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Caracterizacao 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 doencgas genéticas, tendo
uma elevada prevaléncia global, particularmente em Africa, destacando-se a Anemia
das Células Falciformes (ACF) e as Talassemias. Em Angola, apesar de ser conhecida
a elevada prevaléncia de ACF, a diversidade genética das variantes de hemoglobina
permanece pouco caracterizada, limitando o desenvolvimento de estratégias de rastreio
e de intervengdo médica. Tem sido, ao longo dos anos, comprovado o importante papel
do rastreio neonatal na reducao da mortalidade infantil associada a hemoglobinopatias.
Esta dissertacdo teve como objetivo caracterizar molecularmente as variantes de
hemoglobina detetadas durante um Programa de Rastreio Neonatal de ACF,

contribuindo para o conhecimento epidemiolégico no pais.

Foram analisadas por Focagem lIsoelétrica (IEF) 13 256 amostras de recém-nascidos,
tendo-se selecionado 45 dessas amostras, que demonstraram perfis eletroforéticos
atipicos, para analises moleculares complementares, nomeadamente PCR-RFLP, Gap-

PCR e sequenciagéo de Sanger.

Foram confirmadas variantes estruturais de elevada prevaléncia, como HbS e HbC, bem
como variantes menos expectaveis, como HbE, sugerindo fendmenos de ancestralidade
ou migragao. Os resultados revelaram que 26,7% das amostras atipicas apresentavam
gendtipo AS, 17,8% gendtipo AC, 2,2% gendtipo AE e 2,2% gendtipo SS,
permanecendo 51,1% inconclusivas, sobretudo devido a limitacbes técnicas, fraca
qualidade do DNA extraido de sangue seco e dificuldades na amplificacdo dos genes
HBA. Foram ainda detetados SNPs reportados como benignos (rs10768683 e

rs713040), mas cuja relevancia clinica demonstra carecer de investigacao adicional.

Este estudo reforga a importancia da combinagao de métodos fenotipicos e moleculares
para a confirmagao diagndstica de hemoglobinopatias, especialmente em contextos de
elevada diversidade genética. A identificagdo de variantes inesperadas sublinha a
necessidade de abordagens diagndsticas mais abrangentes, contemplando fenémenos

migratérios e uma gama mais alargada de hemoglobinopatias. Os dados obtidos
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fornecem suporte cientifico para a consolidagao e otimizagao de programas de rastreio

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

Palavras-chave: Hemoglobinopatias, Anemia das Células Falciformes, Rastreio
neonatal, Africa 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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Lista de Simbolos, Siglas e Abreviaturas

Alfabeto grego

o — alfa

o —delta

B — beta

€ — épsilon
Ay —gama A
Ay -gama G

Siglas e abreviaturas

a,€, - Hemoglobina Gower 2

aa / aa — Gendtipo normal, com 4 genes alfa funcionais

-a / aa — Gendtipo portador silencioso de alfa talassemia, com 3 genes alfa funcionais
-a /- a ou --/ aa — Gendtipo traco alfa-talassémico, com 2 genes alfa funcionais

--/- a — Gendtipo doenga de HbH, com um gene alfa funcional

--/-- - Gendtipo hidrdpsia fetal por Hemoglobina Bart’s, com a auséncia de genes alfa

funcionais

- a3.7%*-delecdo alfa 3.7kb

-0*2® _ delecdo alfa 4.2kb

B* - Reducao da produgao das cadeias beta

B°- Auséncia da produgdo das cadeias beta

B%/ B°— Gendtipo Beta-talassemia major, sem produgio de cadeias beta

B*/B* - Gendtipo Beta-talassemia intermédia, com producao reduzida das cadeias beta

BY/B* - Gendtipo Beta-talassemia intermédia, com produgao reduzida de uma cadeia

beta e auséncia de producao da outra
{,¢&, - Hemoglobina Gower 1

{2Y2 - Hemoglobina Portland
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Wa1 - pseudo alfa 1

Wa2 - pseudo alfa 2

WY - pseudo beta

Y - pseudo zeta

ACF — Anemia das Células Falciformes
A — Adenina

C — Citosina

CONSA - Consoércio para Rastreio Neonatal em Africa
DNA — Acido Desoxirribonucleico
dNTPs - Desoxinucleotidos

ddNTPs - Didesoxinucledtidos

EC - Eletroforese Capilar

EUA — Estados Unidos da América

G - Guanina

HPLC - Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)
Hb — Hemoglobina

HbA — Hemoglobina A

HbA;—- Hemoglobina A

HbE — Hemoglobina E

HbC — Hemoglobina C

HbF — Hemoglobina Fetal

HbS — Hemoglobina S

HbGP" — Hemoglobina G-Philadelphia
IEF - Focagem Isoelétrica

MgClI: — Cloreto de Magnésio

OMS - Organizagéo Mundial de Saude

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

Polymorphism

POC — Point of Care

Pls - Pontos Isoelétricos
T - Timina

TBE — Tris-Borato-EDTA

TCA - Acido Tricloroacético
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1.INTRODUCAO

As hemoglobinopatias consistem num grupo de doencas genéticas com uma elevada
prevaléncia a nivel mundial, sendo as mais reconhecidas a Anemia das Células
Falciformes (ACF) e as Talassemias. As hemoglobinopatias resultam de alteracbes
qualitativas ou quantitativas nas cadeias de globina, que constituem a hemoglobina,
proteina crucial para o transporte de oxigénio e diéxido de carbono no organismo [2],
[3]. Estas condicbes genéticas traduzem-se numa ampla gama de manifestacbes
clinicas, variando desde formas assintomaticas até quadros severos, com anemia
cronica e crises dolorosas [1], [4]. A gravidade e as complicagdes associadas variam
consoante o tipo e a combinagio das variantes genéticas herdadas, bem como fatores

ambientais e o0 acesso a cuidados médicos adequados.

E estimado que cerca de 7% da populagédo mundial seja portadora de alguma variante
de hemoglobina [5], o que enaltece a relevancia do diagndstico precoce destas

condicoes.

O continente africano, particularmente a Africa Subsaariana, apresenta uma elevada
incidéncia de hemoglobinopatias, o que resulta, parcialmente, da pressao seletiva
exercida pela malaria, que favoreceu a disseminacdo de variantes como as
hemoglobinas S e C [6], [7], [8]. Porém, o contexto epidemioldgico de muitas regides
africanas permanece pouco estudado devido a escassez de recursos e a auséncia de
programas de rastreio sistematicos que sejam abrangentes, tanto a nivel populacional,

como a nivel das variantes pesquisadas.

Tem sido, ao longo dos anos, comprovado o importante papel do rastreio neonatal na
redugcdo da mortalidade infantil associada a hemoglobinopatias, como a ACF. A sua
implementacdo tem permitido um aumento da qualidade de vida, bem como um

aumento da taxa de sobrevivéncia devido ao diagnostico precoce e seguimento clinico



atempado [7], [9], [10]. Isto tem-se verificado tanto em paises desenvolvidos, como em
paises africanos, no ambito de projetos piloto, mesmo com os seus desafios e recursos
limitados [6], [11], [12]. Contudo, para que as populagbes possam beneficiar cada vez
mais deste tipo de programas e para que esses possam evoluir e tornar-se sustentaveis
é essencial aprofundar o conhecimento sobre as variantes presentes em cada
populacdo. A caracterizacdo das variantes identificadas por técnicas de rastreio é&,
entdo, um passo fundamental. A combinagcdo de metodologias laboratoriais como a
Focagem Isoelétrica (IEF), a Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC), o
PCR-RFLP, o Gap-PCR e a sequenciacdo de Sanger permite ndo s6 confirmar o
diagnoéstico, mas também identificar variantes raras ou inesperadas com potencial

impacto clinico.

A presente dissertacao inicia-se com uma contextualizacao tedrica na qual, apés uma
breve introdugdo a hemoglobina, é feita uma descrigdo das hemoglobinopatias mais
relevantes, com énfase nos seus dados epidemiolégicos e na sua prevaléncia em Africa.
De seguida é apresentada uma revisdo acerca dos programas de rastreio neonatal de
hemoglobinopatias, destacando a sua importancia para a redu¢cdo da mortalidade
infantil e o seu estado de implementacao em diferentes regides do mundo, com especial
foco em Africa. Segue-se a descricdo das metodologias laboratoriais geralmente
utilizadas para a detecao e caracterizacao das variantes de hemoglobina e, por fim, a
apresentacao e discussdo dos resultados obtidos a partir da analise das amostras

recolhidas no ambito de um programa de rastreio neonatal de ACF em Angola.



2. CONTEXTUALIZAGAO TEORICA

21. HEMOGLOBINA

A hemoglobina (Hb) consiste numa proteina globular com massa molecular de
aproximadamente 64.500 Dalton e diametro de 6,4 nm [2]. A sua principal funcéo é o
transporte reversivel de oxigénio, através da corrente sanguinea, dos pulmdes para os
tecidos. Concomitantemente, a hemoglobina participa no mecanismo responsavel pela
remocdo do didxido de carbono produzido pelas células, contribuindo para a

manutencao do equilibrio acido-base do organismo [2], [3].

A hemoglobina é composta por quatro subunidades organizadas em dois pares de
cadeias polipeptidicas, designadas por cadeias de globina — duas do tipo alfa (a), com
141 aminoacidos cada, e duas do tipo beta (), cada uma com 146 aminoacidos. A cada
uma das 4 cadeias encontra-se associado um grupo heme, que quando complexado
com o ferro, constitui fragao transportadora de oxigénio [1], [3], [13], [14]. A hemoglobina
humana consiste, entdo, numa proteina tetramérica, composta por duas cadeias

relacionadas ao gene da globina a e duas relacionadas ao gene da globina 3 [4], [15].

A estrutura primaria da hemoglobina refere-se a sequéncia especifica de aminoacidos
das suas globinas. Ainda que as cadeias a e [ nado sejam iguais, existe uma
consideravel homologia entre elas, havendo 64 residuos de aminoacidos em posi¢des
idénticas em ambas as cadeias. No que concerne a sua estrutura secundaria, cerca de
75-80% das cadeias globinicas estao organizadas em hélices e as restantes encontram-
se dispostas de forma nao helicoidal [2]. Na estrutura terciaria, as hélices formam uma
conformagao tridimensional, que permite a formagao de uma bolsa hidrofébica que aloja

o grupo heme, protegendo-o de interagdes indesejadas que levariam a sua oxidagao e



consequente comprometimento da ligagdo ao oxigénio [1], [2]. Por fim, a estrutura
quaternaria da hemoglobina consiste na associacao de dois dimeros compostos, cada
um, por uma cadeia a e uma cadeia B [15]. A Figura 2.1 permite obter uma melhor

conceptualizagao da referida estrutura tetramérica da hemoglobina.

Cadeia B Cadeia B

Grupo heme

Atomo de ferro

Figura 2.1: Representacdo da estrutura de
hemoglobina, composta por duas cadeias a e duas
cadeias B, contendo cada cadeia um grupo heme
com um atomo de ferro. Adaptado de Rosenberg
and Rosenberg (2012) Human Genes and Genomes
[14].

As cadeias de globina s&o codificadas por dois loci diferentes, o cluster da globina a,
localizado no cromossoma 16p13.3, e o cluster da globina 3, localizado no cromossoma
11p15.5 [15]. O cluster a conta com os genes HBZ, HBA1 e HBA2 (Figura 2.2A), que
sao responsaveis pela codificagao das cadeias de globina zeta (¢), alfa 1 (a1) e alfa 2
(a2). Ja o cluster p compreende os genes HBE, HBG1, HBG2, HBD e HBB (Figura 2.2B),
que codificam, respetivamente, as cadeias de globina epsilon (¢), gama A (Ay), gama G
(Gy), delta (d) e beta (B) [2], [14]. Estes genes estdo 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
organizagao estrutural semelhante, apresentando, cada um, trés exdes e dois intrdes
[2]. Essa estrutura € altamente conservada e essencial para garantir a expressao correta

do mRNA das globinas.

Além dos referidos genes funcionais, o cluster a inclui ainda trés pseudogenes, pseudo
zeta (WQ), pseudo alfa 2 (Wa2) e pseudo alfa 1 (Wa1). Ja o cluster B possui apenas um
pseudogene, designado de pseudo beta (¥B) [4], [15], [16]. Na Figura 2.2 encontram-

se 0os mapas dos clusters da a e  globina nos cromossomas 16 e 11, respetivamente.



Durante o desenvolvimento embrionario, fetal e adulto, ocorre uma mudanca
progressiva na expressdo dos genes das globinas, conhecida como "switch"
hemoglobinico [15]. As primeiras hemoglobinas a ser produzidas, durante a fase
embrionaria, sdo a Hb Gower 1 ({,¢,), Hb Gower 2 (a.¢;) e Hb Portland (¢,y.), que séo
expressas pelos genes HBZ e HBE. Essas hemoglobinas sdo gradualmente
substituidas pela hemoglobina Fetal (HbF), que passa a ser predominante durante a
fase fetal. Anteriormente ao momento do nascimento inicia-se a producido das
hemoglobinas A (HbA) e A2 (HbA). 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 (a,p2) e de HbA: (a,0.), embora a ultima referida seja produzida em
concentragoes significativamente mais reduzidas relativamente a HbA. Num adulto, a
HbA representa cerca de 97% da hemoglobina total, enquanto a HbA; apenas cerca de
2%. Quanto a HbF, esta apresenta, nesta fase, concentragdes residuais, abaixo de 1%.
Este é 0 padrdo de hemoglobinas tipico a partir do primeiro ano de vida, sensivelmente
[4], [14], [15], [16].

A c
Cluster do gene da a-globina —{ Hb embrionaria }—

HS-40 HBZ HBA2 HBA1

t: @@ ¢ ¢
- - @® @ 00
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Cluster do gene da B-globina ’
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- l
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Figura 2.2: Clusters dos genes da cadeia a-globina (A) e da cadeia 3-globina (B). Adaptado de
Lee J-S, et al. (2021) Blood Research 56 [16].



2.2. HEMOGLOBINOPATIAS EM AFRICA

As hemoglobinopatias dizem respeito ao grupo de doencas genéticas relacionadas com
alteragdes na sintese da hemoglobina, constituindo os disturbios monogénicos mais

comuns a nivel mundial [4].

