttcccgcactt

cgacctgagccacggctctgcccaggttaagggccacggcaagaaggtggccgacgcgctgaccaacgccgtggcg

cacgtggacgacatgcccaacgcgctgtccgccctgagcgacctgcacgcgcacaagcttcgggtggacccggtcaa

cttcaaggtgagcggcgggccgggagcgatctgggtcgaggggcgagatggcgccttcctcgcagggcagaggatc

acgcgggttgcgggaggtgtagcgcaggcggcggctgcgggcctgggccctcggccccactgaccctcttctctgcac

agctcctaagccactgcctgctggtgaccctggccgcccacctccccgccgagttcacccctgcggtgcacgcctccctg

gacaagttcctggcttctgtgagcaccgtgctgacctccaaataccgttaagctggagcctcggtggccatgcttcttgccc

cttgggcctccccccagcccctcctccccttcctgcacccgtacccccgtggtctttgaataaagtctgagtgggcggcagc

ctgtgtgtgcctgagttttttccctcagcaaacgtgccaGGCATGGGCGTGGACAGCAG 

 

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=2816809938_L4RfT5YXctENmyjRVl4aaZuJV69j&db=hg38&position=chr16:175402-177583&hgPcrResult=pack
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Legenda: 

• Locais de ligação dos primers A’ (5’ GGGATGCACCCACTGGCACT 3’)  

e C (5’ CTGCTGTCCACGCCCATGCC 3’)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A4: Localização genómica da região amplificada por PCR com os primers A’ e 

C no cromossoma 16, visualizada através do UCSC Genome Browser.  
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Apêndice VIII: Sequência resultante da deleção -α3.7 kb e identificação dos 

locais de ligação dos primers A’ e C usados no GAP-PCR 

(Aproximadamente 1900 pb) 

catgagcaGGGATGCACCCACTGGCACTcctgcacctcccaccctccccctcgccaagtccaccccttcct

tcctcaccccacatcccctcacctacattctgcaaccacaggggccttctctcccctgtcctttccctacccagagccaagtt

tgtttatctgtttacaaccagtatttacctagcaagtcttccatcagatagcatttggagagctgggggtgtcacagtgaacca