As hemoglobinopatias abarcam duas categorias: as variantes estruturais de
hemoglobina, que resultam de alteracbes na sequéncia de aminoacidos das cadeias
globinicas, levando consequentemente a modificacbes da estrutura da hemoglobina
(alteragbes qualitativas); e as talassemias, que consistem em alteragbes quantitativas

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

Estas patologias tém uma elevada prevaléncia, estimando-se que pelo menos 7% da
populagdo mundial seja portadora de uma mutagao associada a hemoglobinopatias [17]
e que nasgam anualmente cerca de 370000 individuos homozigdticos ou
heterozigdticos para estas condigdes [18]. Além disso, aproximadamente 3.4% das
mortes em criangas com idade inferior a 5 anos sédo decorrentes deste tipo de condicdes

geneticas [19].

Mais de 70% do total de hemoglobinopatias concentram-se no continente africano, com
destaque para a Anemia das Células Falciformes e a B-talassemia major. Além disso,
é em Africa que se regista a maior taxa de mortalidade infantil em criangas com menos

de 5 anos afetadas por estas patologias [6].

Atualmente, s&o conhecidas mais de 2000 variantes de hemoglobina, sendo que a nivel
global, as mais prevalentes sdo a hemoglobina S (HbS), a hemoglobina C (HbC) e a
hemoglobina E (HbE). Entre estas, apenas as duas primeiras apresentam frequéncias
elevadas no continente africano, especialmente em regides onde a malaria foi
historicamente endémica, devido ao efeito protetor parcial dessas variantes contra a

infecao pelo Plasmodium falciparum [19].

2.2.1. Anemia das Células Falciformes

A Anemia das Células Falciformes (ACF) é uma doenga genética que se caracteriza
pela produgéo de um tipo anormal de hemoglobina, a hemoglobina S (HbS), identificada
pelo rs334 [20], [21]. Esta resulta de uma mutagcdo pontual no gene da B-globina
(c.20A>T), no qual se da a substituicdo do acido glutdmico por valina na posi¢cao 6 (p.
Glu6Val) [1], [20]. Esta mutacdo conduz a uma alteragdo da estrutura da molécula de

hemoglobina, tornando-a menos soluvel quando desoxigenada, o que leva a
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polimerizagao intracelular da HbS, ocorrendo, consequentemente, a deformagéo dos

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

A ACF é um disturbio autossémico recessivo que ocorre quando um individuo herda
dois alelos mutados da HbS, resultando em sintomas clinicos grave [12]. Esta condicdo
manifesta-se essencialmente por episddios recorrentes de vaso-oclusdo e hemdlise,
levando a crises dolorosas, anemia moderada e danos progressivos nos orgaos [1], [12].
Ja quando é herdado apenas um alelo, trata-se de trago falciforme, cujas manifestagdes
clinicas sao geralmente assintomaticas, ainda que possam surgir complicagdes, como

hematuria espontanea, especialmente em condi¢bes de baixa oxigenacao [1].

A associacdo da HbS com outras variantes de hemoglobina, como a HbC, ou com
talassemia também cursa com manifesta¢des clinicas variaveis, com graus distintos de

severidade [12].

A anemia das células falciformes (ACF) é uma das doengas genéticas mais comuns no
mundo inteiro, tendo uma elevada prevaléncia em regides como a Africa Subsaariana,
Caraibas, Médio Oriente e algumas zonas da india [7], [8]. Estima-se que nascam
anualmente entre 200 a 400 mil criancas com ACF em Africa [7], [9], sendo que mais de
75% dos casos ocorrem na Africa Subsaariana [12]. Destas criangas, cerca de 50%
acabam por morrer antes dos 5 anos de idade em paises de baixa renda [10]. A doenca
é, entdo, uma das principais causas de morte nao transmissivel em criancas entre 5 e
14 anos de idade e tem apresentado uma tendéncia crescente de mortalidade global,

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

2.2.2. Sindromes Talassémicas

2.2.2.1. Beta-talassemia

A Beta-talassemia (B-talassemia) consiste num grupo heterogéneo de disturbios
genéticos autossémicos recessivos causados por variantes patogénicas no gene HBB,
que se localiza no cromossoma 11 [22], [23]. Caracteriza-se pela reducao (f*) ou
auséncia (B°) da produgao das cadeias de B-globina, o que se traduz numa acumulagéo
excessiva de cadeias a-globina que precipitam, formando corpusculos de inclusao
téxicos. Isto conduz, consequentemente, a destruicdo precoce dos eritroblastos e
eritrocitos [24]. A severidade da doenca e dos sintomas clinicos encontra-se diretamente
relacionada com o grau de deficiéncia de cadeias de B-globina podendo, de acordo com
esse critério, classificar-se a p-talassemia em 3 tipos [19]: B-talassemia major (gendtipo
B%B%), que se traduz em anemia grave dependente de transfusdes, hemolise,
7



sobrecarga de ferro e eritropoiese ineficaz; talassemia intermédia (8*/8* ou B%B*), que
se caracteriza por anemia de gravidade variavel, que pode requerer transfusdes
ocasionais; talassemia minor (gendtipo B/B* ou B/R°), cujos portadores apresentam

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

Até a data encontram-se reportadas mais de 350 mutag¢des associadas a p-talassemia,
embora apenas cerca de 40% delas contribuam para 90% das B-talassemias
encontradas na populagéo a nivel global [26]. A maioria dessas mutagdes consistem em
mutagdes pontuais, que podem afetar a transcricdo, processamento ou tradugao do
RNA mensageiro. Dentre as possiveis mutagdes incluem-se as mutagcbes em
promotores e na regido 5’UTR, mutagcbdes em locais de splicing, mutagdes nonsense,
missense e frameshift e ainda mutagdes na regido de poliadenilacédo (3’'UTR) [19], [22],
[26]. Cerca de 50% destas mutagdes inativam completamente o gene HBB, resultando
na auséncia de cadeias de B-globina [26]. Contudo, embora incomum, ha também -

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

A nivel global, estima-se que existam cerca de 80 milhdes de portadores de j-
talassemia. Em termos geograficos, esta condicdo genética é prevalente em regides
como o Mediterraneo (especialmente no Chipre e Sardenha), o Médio Oriente, india,
Sul da China, algumas zonas do Extremo Oriente e no Norte de Africa [23], [27]. A
selegado natural tem favorecido a presenca do alelo mutado em heterozigotos, dado
oferecer protec¢ao contra a malaria por Plasmodium falciparum [22], [23]. Este fendmeno
contribuiu para a disseminagao do gene mutado em populagdes de regides endémicas

de malaria.

A prevaléncia de portadores varia entre 1 e 20%, sendo raramente superior a estes
valores [23], [27]. Relativamente ao continente africano, considera-se a B-talassemia
prevalente no norte do continente, havendo varios estudos que relatam a presencga de
varios tipos de mutagdes [23], [24], [28]. Ja no restante continente africano,
nomeadamente na Africa subsariana, acredita-se que a B-talassemia seja rara. Contudo,
esta percegdo podera estar em grande parte influenciada pela falta de estudos
abrangentes nessa regido. Existem até alguns trabalhos de investigacdo focados na
Anemia das Células Falciformes que identificam a presenca de outras
hemoglobinopatias, sem que estas sejam investigadas e identificadas [10]. Posto isto, a
auséncia de rastreios direcionados a esta condicdo genética na Africa Subsariana pode,
em parte, explicar a sua reduzida notificagdo. E ainda importante realgar que,
anualmente, nascem aproximadamente 1500 criancas com B-talassemia em Africa, o

que impde uma carga significativa sobre os sistemas de salude, dada a complexidade e
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os custos elevados do tratamento, agravados pela realidade socioecondmica

desfavoravel da maioria dos paises africanos [6].

No que diz respeito ao continente africano, sdo muito escassos os estudos focados no
rastreio de p-talassemias, pelo que os dados relativamente as mutagdes presentes
nessa regiao sao limitados. Por outro lado, tém sido desenvolvidos inUmeros estudos
em paises arabes, que incluem alguns paises do Norte de Africa, como Marrocos,
Tunisia e Argélia. Assim, ao contrario do que acontece na Africa subsariana, no Norte
de Africa a distribuicdo das mutagdes responsaveis pela p-talassemia encontra-se
relativamente bem estudada [28], [29], [30].

De acordo com estudos que tém investigado o Norte do continente africano, a mutagao
mais prevalente e disseminada nessa regido € a rs35004220 [IVS | 110 (G>A), HBB:
€.93-21G>A] [31], que afeta o processamento do RNA mensageiro (MRNA) [22], [27],
[29], [32]. A substituicdo de G por A na posi¢ao 110 do intrédo 1 cria um local de splicing
alternativo, preferencialmente utilizado na maioria dos transcritos, o que provoca a
retencédo de uma parte do intrdo no mRNA. Este segmento retido contém um cod&o stop
prematuro, o que impede a normal produgao das cadeias de p-globina. Contudo, o local
de splicing normal continua a ser usado, embora com pouca frequéncia, o que permite
que continue a haver alguma produgdo de cadeias de p-globina, ainda que muito
reduzida [32], [33]. Desta forma, esta mutacao € responsavel por uma talassemia 3*
[23], [32]. Apesar de esta mutacdo ser frequentemente reportada no Norte de Africa,
bem como em paises mediterranicos, ha evidéncias de que possa ser também
prevalente noutras regides, tendo sido ja previamente identificada por um estudo
desenvolvido na Africa Subsariana, em Angola [33], e por outro na Africa Oriental, mais

especificamente no Quénia [23].

Outra das mutagdes mais encontradas nos paises do Norte de Africa ja estudados é a
rs11549407 [codao 39 (C>T), HBB: c.118C>T] [34], que afeta a tradugdo do mRNA [32].

Esta mutacao traduz-se na substituicdo do codao 39 por um cod&o stop prematuro, o
que resulta na auséncia de produgéo de cadeias de p-globina. Assim, esta mutagéo &
responsavel por um fenétipo severo de p°-talassemia [32], [33]. Além de frequentemente
identificada em paises arabes do Norte de Africa, os mais estudados no continente, foi
também identificada num estudo em Angola [33]. O estudo mencionado identificou a
mutacao tanto em individuos homozigéticos quanto em heterozigéticos, incluindo casos
em que se encontrava em associagao com a HbS, o que sugere possiveis cenarios de

B°-talassemia falciforme (HbS/B°-talassemia) [33].



A mutagao rs33971440 [IVS-I-1 (G>A), HBB: ¢.92+1G>A] [35], também prevalente em
Africa, refere-se a substituicdo de G por A na posigdo 1 do 1° intrdo do gene HBB, o que
afeta o processamento do mRNA, ao interferir num local 5’ de splicing (dador) [29], [32].
Outra mutacao que afeta o splicing é a rs193922563 [IVS1-3' end del 25bp, HBB: ¢.93-
22 95del] [36], uma delecao de 25 pb no 1° intrdo, que embora seja reconhecida na
literatura como distribuida entre a populagédo Indiana e dos Emirados Arabes Unidos, foi
ja identificada também no Quénia [23]. As ultimas mutagbes referidas traduzem-se
ambas em [°-talassemia, uma forma severa da doenca. As mutacgdes rs35724775 [IVS-
[-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 substituicbes nos intrdes 1 e 2, respetivamente, interferem
também no splicing, embora ainda permitam a produgcdo de cadeias de B-globina,
resultando assim uma B*-talassemia [28], [32], [39]. No entanto, a gravidade da doenca
pode variar consoante o haplétipo associado, podendo, em alguns casos, manifestar-se

de forma mais severa [32].

As mutacodes rs63749819 [codao 6 (-A), HBB: c.20del] [40] e rs35497102 [codao 8 (-
AA), HBB: c-25 del] [41], ambas do tipo frameshift, também tém sido identificadas tanto
no continente africano como em individuos com origens africanas [29], [32]. A mutacao
rs33959855 [CD 22 (GAA — TAA), HBB: c.67G>T] [42], responsavel pela introducao de
um codao nonsense, foi a principal mutagdo identificada no ja citado estudo
desenvolvido no Quénia [23], [32]. No mesmo estudo, reportou-se a mutacao
rs33941849 [codao de iniciagdo (ATG — ACG), HBB: ¢.2T > C] [43], que impede o inicio
da tradugao ao inativar o local de ligacdo do tRNA. Todas estas sdo mutagdes do tipo
que afetam a tradugdo do mRNA, impedindo totalmente a producao de cadeias de B-
globina. Como consequéncia, os individuos portadores destas mutagdes desenvolvem
Be-talassemia [28], [39].

Com esta breve revisao verifica-se que ha um numero reduzido de mutagdes
identificadas na Africa Subsariana, o que pode refletir a falta de investigagdo nessa
regidao no ambito da p-talassemia e ainda sugerir um subdiagnéstico dessa condigéo

genética.

2.2.2.2. Alfa-talassemia

A alfa-talassemia (o-talassemia) € uma das doencas monogénicas mais comuns do
mundo. Resulta de mutagdes nos genes HBA1 e HBAZ2, localizados no cromossoma 16

e traduz-se na redugao ou auséncia da sintese das cadeias de alfa globina. Trata-se de
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uma condigdo com uma elevada prevaléncia, estimando-se que cerca de 5 a 20% da
populacdo mundial seja portador de pelo menos uma mutacido responsavel por a-
talassemia [44]. Contudo, em regides tropicais e subtropicais onde a malaria é ou foi
endémica podem ser atingidas frequéncias mais elevadas de 80-90% [45], [46], [47]. Na

Africa subsariana estima-se que a o-talassemia afete até 50% da populagao [48].

Atualmente conhecem-se cerca de 130 mutagdes responsaveis por a-talassemia, sendo
que aproximadamente 95% dos casos desde disturbio sdo devidos a delegdes,

enquanto os restantes sao atribuidos a mutagdes pontuais [25], [44], [49].

A a -talassemia provocada por delegdes pode ser classificada em a* - talassemia e a®—
talassemia, consoante haja, respetivamente, perda/reducéo da atividade de um unico
gene alfa (em hetero ou homozigotia) ou de ambos num mesmo alelo (Figura 2.3). A
primeira referida resulta numa expresséo clinica minima, enquanto a segunda se traduz

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

A severidade clinica deste disturbio genético depende do nimero de genes afetados. A
perda funcional de trés genes alfa origina a doenga de hemoglobina H (HbH) (Figura
2.3), que pode resultar na necessidade de transfusdes em periodos de hemdlise
induzida por stress [44]. A forma mais severa de a -talassemia é a sindrome de hidropsia
fetal por hemoglobina de Bart’s (Figura 2.3), que ocorre pela auséncia total dos quatro
genes da alfa globina, que conduz a anemia fetal grave, insuficiéncia cardiaca,
hepatoesplenomegalia e morte in utero, caso ndo sejam realizadas transfusdes
intrauterinas [25], [44], [47]. Quando ocorre a delegédo de apenas um gene de alfa
globina, o individuo afetado € um portador silencioso, nédo apresentando alteragdes
clinicas ou laboratoriais, exceto microcitose ligeira, que pode surgir por vezes. Ja o trago
talassémico diz respeito aos casos em que ocorre a perda de dois genes alfa,
verificando-se frequentemente uma leve anemia microcitica [51]. O Quadro 2.1

sumariza as manifestagdes clinicas em fungéo do gendtipo para os genes alfa.
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Figura 2.3: Classificacao da alfa-talassemia de acordo com o numero de genes deletados ou
nao funcionais. Adaptado de Musallam K. et al. (2024) Blood Reviews 64 [44].

Quadro 2.1: Designagao e manifestagbes clinico-laboratoriais em fungao do genétipo para os

genes alfa.
Genétipo N° de genes a Designacio Manifestacao
P funcionais gnag clinica/laboratorial
aal/aa 4 Genotipo normal Sem alterages
-a/aa 3 Portador silencioso Ngrma] ou ligeira
microcitose
-a/-aou--/aa 2 Tracgo alfa-talassémico ﬁ\_nemlr';\ microcitica
ipocromica leve
—/-a 1 Doenca de HbH Anemia modgrgda a
severa. Hemolise
-~l-- 0 Hidropsia fetal por HB Bart's Letal in utero ou logo

apos o parto

A delecao de 3.7 kb (-a37) constitui-se como a mais comum mutagdo associada a a*-

talassemia, sendo amplamente distribuida a nivel mundial [52], [53], [54]. Esta delecao

apresenta maior prevaléncia em populagbes africanas e da regido mediterranica [51],

[55].

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

homologia. Estes segmentos dividem-se em trés regides homdlogas mais pequenas, X,

Y e Z, que se encontram separadas por regides ndo homologas, as regides I, Il e Ill. A

delegdo - a3’ resulta de um evento de recombinagdo homadloga entre as regides Z dos

genes HBA1 e HBA2, que estdo separados por 3.7 kb, originando-se um gene hibrido

HBA2/HBA1 (Figura 2.4) e consequente perda de um gene alfa funcional [49], [51]. No
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Apéndice | encontra-se representada a sequéncia deletada em consequéncia da
delecao 3.7 kb.

— y

Exdo 1 Exao 2 Exdo 3

Gene hibrido HBA2/HBA1 resultante
da delec¢éo -a3.7

Figura 2.4: Esquema representativo da delecéo - a37, que origina o gene hibrido
HBA2/HBA1. A delegdo remove o exao 3 do gene HBA2 e os exdes 1 e 2 do gene
HBA1. Adaptado de Alderei L, et al. (2023) Thalasemia Reports 14 [54] .

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 individuos de ascendéncia africana [1], [57]. A
presenca significativa da HbC em populagdes africanas esta associada a sua agao
protetora parcial contra a malaria, provocada pelo Plasmodium falciparum [58], o que
explica a sua alta prevaléncia em areas endémicas da doenca, especialmente na Africa
Ocidental [57], [58].

Esta variante é herdada de forma autossdmica recessiva e surge devido a uma mutagao
pontual no gene da cadeia beta da globina (c.19G>A), na qual o &cido glutdmico é

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

A mutacao da qual resulta a HbC provoca uma alteragao na carga elétrica da molécula
de hemoglobina, que passa a ter uma carga mais positiva do que a hemoglobina normal.
Isto traduz-se numa redugdo da solubilidade da HbC, o que favorece,

consequentemente, a formagéao de cristais no interior dos eritrocitos [58].

Individuos heterozigéticos para a HbC s&o geralmente assintomaticos e nao
apresentam complicagdes clinicas relevantes. Ja os individuos homozigodticos,
geralmente apresentam anemia hemolitica cronica leve a moderada. Esta variante

também pode ser encontrada em associagdo com outras variantes, o que pode agravar
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0 quadro clinico. Por exemplo, quando combinada com a Hbs, surge uma condi¢ao
caracterizada por anemia hemolitica crénica e crises vaso-oclusivas menos severas e
menos frequentes do que nos casos de homozigotia para HbS. Ja em associagao com

B talassemia pode provocar anemia hemolitica moderada com esplenomegalia [1], [57].

2.2.3.2. Hemoglobina G -Philadelphia

A hemoglobina G-Phildelphia (HbGpn) (rs111033601) [59] € uma variante estrutural da
cadeia alfa da hemoglobina, sendo a variante mais comum dessa cadeia na populagao
africana. Tem elevada prevaléncia na africa subsariana e especialmente na africa
ocidental [30], [60].

Resulta de uma mutagdo missense que se traduz na substituicio do aminoacido
asparagina (Asn) por uma lisina (lys) na posicdo 68 da cadeia alfa globina (068
Asn—Lys) [60], [61]. Esta substituicdo pode surgir de duas formas — através da
substituicdo de uma Citosina (C) por uma Adenina (A) (AAC — AAA) no codao 68 do
gene HBA2 (a2) ou pela substituicdo de uma Citosina (C) por uma Guanina (G) (AAC
— AAG) no gene hibrido a2a1, resultante da delecao 3.7kb, responsavel por a-
talassemia [60], [62].

A HbGen é herdada de forma autossémica codominante, o que leva a que individuos
heterozigoticos sejam geralmente assintomaticos. Ja a homozigotia pode traduzir-se em
estados clinicos mais severos, embora seja rara, com uma frequéncia estimada de 1 em
25 milhdes [62]. A HbGp, surge muitas vezes associada com a-talassemia, o que pode
alterar a expressao e concentragédo da HbGpn em circulagdo no sangue [60], [62]. A
combinagdo com outras variantes estruturais de hemoglobina, como a HbC ou HbS,
também é um cenario plausivel, podendo nalguns casos agravar as manifestagdes

clinicas.

2.3. RASTREIO NEONATAL DE HEMOGLOBINOPATIAS

Como ja visto, a ACF é responsavel por uma fragéo significativa das mortes em criangas
com idade inferior a 5 anos em paises de baixa renda, essencialmente devido a falta de
diagnéstico precoce e tratamentos adequados. Muitas destas criangas morrem sem
terem chegado a receber o diagnédstico [10]. No entanto, quando seguidas apds

diagndstico, a mortalidade reduz significativamente [7], [9], [10].
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As principais causas de mortalidade em criangas com idade inferior a 5 anos com ACF
incluem infegdes bacterianas, como pneumonia, septicémia e meningite, bem como
crises vaso-oclusivas, desnutricdo e anemia severa, por vezes exacerbada por malaria
[8], [9], [12], [63].

Varios estudos tém destacado a importancia dos rastreios neonatais na prevencao das
complicacbes e consequente diminuicdo da mortalidade [7], [8], [10], [64]. Este tipo de
rastreio tem sido implementado com sucesso em inumeros contextos globais [8], [12],
[64].

No que diz respeito aos paises 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 nivel nacional, assegurando que
todos os recém-nascidos no pais fossem testados como parte de um programa universal
[65]. Na Europa, foi ha cerca de 40 anos que surgiram os primeiros rastreios neonatais
de ACF em Franga e no Reino Unido, tendo estes mais tarde evoluido para programas
nacionais de sucesso comprovado. A implementacao dos referidos programas traduziu-
se em taxas de sobrevivéncia de 99% aos 16 anos, no Reino Unido, e de 97,1% em

Francga [7].

Ja em paises em desenvolvimento, os programas de rastreio tém enfrentado alguns
obstaculos, uma vez que a falta de estruturas de saude organizadas e o elevado custo
dos programas limitam a implementacdo de modelos semelhantes aos de paises
desenvolvidos [7], [66].

A Sociedade Americana de Hematologia fundou o Consoércio para Rastreio Neonatal em
Africa (CONSA), que consiste numa rede internacional que preconiza demonstrar os
beneficios do rastreio neonatal e das consequentes intervengdes precoces em criangas
com ACF na Africa Subsaariana. O CONSA baseia-se na premissa de que a detecdo
precoce de recém-nascidos com ACF e o acesso a cuidados de salde adequados pode
reduzir a mortalidade infantil em menores de 5 anos. Esta iniciativa abrange sete paises
— Quénia, Gana, Libéria, Nigéria, Tanzéania, Z&dmbia e Uganda — e tem entdo como intuito
implementar um programa padronizado de rastreio de hemoglobinopatias e cuidados

continuos apos o diagnéstico [16], [45].

Embora ja tenham vindo a ser desenvolvidos programas piloto de rastreio neonatal pelos
membros do CONSA e por outros paises ndo membros, ainda nenhum dos paises
estabeleceu um programa nacional de rastreio. Isto é justificado pela escassez de

recursos e pela falta de apoio das entidades politicas [8], [67]. Contudo, apesar das
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dificuldades, varios programas de rastreio tém vindo a apresentar resultados

promissores.

O Gana ¢, provavelmente, o pais africano mais avangcado 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 varias unidades de saude rurais e urbanas na regido de
Ashanti. Os resultados demonstraram que cerca de 1 em cada 50 bebés no Gana nasce
com ACF. Nao obstante estes resultados alarmantes, ainda ndo se deu a
implementacao de um programa de rastreio neonatal nacional [68]. Mais recentemente,
em 2017, foi desenvolvido um programa de rastreio [69] no maior hospital publico do
Gana (Korle Bu Teaching Hospital), com o principal objetivo de avaliar a exequibilidade
e os desafios da implementagdo 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 possivel adotar estratégias que melhoraram substancialmente a
cobertura do rastreio. Este estudo revelou que, embora haja dificuldades, é possivel
implementar programas de rastreio neonatal de ACF em cenarios de recursos limitados,

0 que abre portas para o inicio da concretizagcado de programas nacionais.

Benim foi outro dos pioneiros no rastreio neonatal de ACF na Africa 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
confirmagao de resultados anormais. Este programa de rastreio neonatal traduziu-se
numa redugao significativa na gravidade das complicagbes e na mortalidade infantil
associada a ACF, sendo que, apesar das dificuldades em rastrear e motivar as familias
e da resisténcia inicial, os pais dos bebés apresentaram elevada ades&o ao programa

€ aos cuidados recomendados [66].

Na Republica Democratica do Congo, um projeto pioneiro na regido testou 31 204
recém-nascidos, também recorrendo a técnica de Focagem Isoelétrica, tendo
comprovado a viabilidade da implementagcdo do programa em larga escala, embora
tenha, a semelhanca do caso de Benin, enfrentado inumeros desafios logisticos e

culturais [9].

Entre fevereiro de 2017 e maio de 2018, no ambito de um programa de rastreio neonatal
na Tanzénia 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 prevaléncia de ACF cerca de duas vezes superior aos dados
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previamente reportados, indicando um subdiagndéstico da doenga, o que reforga a

importancia de rastreios neonatais abrangentes [70].

Em 2011, deu-se inicio a um programa de rastreio em Luanda, Angola, que testou 36
453 recém-nascidos e permitiu uma reducédo da mortalidade infantil para 6.8% no
primeiro ano em criancas com ACF, percentagem esta mais favoravel em relacao a 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 familias devido a numeros de telefone incorretos ou
desatualizados, verificou-se uma elevada adesao ao tratamento e as consultas apés o
contacto inicial. A implementacdo deste programa de rastreio e os seus resultados
positivos comprovaram a exequibilidade deste tipo de iniciativas de saude publica
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
Organizagcdo Mundial de Saude (OMS), a elevada relagao custo-beneficio do programa

em todos os cenarios de Angola [11].

O sucesso dos varios programas de rastreio desenvolvidos ao longo dos anos tem
dependido da utilizacdo de varias tecnologias, como a Focagem Isoelétrica, que é
comummente usada em paises em desenvolvimento, como comprovado pelos
exemplos supracitados, e a Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC), que é
mais utilizada em paises desenvolvidos, devido aos seus custos elevados [7]. As
tecnologias de Point of Care (POC) tém vindo a ser vastamente aplicadas em paises
pouco desenvolvidos, que enfrentam desafios econdmicos. Pode ser mencionado, a
titulo 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 areas rurais. Este estudo, apesar dos desafios enfrentados,
como problemas logisticos e barreiras sociais, demonstrou, mais uma vez, a viabilidade

de programas de rastreio [63].

Apesar dos avancgos no ambito do rastreio neonatal em paises em desenvolvimento, as
dificuldades enfrentadas sao idénticas nos varios paises. Problemas como a falta de
infraestrutura adequada, o elevado custo dos programas, a dificuldade na

consciencializagao e na rastreabilidade das familias sdo obstaculos comuns.

Os resultados dos inumeros programas implementados nas varias regides do mundo
tém, ndo so enfatizado as elevadas prevaléncias de ACF mas também revelado que os
rastreios neonatais tém o potencial de transformar os cuidados de saude [7]. Ao permitir

um diagndstico precoce, estes programas possibilitam intervengbes também elas
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precoces e eficazes, nomeadamente a vacinagao, profilaxia antibiética com penicilina,
suplementacéo com acido folico e a introdugao de hidroxiureia para reduzir crises vaso-
oclusivas [7], [8], [9], [10], [63], [70]. Assim, os rastreios neonatais tém um elevado

potencial na diminuicdo da mortalidade associada a ACF.