cgacctctaggccagtgggagagtcagtcacacaaactgtgagtccatgacttggggcttagccagcacccaccaccc

cacgcgccaccccacaaccccgggtagaggagtctgaatctggagccgcccccagcccagccccgtgctttttgcgtc

ctggtgtttgttccttcccggtgcctgtcactcaagcacactagtgactatcgccagagggaaagggagctgcaggaagc

gaggctggagagcaggaggggctctgcgcagaaattcttttgagttcctatgggccagggcgtccgggtgcgcgcattc

ctctccgccccaggattgggcgaagccctccggctcgcactcgctcgcccgtgtgttccccgatcccgctggagtcgatg

cgcgtccagcgcgtgccaggccggggcgggggtgcgggctgactttctccctcgctagggacgctccggcgcccgaa

aggaaagggtggcgctgcgctccggggtgcacgagccgacagcgcccgaccccaacgggccggccccgccagcg

ccgctaccgccctgcccccgggcgagcgggatgggcgggagtggagtggcgggtggagggtggagacgtcctggcc

cccgccccgcgtgcacccccaggggaggccgagcccgccgcccggccccgcgcaggccccgcccgggactcccct

gcggtccaggccgcgccccgggctccgcgccagccaatgagcgccgcccggccgggcgtgcccccgcgccccaag

cataaaccctggcgcgctcgcgggccggcactcttctggtccccacagactcagagagaacccaccatggtgct

gtctcctgccgacaagaccaacgtcaaggccgcctggggtaaggtcggcgcgcacgctggcgagtatggtg

cggaggccctggagaggtgaggctccctcccctgctccgacccgggctcctcgcccgcccggacccacaggccac

cctcaaccgtcctggccccggacccaaaccccacccctcactctgcttctccccgcaggatgttcctgtccttccccac

caccaagacctacttcccgcacttcgacctgagccacggctctgcccaggttaagggccacggcaagaaggt

ggccgacgcgctgaccaacgccgtggcgcacgtggacgacatgcccaacgcgctgtccgccctgagcgac

ctgcacgcgcacaagcttcgggtggacccggtcaacttcaaggtgagcggcgggccgggagcgatctgggtcg

aggggcgagatggcgccttcctccacagctcctaagccactgcctgctggtgaccctggccgcccacctccccg

ccgagttcacccctgcggtgcacgcctccctggacaagttcctggcttctgtgagcaccgtgctgacctccaaa

taccgttaagctggagcctcggtggccatgcttcttgccccttgggcctccccccagcccctcctccccttcctg

cacccgtacccccgtggtctttgaataaagtctgagtgggcggcagcctgtgtgtgcctgagttttttccctcagcaaa

cgtgccaGGCATGGGCGTGGACAGCAGctgggacacacatggctagaacctctctgcagctggataggg

taggaaaaggcaggggcgggaggaggggatggaggagggaaagtggagccaccgcgaagtccagctggaaaaa 

Legenda: 

• Exão 1 do gene HBA2 

• Exão 2 do gene HBA2 

• Exão 3 do gene HBA1  

• Locais de ligação dos primers A’ (5’ GGGATGCACCCACTGGCACT 3’)  

e C (5’ CTGCTGTCCACGCCCATGCC 3’)  

https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs2142021865;vf=958459383
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs1032174626;vf=933371257
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs114920844;vf=924066879
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs1596574684;vf=945897567
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs2142021875;vf=958459384
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs2142021875;v=rs1902179563;vf=958459384;vf=948257522
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs2142021875;v=rs1386297290;vf=958459384;vf=941815731
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs1596574688;vf=945897571
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs1596574692;vf=945897574
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs1902179657;vf=948257544
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs1596574694;vf=945897576
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs1009251270;vf=932620484
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs1596574701;vf=945897579
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs1902179810;vf=948257578
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs1443356061;vf=943696935
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs1596574707;vf=945897582
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs561310354;vf=926539794
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs1239183766;vf=936948583
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs1596574713;vf=945897584
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs1248506802;vf=937256496
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs1441991093;vf=943651514
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs1902180247;vf=948257665
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs531847810;vf=925492482
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs903410055;vf=929155429
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs965024640;v=rs1555449696;vf=931174135;vf=945283325
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;flanking_variant=1;g=ENSG00000206172;r=16:176680-177522;t=ENST00000320868;v=rs76462751;vf=923865443
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Apêndice IX: Fragmento resultante da amplificação dos exões 1 e 2 do gene 

HBB 

 

chr11:5226505-5227131 (627bp)  

AGCAGGGAGGGCAGGAGCCAGggctgggcataaaagtcagggcagagccatctattgcttacatttgctt

ctgacacaactgtgttcactagcaacctcaaacagacaccatggtgcatctgactcctgaggagaagtctgccgttactg

ccctgtggggcaaggtgaacgtggatgaagttggtggtgaggccctgggcaggttggtatcaaggttacaagacaggttt

aaggagaccaatagaaactgggcatgtggagacagagaagactcttgggtttctgataggcactgactctctctgcctatt

ggtctattttcccacccttaggctgctggtggtctacccttggacccagaggttctttgagtcctttggggatctgtccactcctg

atgctgttatgggcaaccctaaggtgaaggctcatggcaagaaagtgctcggtgcctttagtgatggcctggctcacctgg

acaacctcaagggcacctttgccacactgagtgagctgcactgtgacaagctgcacgtggatcctgagaacttcagggt

gagtctatgggacgcttgatgttttctttccccttcttttctatGGTTAAGTTCATGTCATAGGAAGGGG 

Legenda:  

• Exão 1 

• Exão 2 

• Primers Forward (5’ AGCAGGGAGGGCAGGAGCCAG 3’ ) 

e Reverse (5’ CCCCTTCCTATGACATGAACTTAACC 3’) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A5: Localização genómica da sequência amplificada por PCR dos exões 1 e 2 

do gene HBA no cromossoma 11, visualizada no UCSC Genome Browser.  