Contudo, de forma a reduzir a carga global da ACF e diminuir as desigualdades em
saude, é essencial garantir a sustentabilidade deste tipo de programas [7]. Para isso &
importante investir em parcerias publico-privadas, reforcar o uso de tecnologias
acessiveis e integrar e associar os rastreios com outras iniciativas de saude, como os

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

A ACF, apesar da sua elevada importancia, nao € a unica hemoglobinopatia que merece
destaque. Assim, outras hemoglobinopatias, como as talassemias ou outras variantes
estruturais de hemoglobina devem ser consideradas. Estas podem traduzir-se em
complicacbes graves, podendo, sem diagndstico 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 sao cruciais para o diagnéstico precoce.

O rastreio das talassemias, que resultam em anemias de severidade variavel, tem vindo
a ser discutido em varios contextos geograficos. Paises endémicos, como o Chipre e a
Grécia, tém priorizado programas pré-nupciais e pré-natais em detrimento dos rastreios
neonatais, o que tem resultado numa reducédo significativa da incidéncia 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 doenga e aos elevados
custos associados ao tratamento de longo prazo. Ja em paises ndo endémicos, como
os EUA e o Reino Unido, as talassemias tém sido incluidas em programas de rastreio
neonatal para doengas raras, o que permite uma identificagdo precoce e uma

consequente gestao clinica mais eficaz [72].

Em Africa, continente no qual se detetam cerca de 70% de todos os casos de
hemoglobinopatias globais, destacam-se, dentre as hemoglobinopatias com significado
clinico 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 diagndstico precoce e
acompanhamento clinico adequado, o que contribui para reduzir complica¢des [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 INVESTIGAGAO DE
HEMOGLOBINOPATIAS

2.4.1. Focagem Isoelétrica

A Focagem lIsoelétrica (IEF) € uma das metodologias eletroforéticas usadas no
diagnéstico e rastreio de hemoglobinopatias. Esta consiste numa técnica que permite a
separagao de proteinas com base no seu ponto isoelétrico (Pl), correspondendo este

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

Na IEF é utilizada uma matriz, geralmente um gel de agarose ou poliacrilamida, que
contém anfdlitos de baixo peso molecular com diferentes pontos isoelétricos (Pls).
Quando ¢é aplicada uma elevada tensao elétrica é originado um gradiente de pH, dado

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

No ambito da analise de variantes de hemoglobina, quando uma amostra contendo
hemoglobina é aplicada no gel, cada variante presente na amostra migra no sentido do
catodo até ao anodo até alcancgar o seu PI, precipitando nesse mesmo ponto, o que
origina a formacao de bandas visiveis [19], [73]. Para este tipo de analise em especifico
€ geralmente usado um gradiente de pH que varia entre 6 e 8 [1]. A identificacdo das
bandas é feita através da comparacado dos padrdes de migragcdo com controlos de
qualidade conhecidos [73] e através do uso de guidelines publicadas [74]. Na Figura 2.5
encontra-se uma representagcao das mobilidades relativas de inUmeras hemoglobinas
variantes, o que €& Uutil para a comparagcao dos padroes de bandas obtidos

laboratorialmente.

A IEF permite uma separagdo eficiente das hemoglobinas, apresentando maior
resolucao, sensibilidade e precisao relativamente a eletroforese em pH alcalino [19],
[73]. Quanto a ordem de migragéo das hemoglobinas, esta € idéntica a que se observa
na eletroforese alcalina. No entanto, a IEF possui uma maior capacidade de detecao de
variantes de hemoglobina. Outro aspeto que torna a IEF bastante vantajosa é o seu

custo relativamente baixo [74].

Sao varios 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 varias variantes a migrar na mesma zona. Em
amostras de recém-nascidos, € ainda evidenciada a hemoglobina F acetilada, que

aparece ligeiramente acima da HbA, ou seja, mais perto do &nodo [19], [73], [74].
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Os padrbes de migragao das hemoglobinas obtidos por IEF s&o fundamentais para a
identificagdo das diferentes hemoglobinopatias, sendo que a interpretacdo desses
padrbes € baseada na presenca e na combinag¢ao das varias bandas. O Quadro 3.1
apresenta as principais hemoglobinopatias e os respetivos padrdes de IEF nos recém-

nascidos.

Relativamente as limitagdes desta técnica, é de realgar o facto de separar derivados
pos-traducionais das proteinas da hemoglobina, dificultando a interpretacdo dos
resultados [1], [72], [74]. Esta metodologia exige ainda muito trabalho laboratorial e
tempo [73]. Além disso, os resultados anormais, ou seja, com a presenca 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 andlise de vérios 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 facil recolha, transporte e armazenamento,
sendo adequadas quando nao ha a possibilidade da sua expedicdo imediata até ao
laboratdrio, ou quando precisam de percorrer longas distancias até la chegar [1]. Desta
forma, as amostras de sangue seco sao especialmente Uteis no contexto do diagndstico
de hemoglobinopatias em regides com recursos limitados, como por exemplo em paises
africanos, nos quais os programas de rastreio abrangem populagdes 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 analise de amostras de sangue seco em papel
de filtro consiste na imersdo do papel numa solucido tampao, o que permite que a
hemoglobina se liberte do papel de filtro, passando a estar em solugdo. Esta solugao
contendo a hemoglobina é pipetada para um pogo 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: Padrao eletroforético da IEF em fungao do gendétipo

Hemoglobinopatia

Bandas observadas na IEF

HbS/HbS FS
HbA/HbS FAZ
HbS/B°-talassemia FS
HbS/B*-talassemia FAZ
HbS/HbC FSC
HbA/HbC FAC
HbS/outra variante B FSXp
HbA/variante B FAX3
pBO-talassemia F
B*-talassemia FA
Hb variante B / Hb variante B FXp
HbA/variante o FFaAXq
HbS/variante o F FoA XaSS«
Hb variante o / Hb variante o Fo Xo

Xp = 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 varias variantes de hemoglobina em Focagem Isoelétrica. As
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2.4.2. Cromatografia Liquida de Alta Performance

A Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) consiste numa técnica
vastamente aplicada no diagnéstico laboratorial das hemoglobinopatias. Trata-se de um
método cromatografico de alta resolugdo que se baseia na separagdo entre uma fase
movel liquida e uma fase estacionaria sélida [2], [75]. Esta € uma metodologia aplicada
a varias categorias de substincias, nomeadamente vitaminas, corantes sintéticos,
pigmentos naturais, contaminantes, aminoacidos, lipidos e carboidratos [75]. A HPLC
pode ser classificada em varias categorias dependendo da fase estacionaria utilizada:

HPLC por adsorcéo, particdo, troca idnica e ainda por exclusdo de tamanho [75], [76].

A HPLC é particularmente eficaz na identificacdo e quantificagdo de hemoglobinas
normais e variantes, nomeadamente no dmbito de rastreios, dado que possui elevadas
sensibilidade e capacidade de processamento de um grande niumero de amostras com
fiabilidade e rapidez [2], [77], [78].

No contexto especifico em estudo, o diagnéstico de hemoglobinopatias, a HPLC é
geralmente utilizada na sua configuragédo de troca catiénica, na qual as hemoglobinas
(carga positiva), sdo adsorvidas a fase estacionaria (carga negativa) presente numa
coluna de cromatografia, sendo posteriormente eluidas por uma fase moével com
concentragao crescente de catides, que competem pelos sitios de ligagao. A separacéo
€, portanto, baseada na afinidade relativa de cada variante de hemoglobina com a fase
estacionaria, o que resulta em diferentes tempos de retencdo. Os varios tipos de
hemoglobinas, quer as normais como as variantes possuem cargas diferente, o que Ihes
permite ser identificadas por esta metodologia. Quanto mais positivamente carregadas
estiverem as hemoglobinas, maior sera o tempo de retencéo [2], [75], [76]. Através desta
metodologia de separacdo, as hemoglobinas podem ser detetadas no eluido por
fotometria a dois comprimentos de onda e presuntivamente identificadas através do seu
tempo de retencdo. A quantificacao é realizada através da utilizacido de softwares
especificos para o efeito, que medem os picos do cromatograma gerado [2], [75]. O

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

Uma das principais vantagens da HPLC em relagdo a métodos classicos, como a
eletroforese, reside na sua capacidade de processamento de grandes volumes de
amostras de forma automatizada. Além disso, sao requeridos baixos volumes de sangue

(cerca de 5ul) o que a torna util em programas de rastreio neonatal.

A HPLC fornece resultados semiquantitativos e tem a capacidade de detetar

simultaneamente varios 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].

Nao obstante as suas vantagens, a HPLC também apresenta limitacoes,
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 identificagdo inequivoca destes tipos
de hemoglobina. Além disso, existem inUmeras variantes de hemoglobina que podem
apresentar tempos de retengao sobrepostos, o que significa que a HPLC nao deve ser
usada de forma isolada para fornecer diagnésticos definitivos, devendo ser

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

Posto isto, a HPLC é uma metodologia sensivel e eficiente para a identificacdo e
quantificacdo de hemoglobinas variantes, tendo especial relevancia em contextos
clinicos e programas de saude publica direcionados para a prevengdo de
hemoglobinopatias. Dadas as suas vantagens deveria ser, idealmente, aplicada no
ambito de rastreios neonatais e populacionais, embora a sua implementagido em
contextos de baixos recursos, como em muitos paises africanos de baixa renda, possa
ser limitada por fatores como o custo dos equipamentos, reagentes e manutengdes [2],
[76], [78].

Injecdo da amostra

Separacéao das diferentes hemoglobinas através

,—] das suas velocidades de migracao
|

Injetor

Bomba de _ 4.
solvente [ j

\ )

i
\ \ Detecdo das hemoglobinas por

T absorcdo de luz a medida que
=4 $ saem da coluna
Sinal do detetor A A
Fase movel
Tempo

Figura 2.6: Esquema representativo do processo de HPLC para separagdo de
hemoglobinas. A amostra ¢ injetada no sistema, é transportada pela fase movel através da
coluna cromatografica e as hemoglobinas sdo separadas com base no seu tempo de
retengdo. A medida que saem da coluna sdo detetadas por absorgdo de luz, gerando um
cromatograma com picos especificos 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 investigagao
de hemoglobinopatias, permitindo a quantificacao das variantes de hemoglobina. Esta
técnica destaca-se pela elevada sensibilidade, rapidez e ainda pelo facto de possuir um
elevado grau de automacéao. Segue o principio dos métodos eletroforéticos, no qual as
fracdes de hemoglobina sao separadas com base na sua mobilidade em tampéao alcalino
(pH 9,4), utilizando um capilar de silica com 25-100 um de didmetro [73], [80]. Assim,
ao contrario das eletroforeses em gel ou em acetato de celulose, na EC, € usado um

meio de suporte liquido — o tampao alcalino.

O processo envolve, numa primeira fase, a lise dos eritrécitos nas amostras de sangue,
que sdo, numa segunda fase, injetadas no extremo anddico do capilar de silica. Apds a
aplicagdo de uma corrente elétrica, as fragdbes de hemoglobina migram a diferentes
velocidades para o catodo, sendo a detecao otica realizada a 415 nm [73], [81]. O
interior do tubo capilar, por ter silica, possui cargas negativas na sua superficie. Essas
cargas negativas interagem com os ides positivos da solugao de tampao alcalina,
formando duas camadas elétricas — uma fixa, composta pelas cargas negativas na
parede do capilar, e uma modvel, composta pelos ides positivos da solugdo, que se
deslocam em diregao ao catodo sob influéncia do campo elétrico. Este movimento leva
a formacao de um fluxo de liquido no interior do capilar (fluxo eletroendosmético).
Simultaneamente, cada molécula da amostra, nomeadamente as hemoglobinas, tem
uma mobilidade eletroforética caracteristica, ou seja, as moléculas negativas tendem a
mover-se em direcdo ao anodo e as positivas para o catodo. Contudo, o fluxo
eletroendosmoético é mais intenso do que a forca do campo elétrico sobre as moléculas,
pelo que essas sao levadas até ao detetor no catodo. A separacdo das hemoglobinas
ocorre entdo em fungao da carga elétrica das moléculas e do fluxo eletroendosmético,
resultando na formacdo de picos especificos num eletroferograma. E este equilibrio
entre o fluxoeletrosmaético e a mobilidade eletroforética das moléculas, por vezes em
sentidos opostos, que permite uma separacgao eficiente e de elevada resolucao entre os
diferentes componentes da amostra [2]. Na Figura 2.7 encontra-se uma representagao
deste processo. A posterior andlise do eletroferograma permite a identificagdo das
diferentes fragcoes, bem como a sua quantificagdo, o que se traduz num dos principais

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

A EC ¢é especialmente eficaz na detegao de variantes presentes em baixa concentracgéao.
Uma das principais vantagens relativamente a Cromatografia Liquida de Alta

Performance (HPLC) esta relacionada com a sua capacidade para separar e quantificar

25



HbA2, mesmo na presenga de HbE, que noutras técnicas eletroforéticas migra perto da
HbA: [73], [73]. Apresenta uma tecnologia mais avangada e com melhor resolu¢ao do
que outros métodos eletroforéticos, como as eletroforeses em pH acido e alcalino e a

Focagem lIsoelétrica [2].

Além disso, consiste numa técnica automatizada e permite a analise em paralelo de
multiplas amostras, constituindo-se como uma opcédo adequada para aplicagao no
ambito os rastreios populacionais e ambientes laboratoriais com elevado volume de

amostras [73].

Por outro lado, como qualquer outra metodologia, a EC também apresenta limitacoes,
nomeadamente o facto de os picos da HbC e HbA; surgirem sobrepostos, ndo sendo
possivel a quantificagdo da HbC. Assim, a EC, a semelhancga das restantes técnicas,
nao consegue identificar todos os tipos de hemoglobina, devendo ser complementada
com métodos moleculares, HPLC ou testes de solubilidade para permitir a identificacao

precisa das variantes [81], [82].

Injecao da amostra

000000000000000000

Catodo

000000000000000000

| o==p
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Fluxo
eletroendosmético

Figura 2.7: Esquema representativo do processo de Eletroforese Capilar para separacéo
de hemoglobinas. A amostra ¢é injetada num capilar de silica preenchido por um tampéao
alcalino e é submetida a um campo elétrico. O fluxoeletroosmaético move as moléculas em
diregdo ao catodo. As hemoglobinas migram a velocidades distintas e sdo detetadas por
absor¢ao de luz ao alcangarem 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 sequenciagado de Sanger, abordados mais a frente.

A PCR consiste numa técnica que permite a amplificagcdo de uma sequéncia especifica
de DNA (Acido Desoxirribonucleico) a partir de uma quantidade reduzida de material
genético [83]. A sua elevada sensibilidade torna-a numa metodologia viavel para o uso
no contexto de rastreios neonatais, nos quais é frequentemente usado sangue seco em

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

O principio da técnica baseia-se na amplificagdo de uma regido de interesse do DNA,
utilizando ciclos repetidos de variagoes de temperatura. O processo é baseado, entao,
em ciclos térmicos que envolvem trés etapas principais: (1) desnaturagdo do DNA
(através da temperatura, geralmente >90°C), que consiste na separagdo das duas
cadeias; (2) hibridagéo, durante a qual sequéncias especificas de DNA complementares
a regiao-alvo, designadas por primers, se ligam ao DNA molde; (3) extensao, 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 duplicagdo da
quantidade de DNA a cada ciclo, o que resulta na obtengdo de milhares de copias do
DNA alvo [84], [85]. O processo é realizado num equipamento designado por
termociclador, que permite o controlo do numero de ciclos, bem como das temperaturas

de cada etapa [84].

Os principais componentes requeridos para realizacdo da PCR sdo o DNA molde,
primers especificos para a regido a amplificar, nucleétidos (A, T, C e G), e uma enzima

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

Anteriormente a realizacao da técnica de PCR propriamente dita, € necessaria a
extracdo do DNA da amostra em estudo, o que pode ser feito através de varios métodos
como métodos de ebuli¢ao, a lise alcalina, o uso de resina Chelex, a extragao com fenol-

cloroférmio ou ainda métodos comerciais [73].

No ambito do diagndstico de hemoglobinopatias, a técnica de PCR enfrenta alguns
desafios técnicos. Enquanto a amplificacdo do gene da B-globina tende a ser
relativamente simples, os genes da oa-globina, HBA1 e HBA2, apresentam
particularidades que dificultam o processo. Esses genes apresentam um elevado
conteudo GC, o que aumenta a estabilidade da dupla hélice de DNA, dificultando a sua

desnaturagao. Além disso, regides ricas em GC s&o propensas a formagao de estruturas
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secundarias, como “hairpins”, que podem dificultar ou impedir a ligagéo dos primers e
ainda interferir com a atividade da DNA polimerase. Aos obstaculos ja referidos
acrescenta-se o facto de os genes HBA1 e HBA2 possuirem uma homologia superior a
96%, o que dificulta o desenho de primers especificos para o gene a amplificar e

aumenta significativamente o risco de falhas na amplificagao [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 reacao

se deu corretamente e detetar possiveis contaminacgdes.

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

A técnica molecular PCR-RFLP, do inglés Polymerase Chain Reaction — Restriction
Fragment Lenght Polymorphism, consiste numa metodologia bastante utilizada para a
genotipagem de polimorfismos de nucleétido unico (SNPs) e identificacdo de mutagdes

especificas.

O PCR-RFLP baseia-se no uso de enzimas de restricao que reconhecem o alelo mutado
ou o alelo normal [24], [73]. Isto significa que as enzimas usadas reconhecem e
hidrolisam sequéncias especificas de nucleétidos. Caso se esteja perante a presenca
de uma mutagao, como um SNP, que afete esse local de reconhecimento, a enzima nao
ird conseguir hidrolisar, o que alterara, consequentemente, o padréo dos fragmentos de
DNA produzido. Esses mesmos fragmentos sao separados por eletroforese em gel, o

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

De forma geral, o procedimento associado a esta metodologia consiste na extragao do
DNA e posterior amplificagao por PCR. Concluida a amplificacado, o produto do PCR é
incubado com uma enzima de restricao adequada a mutagdo em estudo. Da digestao
enzimatica resultam fragmentos que, quando separados por eletroforese, demonstram

padrdes distintos consoante o gendtipo da amostra em estudo [73].

Esta é uma metodologia muito utilizada, por exemplo, para a identificagdo da mutagao
responsavel pela HbS, que remove o local de reconhecimento de varias enzimas de
restricdo, como a Mstil, a Ddel ou a Bsu361 [24], [87].

O PCR-RFLP destaca-se pelo seu baixo custo e facilidade de execugéo e interpretagao,
sendo apropriado para laboratérios com recursos limitados. Porém, é uma técnica de
baixo rendimento, dado que envolve varias etapas manuais. Quanto as suas limitagbes,

€ importante ter em conta o risco de digestdo incompleta, o que pode levar a
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interpretacdes erradas, como por exemplo o diagnéstico errébneo de um heterozigotico
como sendo homozigotico. Posto isto, a inclusdo de controlos positivos de gendtipos

conhecidos é crucial [73].

2.4.5. Gap-PCR:

O Gap-PCR é uma técnica utilizada para a dete¢cao de mutagdes causadas por delecdes
conhecidas, sendo vastamente usada no diagnostico molecular de hemoglobinopatias
[88]. Consiste hum método rapido, de baixo custo e eficaz para a identificacdo das
dele¢cdes mais comummente associadas a doengas como a alfa e beta-talassemia, o
que demonstra a sua utilidade no rastreio de hemoglobinopatias [88], [89]. Além disso,
muitas das mutacdes responsaveis pela alfa-talassemia sdo demasiado grandes para
serem detetadas por sequenciacao, situagdes nas quais o Gap-PCR é uma mais-valia
[73]. Esta técnica é particularmente util na dete¢cdo das delegbes mais comuns de o-

talassemia, como a -a>"*® e -o*2* [71], [88], [89].

O Gap-PCR baseia-se na utilizacdo de trés primers, dois externos, que flanqueiam a
delecdo em estudo, e um terceiro interno que se localiza dentro da regiado deletada. Em
individuos normais, sem delecao, os primers externos estido demasiado afastados para
permitir a amplificacdo do fragmento. Nesta situagcao apenas o primer interno € um dos
externos estao suficientemente proximos para produzir um produto de amplificagao. Ja
na presenca da delegdo, a regido complementar ao primer interno é removida,
impedindo a amplificagdo com esse primer. No entanto, a distancia entre os primers que
flanqueiam a dele¢ao diminui, permitindo a amplificagdo do fragmento de DNA,
originando-se um produto de PCR com um tamanho especifico [1], [24], [25], [88]. Os
tamanhos dos fragmentos amplificados sao analisados através de eletroforese em gel,

permitindo assim a interpretacédo do gendtipo do individuo.

A principal vantagem do Gap-PCR prende-se com o facto de ser um método rapido,
barato e eficiente para detetar grandes delecées [89]. Contudo, o seu uso requer que a
mutacdo alvo esteja previamente caracterizada bem como a correta otimizagdo e

validagdo dos protocolos.

2.4.6. Sequenciagao de Sanger

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

da técnica de sequenciacdo de DNA mais amplamente utilizada [90].
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Esta técnica baseia-se na sintese de DNA a partir de um molde previamente amplificado
por PCR. E utilizada uma DNA polimerase, os quatro desoxinucleétidos (dNTPs) - dATP,
dCTP, dGTP e dTTP -, bem como uma mistura de didesoxinucleétidos (ddNTPs), sendo
que estes ultimos, pelo facto de ndo possuirem o grupo hidroxilo na posi¢céao 3’, levam a
interrupcao da extensao da cadeia de DNA, quando incorporados na mesma [1], [73],
[90]. A identificagao da base onde ocorreu a terminacao da cadeia é possivel devido ao
facto de cada ddNTPs ser marcado com um fluoréforo especifico. Durante o ciclo de
sequenciagao sao produzidos milhares de fragmentos de DNA, que diferem entre si por
apenas uma base. Estes fragmentos sao posteriormente separados por eletroforese
capilar, sendo detetados através de um sistema 6tico que regista a fluorescéncia emitida
por cada ddNTP a medida que passam por um laser. A ordem pela qual os fragmentos
passam é registada, o que permite a reconstrucao da sequéncia de DNA original [1],
[73], [91]. Desta forma, o resultado final consiste numa leitura direta da sequéncia
nucleotidica, analisada por um software especifico, que permite a identificagcdo de
qualquer alteragdo no fragmento alvo [1], [88]. A Figura 2.8 ilustra o funcionamento

descrito desta técnica molecular.

A sequenciagdo de Sanger permite ndo s a identificacdo de mutagdes comuns e
conhecidas, como também de mutacdes raras e até desconhecidas, sendo considerado
um método gold standard [89], [91]. Esta técnica molecular é de uma grande relevancia
para o diagnostico molecular das hemoglobinopatias, especialmente de p-talassemia e
das variantes estruturais da hemoglobina. Relativamente ao diagnostico de f-
talassemia, a sequenciacdo do gene HBB ¢é vastamente utilizada, dado que a maior
parte das mutacdes responsaveis pela doencga consistem em mutagdes pontuais [72],
[73]. Esta abordagem é especialmente util no diagnéstico pré-natal, dada a possivel
diversidade de mutacbes entre as populacdes em estudo [1]. No caso de a-talassemia
nao delecional, Sanger é o método mais apropriado para a detegdo de mutagdes,
evitando a necessidade de realizar varios testes especificos para cada mutagao [25],
[91]. Nao obstante, a maioria das a-talassemias resulta de grandes delegbes, as quais
nao sado detetadas por esta metodologia. Por isso, a sequenciagao deve ser usada como

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

Para além das talassemias, a sequenciagdo de Sanger desempenha um papel
fundamental na identificagao de variantes estruturais da hemoglobina, como a HbS ou
HbC causadas por mutag¢des que conduzem a substituicdo de aminoacidos nas cadeias
de globina [92].
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Posto isto, a elevada precisao e capacidade de identificar mutagdes pontuais, pequenas
insercdes e delegdes, tornam a sequenciacao de Sanger importante no contexto do

diagnoéstico de hemoglobinopatias.
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Figura 2.8: Esquema representativo da sequenciagdo de DNA pelo método de Sanger. A
amostra de DNA é amplificada por PCR com dNTPs e ddNTPs, estes ultimos marcados com
fluoréforos. A incorporagao aleatéria dos ddNRPs gera fragmentos de diferente comprimentos,
cada um terminando com uma base marcada. Apds separagdo por eletroforese capilar, os
fragmentos passam por um feixe laser, sdo detetados com base na emisséo fluorescente e
convertidos num cromatograma, que representa a sequéncia do DNA. Adaptado de Sigma-
Aldrich [93].
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral da presente dissertacao de mestrado prende-se com a caracterizagao
molecular das variantes de Hemoglobina encontradas durante um Programa de Rastreio
Neonatal de Anemia das Células Falciformes (ACF) em Angola, contribuindo para a

compreensao da diversidade genética das hemoglobinas nesse pais.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Como objetivos especificos da presente dissertagdo, foram tragados os seguintes:

o Identificar as variantes de hemoglobina detetadas em amostras de recém-
nascidos através de Focagem Isoelétrica (IEF), no ambito do rastreio neonatal
de ACF, e avaliar a sua prevaléncia.

e Caracterizar molecularmente as variantes de hemoglobina identificadas,
recorrendo a técnicas moleculares, nomeadamente PCR-RFLP, Gap-PCR e
sequenciagao de Sanger.

e Avaliar o potencial impacto clinico das variantes detetadas, com base na
literatura cientifica acerca das mutagdes detetadas.

e Contribuir com dados relevantes para a consolidagao de programas de rastreio

neonatal de hemoglobinopatias em Angola e noutros contextos idénticos.
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4. MATERIAL E METODOS

41. TIPO DE ESTUDO E POPULAGAO

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 criangcas com Anemia das
Células Falciformes, no Hospital Materno Infantili Dr. Manuel Pedro Azancot de

Menezes, Angola”.

A populagdo em estudo consiste na totalidade das criangas nascidas na maternidade
do Hospital Materno Infantil Dr. Manuel Pedro Azancot de Menezes, em Angola, cujos
responsaveis 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 ETICOS

O projeto na base da presente dissertagdo de mestrado foi aprovado pelo Comité
Nacional de Etica de Angola (CE. N°21/MINSA.INIS/2023) e pela Comissao de Etica da
Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa (CE-ESTeSL-N°. 28-2023) (Anexos
| e Il). Além disso, todos os representantes legais dos recém-nascidos incluidos no
estudo assinaram um consentimento informado (Anexo Ill). As amostras foram
devidamente codificadas, de forma a garantir que apenas os médicos responsaveis pelo

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

Previamente a recolha de amostras no Hospital Materno Infantil Dr. Manuel Pedro
Azancot de Menezes, foi solicitada as gravidas a autorizacdo para participacdo dos

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

).

Foram colhidas amostras de sangue total, do calcanhar dos recém-nascidos, para papel
de filtro, através de puncao com lanceta estéril. Foram colhidos, para o papel, dois
circulos de sangue de cada recém-nascido, tendo sido cada cartdo identificado com o
numero da amostra correspondente. Os nomes e, sempre que possivel, os contactos
telefénicos e morada dos pais foram registados em formulario proprio, de forma a
possibilitar futuros contactos em caso de diagndstico de ACF ou outra hemoglobinopatia

com significado clinico.

As amostras de sangue foram conservadas a uma temperatura de 4°C até serem
transportadas para a Escola Superior de Tecnologias da Saude de Lisboa, instituicdo

na qual foram analisadas as amostras.

4.4, FOCAGEM ISOELETRICA

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
Migele™ e o kit comercial RESOLVE™ Hemoglobin kit Assay.

A primeira etapa do procedimento consistiu em cortar, com o auxilio de um furador
metalico, discos de papel (com sangue seco) de 6 mm de didmetro. Posteriormente
realizou-se a eluigdo das amostras a partir das manchas secas de sangue em papel de
filtro, através da adigdo de solugao de eluigdo fornecida no kit (Hb elution solution), e
subsequente agitacao. Apos a preparagao do gel e aplicagdo das amostras no mesmo,
com recurso a um template (sample application template), foram posicionadas tiras
(paper wicks) embebidas em solugdes catddicas e anddicas nas respetivas posigdes. O
gel foi entdo transferido para o equipamento de eletroforese, Migele™. Logo apds,
programou-se a fonte de energia a 30 Watts, 1200 Volts, 100 miliamperes, durante 110
minutos, dando-se inicio a eletroforese. Concluida esta etapa, fixou-se o gel com Acido
Tricloroacético (TCA) a 10%. Por fim, procedeu-se a realizagédo de lavagens e a
coloragao do gel com solugdes fornecidas pelo kit. O protocolo detalhado encontra-se

no Apéndice Il
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4.5. EXTRAGAO DE DNA

A extracdo de DNA a partir das manchas de sangue seco em papel de filtro foi realizada
com recurso ao kit comercial QlAamp DNA Mini Kit da QIAGEN.