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=2618879088_2fiKiavZDG7pcGme2ga4azabMj4k&db=hg38&position=chr11:5226505-5227131&hgPcrResult=pack
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Apêndice X: Fragmento resultante da amplificação do exão 3 do gene HBB 

 

Chr11:5225309-5225976 (668 pb) 

CATGCCTCTTTGCACCATTCtaaagaataacagtgataatttctgggttaaggcaatagcaatatctctgcat

ataaatatttctgcatataaattgtaactgatgtaagaggtttcatattgctaatagcagctacaatccagctaccattctgctttt

attttatggttgggataaggctggattattctgagtccaagctaggcccttttgctaatcatgttcatacctcttatcttcctcccac

agctcctgggcaacgtgctggtctgtgtgctggcccatcactttggcaaagaattcaccccaccagtgcaggctgcctatc

agaaagtggtggctggtgtggctaatgccctggcccacaagtatcactaagctcgctttcttgctgtccaatttctattaaag

gttcctttgttccctaagtccaactactaaactgggggatattatgaagggccttgagcatctggattctgcctaataaaaaa

catttattttcattgcaatgatgtatttaaattatttctgaatattttactaaaaagggaatgtgggaggtcagtgcatttaaaaca

taaagaaatgaagagctagttcaaaccttgggaaaatacactatatcttaaactccatgaaagaagGTGAGGCTG

CAAACAGCTAA 

 

Legenda:  

• Exão 3 

• Primers Forward (5’ CATGCCTCTTTGCACCATTC 3’) 

e Reverse (5’ TTAGCTGTTTGCAGCCTCAC 3’) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A6: Localização genómica da sequência amplificada por PCR do exão 3 

gene HBB no cromossoma 11, visualizada no UCSC Genome Browser.  

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=2814752948_4pcRtPtZwVZXGSUKtYQA3fOJncjL&db=hg38&position=chr11:5225309-5225976&hgPcrResult=pack
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Apêndice XI: Fragmentos resultantes da amplificação dos genes HBA1 e 

HBA2 

 

Gene HBA1: chr16:176376+177689 (1314 pb) 

GGTGCACGAGCCGACAGCGCccgaccccaacgggccggccccgccagcgccgctaccgccctgcccc

cgggcgagcgggatgggcgggagtggagtggcgggtggagggtggagacgtcctggcccccgccccgcgtgcacc

cccaggggaggccgagcccgccgcccggccccgcgcaggccccgcccgggactcccctgcggtccaggccgcgc

cccgggctccgcgccagccaatgagcgccgcccggccgggcgtgcccccgcgccccaagcataaaccctggcgcg

ctcgcggcccggcactcttctggtccccacagactcagagagaacccaccatggtgctgtctcctgccgacaagaccaa

cgtcaaggccgcctggggtaaggtcggcgcgcacgctggcgagtatggtgcggaggccctggagaggtgaggctccc

tcccctgctccgacccgggctcctcgcccgcccggacccacaggccaccctcaaccgtcctggccccggacccaaac

cccacccctcactctgcttctccccgcaggatgttcctgtccttccccaccaccaagacctacttcccgcacttcgacctgag

ccacggctctgcccaggttaagggccacggcaagaaggtggccgacgcgctgaccaacgccgtggcgcacgtggac

gacatgcccaacgcgctgtccgccctgagcgacctgcacgcgcacaagcttcgggtggacccggtcaacttcaaggtg

agcggcgggccgggagcgatctgggtcgaggggcgagatggcgccttcctcgcagggcagaggatcacgcgggttg

cgggaggtgtagcgcaggcggcggctgcgggcctgggccctcggccccactgaccctcttctctgcacagctcctaagc

cactgcctgctggtgaccctggccgcccacctccccgccgagttcacccctgcggtgcacgcctccctggacaagttcct

ggcttctgtgagcaccgtgctgacctccaaataccgttaagctggagcctcggtggccatgcttcttgccccttgggcctcc

ccccagcccctcctccccttcctgcacccgtacccccgtggtctttgaataaagtctgagtgggcggcagcctgtgtgtg

cctgagttttttccctcagcaaacgtgccaggcatgggcgtggacagcagctgggacacacatggctagaac

ctctctgcagctggatagggtaggaaaaggcaggggcgggaggaggggatggaggagggaaagtggA

GCCACCGCGAAGTCCAG 

 