Antes de iniciar o protocolo, a bancada foi desinfetada com lixivia a 10% e com a solugéo
Nucleases and Nucleic Acid Cleaner, da NZYtech. A extracao iniciou-se com a obtengao
de trés discos de amostra, com o auxilio do furador metalico. Esses foram colocados
em Eppendorfs de 2 mL, seguindo-se a adicao de 180 ul de buffer de lise de tecidos
(buffer ATL) e incubacdo a 85°C durante 10 minutos. Apés centrifugagao, adicionou-se
proteinase K e incubou-se a 56°C durante uma hora. De seguida adicionou-se buffer de
lise (buffer AL), incubou-se a 70°C durante 10 minutos e, apds nova centrifugacao,
adicionou-se etanol. A amostra foi depois transferida para uma coluna QlAamp, na qual
ocorre a retencdo do DNA apds centrifugacdo. Seguiram-se ciclos de lavagens e
centrifugacdo com os buffers AW1 e AW2. Por fim, realizou-se uma primeira eluicao
com 50 ul de buffer de eluigao (buffer AE), seguida de incubagéo durante 40 minutos a
55°C e de uma nova eluicdo para melhorar a eficacia da extragdo. O protocolo completo

e detalhado encontra-se no Apéndice lll.

4.6. PCR-RFLP PARA DETEGAO DO SNP RS334 (HBS)

O PCR-RFLP foi realizado com o intuito de detetar o SNP rs334 (HBB: c.20A>T,
p.Glu7Val), responsavel pela HbS.

Para a reagao de PCR utilizaram-se os primers Forward e Reverse apresentados no
quadro 4.1, os quais permitem amplificar um fragmento de 390 pb (Apéndice IV).
Preparou-se uma Master Mix, cuja composic&o para o processamento de uma amostra
é a seguinte: 1ulL de primer Forward (Quadro 4.1), 1uL de primer Reverse (Quadro 4.1),
2uL de agua destilada e 10 pL de Colourless master mix da NZYtech. A esta mistura
foram adicionados 6 UL de amostra, totalizando 20uL por reacao (14ulL de Master Mix +
6 uL de amostra). A amplificagao foi realizada no termociclador T100 Thermal Cycler

da Bio-Rad, utilizando as condi¢bes descritas no quadro 4.2.

Durante o tempo de amplificagao, procedeu-se a preparagao da mistura enzimatica para
a digestao dos produtos amplificados. A enzima de restricao utilizada foi a Bsu361 (New
England Biolabs), que é produzida numa estirpe de E. coli geneticamente modificada
para expressar o gene Bsu36l de Bacillus subtilis [70]. Esta enzima reconhece o local
de restrigdo 5 CC{TNAGG 3, hidrolisando entre a citosina (C) e a timina (T). No alelo
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Wild type (auséncia do SNP rs334), o fragmento amplificado apresenta dois locais de
restricdo para a Bsu36I, originando trés fragmentos com 201, 176 e 13 pb (Apéndice V).
Na presenca da mutacio (alelo mutado), a enzima reconhece apenas um local de

restricao, resultando em dois fragmentos, com 377 e 13 pb (Apéndice V).

Para cada amostra, a enzima foi preparada através do seu descongelamento e posterior
adicao de 2uL de tampao rCutSmart (New England Biolabs), 5 uL de agua destilada e

1 uL de enzima.

Apébs o término da amplificacdo, os produtos amplificados foram entdo submetidos a
digestao enzimatica com a enzima de restricdo Bsu361. Foram incubados 12 uL de
produto de PCR com 8 pL da mistura enzimatica a 37°C durante 3 horas, para que se

desse a digestéao.

Por fim, os produtos resultantes da digestao foram separados por eletroforese em gel
de agarose a 2% em tampéo Tris-Borato-EDTA (TBE) e visualizados sob luz UV para
analise do padrao de digestao. 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 Sequéncia
Forward 5" ACCTCACCCTGTGGAGCCAC ¥
Reverse 5" ACCAGCAGCCTAAGGGTGGGAAAATACACC 3’

Quadro 4.2: Condigbes da reagao de PCR para detegéo do rs334

Etapa Temperatura Duragao Ciclos
95.0°C 5 minutos 1
Desnaturagéo
94.0°C 30 segundos
Hibridagéo 57.0°C 30 segundos 35
Extensao 72.0°C 30 segundos
Extensao final 72.0°C 10 minutos 1
Standby 4.0°C o (indefinido) 1
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4.7. PESQUISA DA DELEGAO -o37kb

Para a pesquisa da delegéo -a"% recorreu-se a técnica de Gap-PCR, ja abordada no
capitulo 2. Embora o Gap-PCR classico faca 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 Unica reagao de amplificacao, foram realizadas duas, uma

para cada gene, HBA1 e HBAZ2, tal como descrito pelos mesmos autores.

No alelo normal, os primers A e B (Quadro 4.3) amplificam um fragmento de 999 pb
(Apéndice VI), correspondente ao gene HBA2, enquanto os primers A’ e C (Quadro 4.3)
amplificam um fragmento de 2182 pb (Apéndice VII), correspondente ao gene HBA1. O
primer A’ desempenha um papel crucial na detecao da delegao em estudo, tendo sido
desenhado para se ligar as regides homdlogas Y, que se encontram presentes tanto no
gene HBA1 como no HBAZ2, tal como descrito no capitulo 2.2.2.2. Deste modo, o primer
A’ pode emparelhar-se com a regidao Y de ambos os genes, permitindo a amplificacao
de fragmentos com tamanhos distintos, dependendo da presenca ou auséncia da
delecdo. A Figura 4.1 representa esquematicamente os locais de ligacdo dos primers

referidos, de forma a clarificar o descrito neste excerto.

A delegdo -a°-™** conduz a remogao parcial de ambos os genes, incluindo a regi&o Y do
gene HBA1. Com a remocgao dessa regido, o local de ligagdo do primer A’ no HBA1
deixa de existir, impedindo a amplificagdo do fragmento de 2182 pb. Por outro lado, a
regido Y do gene HBA2, que permanece intacta e onde o primer A’ consegue ligar-se,
passa a estar mais proxima da regido de emparelhamento do primer C. Esta nova
proximidade permite que os primers A’ e C amplifiquem um fragmento de
aproximadamente 1900 pb (Apéndice VIII), que é especifico da presenga da delegéo -
a®-7. Ja na auséncia da delegao, a distancia entre os primers A’ (regiao Y do gene HBA1)
e C (jusante do gene HBA1) é demasiado grande para permitir a amplificagdo do
fragmento. Assim, a presenca de um unico fragmento de 1900 pb indica a existéncia do
alelo deletado em homozigotia, enquanto a presenga exclusiva dos fragmentos de 999
pb (A/B) e 2182 pb (A’/C) indica um genétipo normal, ou seja, sem delegdo. Por fim, nos

individuos heterozigoéticos observa-se a presenga simultanea dos trés fragmentos.
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Quadro 4.3: Primers utilizados no Gap-PCR para identificagdo da delegao -a3-7

Primer Sequéncia
A 5" GGACTCCCCTGCGGTCCAGG 3’
B 5" CTCCATTGTTGGCACATTCCGGG 3’
A 5" GGGATGCACCCACTGGCACT ¥
C 5" CTGCTGTCCACGCCCATGCC ¥

Alelo normal:

HBA2 HBA1
A B c

1
5’—|Y2 Exoes/introes 4|Y1| Exdes/intrdes f—— 3’

Alelo mutado (-03-7):

5 2| | 3

HBA2/HBA1

Figura 4.1: Representacdo esquematica dos locais de ligacao
dos primers A, B, C e A’, usados no Gap-PCR para a pesquisa
da delegdo -a37.

Para a pesquisa da delecdo foram entao realizadas duas reagcdes de PCR distintas,

cada uma com um par de primers distinto, como discutido.

Na reacao destinada a amplificagdo do gene HBA1 foram utilizados, por cada amostra
a processar, 10 uL de enzima Platinum Hot-Start (Thermo Fisher), 4 uL de GC Enhancer,
1 WL do primer A’ (Quadro 5), 1 yL do primer C (Quadro 5), 2 uL de agua destilada e 2
ML de amostra, perfazendo um volume total de 20 uL. Para a amplificagdo do gene
HBAZ2, a mistura reacional continha 10 uL da mesma enzima, 4 uL de GC Enhancer, 1
ML de primer A (Quadro 5), 1 yL de primer B (Quadro 5), 2 uL de Cloreto de Magnésio
e 2 yL de amostra, num volume total de 20 yL. A amplificagdo foi posteriormente
realizada no Termociclador T100 Thermal Cycler da BioRad, utilizando as condigbes de

amplificagéo descritas no quadro 4.4.
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Para permitir a observacéo e interpretacdo dos resultados, procedeu-se a analise dos
produtos amplificados por eletroforese em gel de agarose a 2% e posterior visualizagao
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: Condigbes da reacédo de PCR para a amplificagdo dos genes HBA1 e HBA2 para
a pesquisa de delegao -a3:7kb

Etapa Temperatura Duragao Ciclos
Desnaturagao inicial 94.0°C 5 minutos 1
Desnaturagéo 94.0°C 1 minuto
Hibridagéo 64.0°C 1 minuto 40
Extenséo 68.0°C 1 minuto
Extenséo final 68.0°C 10 minutos 1
Standby 4.0°C 0 (indefinido)

4.8. AMPLIFICAGAO DO GENE HBB

Para que posteriormente pudesse ser realizada a sequencia¢ao de Sanger dos exdes 1

e 2 do gene HBB, foi realizada a sua amplificacao 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 (Apéndice 1X).

Para a reacdo de PCR preparou-se uma Master Mix, cuja composicao para o
processamento de uma amostra € a seguinte: 0.5 yL de primer Forward (Quadro 4.5),
0.5 uL de primer Reverse (Quadro 4.5), 6.5 uL de agua destilada e 12.5 pyL de enzima
Taq Platinum (Thermo Fisher). Para cada reagéo foram adicionados 5 yL de amostra,
totalizando 25 pyL (20 yL de Master Mix. + 5 pyL de amostra). A amplificagao foi
posteriormente realizada no Termociclador T100 Thermal Cycler da BioRad, utilizando

as condi¢des de amplificagdo descritas no quadro 4.6.

Para verificar a correta amplificagdo dos exdes 1 e 2 do gene HBB, os produtos
amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2% em tampéao TBE

e visualizados sob luz UV.
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Quadro 4.5: Primers utilizados para a amplificagéo do 1° e 2° exdo do gene HBB

Primer Sequéncia
Forward 5" AGCAGGGAGGGCAGGAGCCAG ¥
Reverse 5" CCCCTTCCTATGACATGAACTTAACC ¥

Quadro 4.6: Condigdes da reacgédo de PCR para a amplificagédo do 1° e 2° exdo do gene HBB

Etapa Temperatura Duragao Ciclos
Desnaturagéo inicial 95.0°C 5 minutos 1
1° ciclo
Desnaturacgéao 94.0°C 15 segundos
Hibridagédo 65.0°C 15 segundos 10
Extensao 68.0°C 30 segundos
2° ciclo
Desnaturacgéao 94.0°C 15 segundos
Hibridagédo 62.0°C 15 segundos 30
Extenséo 68.0°C 30 segundos
Extenséo final 68.0°C 5 minutos 1
Standby 4.0°C o (indefinido) 1

Apods a analise dos resultados da sequenciacéo, optou-se por realizar, adicionalmente
para algumas amostras, a sequenciagédo do 3° exdo do gene HBB, pelo que foi
necessario proceder a sua amplificacdo 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 (Apéndice X).

Para a reacdo de PCR preparou-se uma Master Mix, cuja composicao para o
processamento de uma amostra consistiu na seguinte: 2 uL de primer Forward (Quadro
4.7), 2 uL de primer Reverse (Quadro 4.7), 3.5 yL de agua destilada e 12.5 pL de enzima
Taq Platinum (Thermo Fisher). Para cada reagao foram adicionados 5 uL de amostra,
totalizando 25 pL (20 pyL de Master Mix. + 5 uyL de amostra). A amplificagdo foi
posteriormente realizada no Termociclador T100 Thermal Cycler da BioRad, utilizando

as condicdes de amplificacdo descritas no quadro 4.8.

De forma a confirmar a correta amplificagdo do 3° exdao do gene HBB, os produtos
amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2% em tampao TBE

e visualizados sob luz UV.
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Quadro 4.7: Primers utilizados para a amplificagdo do 3° exao do gene HBB

Primer Sequéncia
Forward 5" CATGCCTCTTTGCACCATTC &
Reverse 5 TTAGCTGTTTGCAGCCTCAC 3

Quadro 4.8: Condigdes da reacédo de PCR para a amplificagédo do 3° exdo do gene HBB

Etapa Temperatura Duragao Ciclos
Desnaturagéo inicial 95.0°C 5 minutos 1
1° ciclo
Desnaturagao 94.0°C 15 segundos
Hibridagéo 55.0°C 15 segundos
Extenséo 68.0°C 15 segundos 40
Extenséo final 68.0°C 5 minutos
Standby 4.0°C 0 (indefinido) 1

4.9. AMPLIFICAGAO DOS GENES HBA1 E HBA2

Para a amplificagdo por PCR dos 3 exdes 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 (Apéndice XI).

Para a reagdo de PCR foi usada uma Master Mix cuja composicdo para o
processamento de uma amostra é a seguinte: 1uL de primer Forward (Quadro 4.9), 1uL
de primer Reverse (Quadro 4.9), 2.5 yL de enzima Taq Platinum (Thermo Fisher), 5 uL
de GC Enhancer e 0,5 uL de Cloreto de Magnésio (MgCl,). Para cada reagao foram
adicionados 5 uL de amostra, totalizando 28 yL (23 uL de Master Mix. + 5 uL de
amostra). A amplificagao foi posteriormente realizada no Termociclador T100 Thermal

Cycler da BioRad, utilizando as condi¢gdes de amplificagdo descritas no quadro 4.10.

De forma a confirmar a correta amplificagao, os produtos amplificados foram analisados

por eletroforese em gel de agarose a 2% em tampao TBE e visualizados sob luz UV.
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Quadro 4.9: Primers utilizados para a amplificacdo dos 3 exdes dos genes HBA1 e HBA2

Primer Sequéncia
Forward (HBA1 e HBA2) 5 GGTGCACGAGCCGACAGCGC 3’
Reverse (HBA1) 5 CTGGACTTCGCGGTGGCT 3’

Reverse (HBA2) 5" GCAGGCCTGGCACCTCTCAG &

Quadro 4.10: Condi¢des da reagédo de PCR para a amplificagcao dos 3 exdes dos genes HBA1

e HBA2
Etapa Temperatura Duragao Ciclos
Desnaturagao inicial 95.0°C 5 minutos 1
1° ciclo
Desnaturagao 94.0°C 15 segundos
Hibridagédo 55.0°C 15 segundos
40
Extensao 68.0°C 15 segundos
Extensao final 68.0°C 5 minutos
Standby 4.0°C o (indefinido) 1

4.10. SEQUENCIAGAO DE SANGER DOS GENES ALFA E BETA

A sequenciagao de Sanger dos genes HBB e HBA, foi realizada pela empresa StabVida,
que se encarregou também pela purificagdo prévia das amostras enviadas para analise.
Para além das amostras a analisar, foram igualmente enviados os primers especificos
utilizados nas reagées de amplificagao (descritos nos capitulos 4.8 e 4.9), que serviram
de base para a sequenciagao. Primeiramente, as amostras foram sequenciadas usando
os primers forward, tendo-se recorrido aos primers reverse apenas quando se mostrou

necessario.

Importa referir que se verificaram dificuldades técnicas na amplificagdo dos genes HBA1
e HBA2, tendo inviabilizado a sua sequencia¢gao na maioria das amostras previstas. No
caso do HBAZ2 foi possivel obter resultados em parte das amostras planeadas, ja
relativamente ao HBA1, nao foi possivel proceder a sequenciagdo de nenhuma das

amostras, como sera discutido mais a frente.

Os resultados da sequenciagao foram fornecidos sob a forma de cromatogramas em
ficheiros .ab1, que foram analisados manualmente com o auxilio do software de
visualizagao de sequéncias Chromas (verséo 2.6.6). No mesmo software, procedeu-se

a correcao manual das sequéncias nucleotidicas. A interpretacdo das sequéncias teve
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em conta a definigdo clara dos picos, bem como a auséncia de ruido de fundo. Nesse
sentido, sempre que se verificou a presenca de ruido considerado impeditivo de uma
correta e confiavel analise procedeu-se a repeticdo da sequenciacdo utilizando os
primers reverse. Nos casos em que a qualidade continuava inferior ao desejado,

procedeu-se a repeticao da amplificacdo e sequenciagdo das amostras.

Recorrendo a ferramenta Nucleotide Basic Local Alignment and Search Tool (BLAST)
integrada no Chromas, as sequéncias foram sujeitas a uma pesquisa de homologia com
sequéncias presentes na base de dados no National Center for Biotechnology
Information (NCBI), permitindo validar se as regides sequenciadas correspondiam

efetivamente aos genes alvo.

Como parte da analise bioinformatica, foi realizado o alinhamento das sequéncias
obtidas por sequenciacdo com as sequéncias de referéncia (cDNA), de forma a
confirmar a integridade das regides amplificadas. Para este fim, de forma a colmatar a
problematica dos softwares pagos, recorreu-se a programagao em Python, no ambiente
Google colab, com recurso a biblioteca Biopython [96], comummente utilizada no ramo
da bioinformatica. O alinhamento foi efetuado utilizando a fungao
pairwise2.align.localms do médulo Bio.pairwise2, que permite realizar alinhamentos
locais entre sequéncias, com base no algoritmo de Smith-Waterman. Este é um
algoritmo que permite determinar com precisdo a melhor correspondéncia entre
segmentos de duas sequéncias, maximizando um score baseado em pares de
nucledtidos coincidentes e penalizagdes por lacunas [97], [98]. A Figura 4.2 representa
o Diagrama de Atividades UML (Unified Modeling Language) correspondente a
implementagao do cddigo descrito, ilustrando de forma sequencial as etapas envolvidas

no processo de alinhamento local das sequéncias.

As variantes identificadas foram registadas e posteriormente identificadas com auxilio
da base de dados genémica Ensembl, tendo-se utilizado como referéncia os transcritos
ENST00000335295.4 (HBB-201) e ENST00000251595.11 (HBA2-201) dos genes HBB
e HBA2, alinhados ao genoma de referéncia GRCh38. A classificagdo e identificagao
das variantes foram complementadas por consulta as bases de dados ClinVar e dbSNP,
com o objetivo de verificar a sua descrigéo prévia, frequéncia populacional e possivel

associacéao a fendtipos clinicos.
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?

. Sequencia= """
Carregar a sequéncia da amostra TTTTGGTTACNNNNTTCGGAATCAACCTNCCCCCGCNAGCGCCG
1 CTACCGCCCTGCTCCCGGGCGAGCGGGATGGGCGGGAGTGGA
(sequéncia completa)

' — wn replace("\n", ").replace(" ", ™).upper
Carregar a sequéncia de referéncia place( ).rep ( )-upper()

Sequencia= """

CTCCTAAGCCACTGCCTGCTGGTGACCCTGGCCGCCCACCTC
CCGCCGAGTTCACCCCTGCGGTGCACGCCTCCCTGGACAAGT
TCCTGGCTTCTGTGAGCACCGTGCTGACCTCCAAATACCGTTAA

(sequéncia completa)
" replace("\n", ").replace(" ", "").upper()

Waterman)

Selecionar o melhor alinhamento

1 alignments = pairwise2.align.localms(sequencia, seq_ref, 2, -1, -0.5,
-0.1)

Formatar o resultado em blocos de 60
nucleoétidos ‘ seq1, seq2, score, begin, end = alignments|[0]

l ‘ def print_alinhamento_formatado(seq1, seq2, bloco=60):
Exibir o resultado formatado

®

Figura 4.2: Diagrama de Atividades UML correspondente a implementagcdo do cédigo para o
alinhamento local das sequéncias das amostras com a sequéncia de referéncia, utilizando o
algoritmo de Smith-Waterman.

[ Executar o alinhamento local (Smith-

’ print_alinhamento_formatado(seq1, seq2, bloco=60)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. FOCAGEM ISOELETRICA E PCR-RFLP

A analise 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 fendétipos AA, AS, SS e outros desconhecidos. Assim,
esta técnica permitiu identificar padrdes sugestivos de hemoglobinas anormais, bem
como distinguir possiveis casos de talassemia através da presenga de fragdes

minoritarias ou alteragdes no perfil normal de hemoglobinas.

Os perfis obtidos foram visualmente comparados com o perfil do controlo, cujo padrao

de migragéo é conhecido (Figura 5.1).

HbA
HbF

HbS

HbC

Figura 5.1: Perfil de migragdo 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 a Hemoglobina Fetal (HbF), tal como esperado em recém-
nascidos. Das amostras analisadas, 10 347 apresentaram um perfil compativel com o
fenotipo AA (78.06%), correspondente a recém-nascidos saudaveis, sem alteragcbes
detetaveis. Em 2681 amostras (20.22%) observou-se a presengca de uma banda
adicional na posi¢ao correspondente a Hemoglobina S (HbS), sugerindo traco falciforme
(gendtipo AS). Outras 183 amostras (1.38%) revelaram a auséncia de banda na zona
da Hemoglobina A (HbA), mas a presenca na regiao da HbS, conduzindo ao diagndstico
de Anemia das Células Falciformes (genétipo SS). Por outro lado, 45 amostras (0.34%)
demonstraram padrdes atipicos, dubios, ou com bandas inequivocamente nao
correspondentes a HbA ou HbS, constituindo estas 45 amostras o objeto de estudo da

presente dissertagdo. A Figura 5.2 descreve graficamente esta distribuicao.

Fendtipos identificados pela FI
100000

10000

1000

100

10
AA AS 58

Figura 5.2: Fendtipos identificados pela IEF

Qutros

Com base nos perfis obtidos na IEF definiu-se uma estratégia de investigagdo molecular
complementar para cada amostra, podendo esta incluir a realizagdo das técnicas de
PCR-RFLP, Gap-PCR e sequenciagdo dos genes HBA ou HBB. Métodos
eletroforéticos, como a IEF, permitem identificar as variantes de hemoglobina mais
comuns e clinicamente relevantes, contudo, a identificacado precisa de variantes menos
comuns torna-se por vezes complexa devido a semelhanca na mobilidade eletroforética,

o que reforga a necessidade de investigagdo molecular adicional [100].

Sempre que o perfil eletroforético sugeriu a presenga de HbS, ou quando deixava
duvidas quanto a sua presenga, procedeu-se a confirmagao molecular através de PCR-
RFLP de forma a confirmar a presenga do SNP rs334 (HbS).

Relativamente a interpretagdo dos resultados do PCR-RFLP ¢é importante referir que,
embora teoricamente sejam gerados trés fragmentos no alelo wild-type (201 pb, 176 pb
e 13 pb), apenas sao visualizadas duas bandas no gel, dado que o fragmento de 13 pb

€ demasiado pequeno para ser observado. Além disso, os fragmentos de 201 e 176 pb
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apresentam tamanhos muito proximos, o que leva a que estas duas bandas surjam
sobrepostas ou muito proximas, parecendo uma s6, nao sendo possivel observa-las
como distintas. Ja no caso do alelo mutado, a digestdo enzimatica origina dois
fragmentos de 377 e 13 pb, n&o sendo este ultimo fragmento visivel no gel. Assim, a
presenca de uma unica banda de 377 pb no gel corresponde ao gendtipo SS (Figura
5.3), ja a presenca de duas bandas sobrepostas ou muito préximas dizem respeito ao
gendtipo AA (Figura 5.3) e, por fim, a presenca de uma banda de 377 pb e de duas

bandas sobrepostas ou muito préoximas corresponde ao genétipo AS (Figura 5.3).

Marcador

Molecular

ZR 50 pb
DNA Marker
Ladder

Figura 5.3: Exemplo dos padrées dos gendtipos SS, AA e AS
no gel de eletroforese. Gendtipo SS: uma banda de 377pb.
Gendtipo AA: uma banda de 201pb e uma de 176pb. Gendtipo
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 so devido a proximidade dos seus tamanhos.

Nas amostras R1, R2, R4 e R22 (Figura 5.4) foi observada, na IEF, uma banda ténue
na zona correspondente a HbS. Contudo, a analise molecular por PCR-RFLP revelou
um perfil compativel com o gendtipo AA (Figura 5.5), ou seja, a auséncia da mutagao
responsavel 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 posi¢cado semelhante a HbS. Este tipo de discrepéncia
entre os resultados da IEF e do teste molecular tem sido descrito na literatura [1], [101],
que destaca que algumas variantes podem apresentar padrées de migracao
semelhantes a HbS, levando a potenciais falsos positivos. Tais resultados reforcam a
necessidade de utilizagdo de metodologias complementares, nomeadamente a
sequenciacao. Nesse sentido, nas amostras em causa procedeu-se a sequenciacao do
gene HBB, de forma a confirmar a presenga ou auséncia da HbS ou de outras mutagodes

na cadeia da beta globina.
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Figura 5.4: Focagens isoelétricas das amostras R1 (A), R2 (B), R4
(C) e R22 (D), que se encontram identificadas pelas setas pretas.
Presenca de bandas ténues na zona de migracéo da HbS.

Marcador
Molecular
ZR 50 pb DNA
Marker Ladder
200pb
150pb
100pb
50pb

Figura 5.5: PCR-RFLP para pesquisa do SNP rs334 (HbS) nas amostras
R1, R2, R4 e R22. Em todas as amostras sao observadas duas bandas
muito préximas (de 176 e 201 pb), o que corresponde ao gendtipo AA.

Por outro lado, nas amostras R9, R13, R19 e R20 (Figura 5.6), a IEF revelou a presencga
de uma banda correspondente a HbS mais forte do que a banda da HbA. Em ambos os
casos, o0 PCR-RFLP confirmou o gendétipo AS (Figura 5.7). Este perfil caracterizado pela
reducéo de HBA em relagdo a HbS é sugestivo da presenga simultanea de HbS e de
uma variacao quantitativa na produgéo das cadeias de beta globina, dado que a reducao
da HbA é um achado tipico das B-talassemias [31], [72]. De forma a confirmar a
presenca de mutacdes responsaveis por -talassemia procedeu-se a sequenciacao do
gene HBB.
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Figura 5.6: Focagens isoelétricas das amostras R9 (A), R13 (B), R19 (C)
e R20 (D), identificadas pelas setas pretas. Presenca de bandas na zona
de migracao da HbS mais fortes que as bandas da HbA.

Marcador
Molecular
ZR 50 pb DNA
Marker Ladder

350pb
200pb
150pb
100pb
50pb

Figura 5.7: PCR-RFLP para pesquisa do SNP rs334 (HbS) nas amostras R9,
R13, R19 e R20. Em todas as amostras sao observadas duas bandas muito
proximas (de 176 e 201 pb), e outra maior (377 pb) o que corresponde ao
gendtipo AS.

Em onze amostras (R3, R6, R7, R8, R18, R10, R11, R14, R21, R23 e R24) foi observada
na IEF, a presenga de uma banda compativel com a hemoglobina C (HbC). Em todas
as amostras referidas, embora com intensidades diferentes, foi possivel distinguir a
banda adicional, na zona tipica da HbC, em associacdo com a banda correspondente a
HbA, o que sugere heterozigotia para HbC (Figura 5.8). Em nenhuma das amostras foi

observada migragéo compativel com HbS ou outras variantes anormais.
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A elevada frequéncia de HbC observada neste grupo de amostras é coerente com o
contexto epidemiolégico descrito na literatura, dado que a HbC é uma das variantes
estruturais de hemoglobina mais comuns a nivel mundial e, particularmente na Africa
Ocidental. Ainda que seja esta a regiao africana que regista mais casos, esta variante é

comummente encontrada ao longo de todo o continente [57], [102].