Legenda:  

• Exão 1 

• Exão 2 

• Exão 3 

• Primers 

 

 

 

 

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=2814298216_EzIJBaukEOTf1UnagaaF8iz2a5ni&db=hg38&position=chr16:176376-177689&hgPcrResult=pack
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Gene HBA2: chr16:172572+173909 (1338 pb) 

GGTGCACGAGCCGACAGCGCccgaccccaacgggccggccccgccagcgccgctaccgccctgcccc

cgggcgagcgggatgggcgggagtggagtggcgggtggagggtggagacgtcctggcccccgccccgcgtgcacc

cccaggggaggccgagcccgccgcccggccccgcgcaggccccgcccgggactcccctgcggtccaggccgcgc

cccgggctccgcgccagccaatgagcgccgcccggccgggcgtgcccccgcgccccaagcataaaccctggcgcg

ctcgcgggccggcactcttctggtccccacagactcagagagaacccaccatggtgctgtctcctgccgacaagaccaa

cgtcaaggccgcctggggtaaggtcggcgcgcacgctggcgagtatggtgcggaggccctggagaggtgaggctccc

tcccctgctccgacccgggctcctcgcccgcccggacccacaggccaccctcaaccgtcctggccccggacccaaac

cccacccctcactctgcttctccccgcaggatgttcctgtccttccccaccaccaagacctacttcccgcacttcgacctgag

ccacggctctgcccaggttaagggccacggcaagaaggtggccgacgcgctgaccaacgccgtggcgcacgtggac

gacatgcccaacgcgctgtccgccctgagcgacctgcacgcgcacaagcttcgggtggacccggtcaacttcaaggtg

agcggcgggccgggagcgatctgggtcgaggggcgagatggcgccttcctctcagggcagaggatcacgcgggttgc

gggaggtgtagcgcaggcggcggctgcgggcctgggccgcactgaccctcttctctgcacagctcctaagccactgcct

gctggtgaccctggccgcccacctccccgccgagttcacccctgcggtgcacgcctccctggacaagttcctggcttctgt

gagcaccgtgctgacctccaaataccgttaagctggagcctcggtagccgttcctcctgcccgctgggcctcccaacggg

ccctcctcccctccttgcaccggcccttcctggtctttgaataaagtctgagtgggcagcagcctgtgtgtgcctgggttctctc

tatcccggaatgtgccaacaatggaggtgtttacctgtctcagaccaaggacctctctgcagctgcatggggctggggag

ggagaactgcagggagtatgggaggggaagctgaggtgggcctgctcaagagaaggtgctgaaccatcccctgtcC

TGAGAGGTGCCAGGCCTGC 

Legenda:  

• Exão 1 

• Exão 2 

• Exão 3 

• Primers 

 

 

 

 

  

 

Figura A7: Localização genómica das sequências amplificadas por PCR dos genes 

HBA1 e HBA2 no cromossoma 16, visualizadas no UCSC Genome Browser.  

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=2814423852_lBeIg2aBrHncB1LUDHf35RnHFGHJ&db=hg38&position=chr16:172572-173909&hgPcrResult=pack
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9. ANEXOS 
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Anexo I: Parecer favorável do Comité Nacional de Ética de Angola (nº21 

C.E/MINSA.INIS/2023) 
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Anexo II: Parecer favorável da Comissão de Ética da Escola Superior de 

Tecnologia da Saúde de Lisboa 
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Anexo III: Consentimento Informado disponibilizado aos representantes 

legais dos recém-nascidos 
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