Ainda que nas amostras estudadas nao se tenha verificado a presenca simultanea de
HbS, é importante referir que a heterozigotia composta HbSC é comum no continente
africano. Varios estudos indicam que cerca de 40 a 50% dos individuos com Anemia
das Células Falciformes em paises como Gana possuem HbC concomitantemente com
a HbS [103], [104]. A sua auséncia no presente conjunto de amostras pode dever-se a
variabilidade populacional ou a limitagdes da escala regional do estudo, que estudou

criangas de um unico hospital do continente africano.

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. Presenca de
bandas na zona de migragdo da HbC. * Estas amostras apresentaram uma banda
extremamente ténue na zona da HbC, apesar de ndo ser possivel visualizar nas fotografias
captadas das mesmas.

Duas amostras (R5 e R16) apresentaram, na IEF, uma banda adicional com migragao
logo abaixo da zona da HbS (Figura 5.9), o que indica a presenga de uma hemoglobina
com um ponto isoelétrico superior ao da HbS. A presenga desta banda sugere a
presenca de uma variante estrutural, provavelmente da cadeia beta da globina. Este
raciocinio surge do facto de, no caso de uma variante da cadeia alfa, ser geralmente
esperado o surgimento de varias bandas adicionais, uma vez que a cadeia alfa participa
na composicao de todas as hemoglobinas principais presentes nos recém-nascidos
(HbF, HbA) [3], [15], [16]. Assim, uma mutacao na cadeia alfa daria origem a multiplas
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hemoglobinas variantes, com diferentes combinac¢des de cadeias, resultando em vérias
bandas distintas na IEF. Por outro lado, uma variante da cadeia beta afeta
exclusivamente a HbA (a;[,), sendo, por isso, comum a observagéo de apenas uma
banda adicional quando essa mutagao se encontra em heterozigotia, como parece ser

0 caso nas amostras em questao.

Por se tratar de uma banda muito préxima da zona da HbS, e para confirmar que nao
se tratava efetivamente dessa variante, procedeu-se a realizacdo do PCR-RFLP para
detegao do SNP rs334, o qual resultou no gendétipo AA para ambas as amostras (Figura
5.10).

Para confirmagéo, foi realizada a sequenciacdo do gene HBB, com o objetivo de

identificar a mutagéo responsavel por este padrao eletroforético.

A) ! B) ‘
2
o Bafiifde. k
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Figura 5.9: Focagens isoelétricas das amostras R5 (A) e R16 (B), identificadas pelas setas
pretas. Presenca de uma banda extra abaixo da zona de migragao da HbS.

Figura 5.10: PCR-RFLP para pesquisa do SNP rs334
(HbS) nas amostras 1777 e 9320. Em todas as
amostras s&o observadas duas bandas muito
préoximas (de 176 e 201 pb), o que corresponde ao
gendtipo AA.
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Um dos padrdes mais frequentemente encontrado nesta investigagéo corresponde a
presengca 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 padrdo com multiplas bandas extra (Figura 5.11),
como visto, é altamente sugestivo da presenca de uma variante estrutural da cadeia
alfa, dado que esta faz parte da estrutura de todas as hemoglobinas normalmente

presentes nos recém-nascidos.

A migragao observada é compativel com Hb G-Philadelphia (HbGer), uma variante da
cadeia alfa comum na populacao africana, que surge por uma substituicdo no gene
HBAZ2 ou no gene hibrido a2a1, resultante da delecado 3.7kb [38], [40], [73]. O padrao
observado revela, do dnodo para o catodo, a presenga de uma banda correspondente
a HbA, seguida por uma banda da HbF, abaixo da qual se identifica uma banda
compativel com a HbGen, ligeiramente acima da zona de migragdo da HbS. Abaixo da
zona da HbS, observa-se ainda uma banda compativel com a HbF anormal, resultante

da combinagéo da cadeia mutada alfa com a cadeia gama (a..°""y,) [73].

Embora se hipotetize que a banda na zona de migracao da HbS diga respeito a referida
HbF mutada, optou-se por realizar na mesma o PCR-RFLP para confirmar (Figura 5.12).
Esta técnica revelou o gendtipo AA para todas as amostras a excegdo das amostras
R37 e R39, que revelaram ser AS. Apesar de o padrao de migracao das amostras R37
e R39 ser semelhante ao das restantes supracitadas, o PCR-RFLP indicou a presenca
do alelo S, o que levanta a hipétese de que a banda detetada na zona de migragéo da
HbS devera corresponder de facto a essa, sem excluir a possivel coexisténcia de outras
variantes, nomeadamente da cadeia alfa. De facto, tem sido descrito na literatura que
individuos heterozigodticos para variantes de ambas as cadeias apresentam quatro
componentes de hemoglobina, que sdo formadas pelas varias combinagdes. Os quatro
tipos de hemoglobina sdo, entdo: HbA (a2B2), hemoglobina com cadeia alfa mutada
(0%2B2), hemoglobina com cadeia beta mutada (a2B.") e a molécula hibrida (0*282") [105].
Assim, a banda extra (ndo correspondente a HbS) nestas amostras, podera ser, de
facto, uma hemoglobina hibrida HbS/HbaX. Importa salientar que a formagdo desta
forma hibrida pressupde também a presenga da hemoglobina com apenas a cadeia alfa
mutada (a*2B2), ainda que esta possa ndo se distinguir visualmente na IEF devido a
sobreposicdo de migracdo ou menor expressdo, 0 que podera ser o caso nestas

amostras.

Ja nas restantes amostras, nas quais se confirmou, pelo PCR-RFLP, a auséncia da

HbS, a banda na zona de migragdo dessa variante podera corresponder, como ja
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discutido, a HbF com uma cadeia mutada para a HbGpn. Porém, apesar de ja ter sido
excluida a presenca de HbS, ndo se pode rejeitar a hipdtese de que a banda observada
seja resultante de uma hemoglobina hibrida composta por uma variante da cadeia a e

da cadeia B.

Estes dados realgcam assim a importancia da confirmagao molecular para clarificar
padrdes migratérios dubios e complexos. Além disso, depreende-se que variantes com
mobilidade semelhante podem conduzir a interpretagdes ambiguas e incorretas com

base apenas na eletroforese.

Como investigacao adicional destas amostras, considerou-se adequada a realizagao da
técnica de Gap-PCR para pesquisar a delecao de 3.7kb, que é comummente encontrada

simultaneamente com a HbGpn, bem como a sequenciagdo 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 a HbGpn e @ HbF com a cadeia alfa mutada.



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 sdo observadas
duas bandas muito préximas (de 176 e 201 pb) uma terceira (377 pb), o que corresponde
ao gendtipo AS. Nas restantes amostras verificam-se apenas as duas bandas proximas
(gendtipo AA).

Trés das amostras analisadas (R26, R32, R42) apresentaram uma banda na zona
correspondente a HbS e uma banda adicional logo abaixo da zona da HbF (Figura 5.13).
Ja as amostras R30 e R43 exibiram um padrdo mais complexo, com uma banda na zona
da HbS, uma banda extra abaixo dessa regido, e uma terceira banda na zona da HbC
(Figura 5.13). A primeira vista, este padrdo poderia sugerir a presenca de mdultiplas
variantes de hemoglobina ou um fenétipo composto envolvendo HbS e HbC; contudo, a
presenga simultdnea de HbA nestas amostras exclui geneticamente esta ultima
possibilidade, dado que individuos com HbS e HbC n&o apresentam HbA. Assim, o
padrao observado é mais plausivelmente explicado pela existéncia de uma variante da
cadeia alfa o que originaria, como ja discutido, varias bandas devido as multiplas
combinagbes das cadeias para formar os varios tipos de hemoglobina. Nesse caso, as
bandas perto das zonas da HbS e HbC poderiam n&o corresponder verdadeiramente a
estas variantes, mas sim a diferentes hemoglobinas hibridas envolvendo cadeias a
mutadas, que migram de forma semelhante as hemoglobinas S e C, levando a um
padrao eletroforético que pode ser confundido com fendtipos compostos HbS/HbC.
Ainda assim, ndo se pode excluir a hipétese da concomitancia entre variantes da cadeia
beta e alfa. Para todas estas amostras procedeu-se a realizagdo do PCR-RFLP (Figura
5.14) para a pesquisa do SNP rs334, sendo que as amostras R30 e R43 demonstraram
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ser AS e as restantes, AA. Deste modo, nas amostras AS, a banda observada na zona
de migracéo da HbS corresponde efetivamente a esta variante, mantendo-se a hip6tese
da concomitancia com uma variante da cadeia alfa. J& nas amostras AA, as bandas

extra poderao 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 regido e uma terceira na zona da HbC.

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.
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Além de todas as referidas amostras com varias bandas extra, foram ainda identificados
dois casos (R29 e R44) com uma unica banda extra, situada imediatamente abaixo da
HbF (Figura 5.15).

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.

Em todos estes ultimos casos supracitados, dada a presenga de bandas extra, foi

considerada a sequenciacao dos genes HBA.

Uma unica amostra (R45) demonstrou a auséncia de uma banda na zona caracteristica
da HbA, o que sugere a auséncia 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 migracao da HbC (Figura 5.16). A auséncia de HbA, concomitantemente com
a presenga de bandas muito perto da zona da HbS e da HbC pode sugerir a coexisténcia
de HbS com HbC, o que se traduz em Anemia Falciforme e justificaria a auséncia de
HbA. Estas duas variantes referidas tratam-se de altera¢des na cadeia beta da globina,
contudo, dado que existe ainda uma banda extra entre a HbS e a HbC, é possivel que
se esteja perante a presengca de uma variante da cadeia alfa, concomitante com as
variantes beta. Porém, o PCR-RFLP para pesquisa do SNP rs334 nesta amostra refutou
esta hipoétese, tendo revelado o genétipo SS (Figura 5.17). Deste modo, nao é possivel
que a HbC coexista com a HbS. Posto isto, hipotetiza-se a presenca concomitante de
HbS com uma variante na cadeia da alfa globina.

Para esta amostra, além da realizacdo do PCR-RFLP, considerou-se a realizagao de
sequenciagido dos genes HBA, bem como a pesquisa da delegédo -a03.7°, dada a sua

elevada prevaléncia em Angola.
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Figura 5.16: Focagem Figura 5.17: PCR-RFLP da amostra R45, que revelou
isoelétrica da amostra R45, Ser SS.

identificada pela seta preta.

Auséncia de HbA, com a

presenga de bandas perto

da zona da HbS e da HbC.

Por fim, 4 amostras (R12, R15, R17 e R25) revelaram, na IEF, a presenca de bandas
na zona de migracédo da HbS, além das bandas esperadas correspondentes a HbA e
HbF (Figura 5.18). Porém, o PCR-RFLP para pesquisa do SNP rs334 destas amostras
revelou padrdes atipicos, em detrimento do padréao tipico esperado para o genétipo AS
(Figura 5.19). Para além da banda de 377 pb, que corresponde ao alelo mutado,
observam-se bandas adicionais cuja migragdo ndo corresponde exatamente com o
padrao caracteristico 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 individuos AA ou AS tipicos.
Este fendmeno pode ocorrer devido a variagdes na digestdo enzimatica ou a presenga
de polimorfismos que alteram os locais de restricdo da enzima. Outra possibilidade a
considerar seria a presenca de uma pequena delegdo no exao 1 do gene HBB, ndo
afetando o local de reconhecimento da enzima Bsu36/, usada no PCR-RFLP. Esta
hipétese justificaria o padrao normal do gendtipo AS no que diz respeito ao nimero de

fragmentos, bem como a redug¢ao do tamanho de um dos fragmentos.

De forma a confirmar as possibilidades supracitadas, procedeu-se a sequenciagao do
gene HBB.
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Figura 5.18: Focagens isoelétricas das amostras R15, R15, R17 e R25, identificadas pelas setas
pretas. Bandas na zona da HbS.

Figura 5.19: PCR-RFLP das amostras R12, R15, R17 e R25, que revelam um padrdo de
genotipo AS atipico, com uma banda e tamanho inferior ao esperado (seta preta).

5.2. AMPLIFICAGAO DOS GENES HBA E HBB POR PCR

Previamente a sequenciagdo dos genes HBA e HBB ¢é necessario proceder a

amplificacao, por PCR, dos mesmos.

Enquanto a amplificacdo do gene HBB ¢ relativamente simples, os genes HBA
apresentam algumas particularidades que tornam o processo bastante mais complexo,
constituindo-se como um desafio técnico significativo. Esta dificuldade esta, em grande
parte, associada a localizagado dos genes HBA numa regido rica em guanina (G) e
citosina (C) (GC=60%), com mais de 200kb de extensao [73], [106]. Esta elevada
propor¢do de conteudo GC tem tendéncia a promover a formacgao de estruturas
secundarias estaveis no DNA, tais como “hairpins”, que interferem na reagédo de PCR,
comprometendo a eficiéncia da mesma. Acresce ainda a presengca de multiplas
repeticdes da familia Alu e uma elevada densidade génica, ambas caracteristicas que
dificultam o desenho de primers especificos e comprometem a especificidade da
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amplificagao [106]. Além disso, existe uma elevada homologia entre os genes HBA1 e
HBA2 (>96%) que diferem apenas no intréo 2 (IVS2) e nas suas regides nao codificantes

3’, apresentando uma divergéncia de cerca de 17%.

Todas as particularidades referidas terao, certamente, contribuido para a falha na
amplificacdo dos genes HBA1 e HBA2. Dada a utilizagdo de controlos durante os
protocolos, e o funcionamento desses protocolos em amostras de outros estudos em
curso, foi possivel excluir falhas da prépria técnica como causa principal, sendo,
portanto, as caracteristicas intrinsecas da regido alvo provavelmente responsaveis pela

ineficiéncia da amplificacao observada.

A delecdo -a3.7 kb, com elevada prevaléncia em Africa [51], [55], também foi tida em
linha de conta como possivel interferente na amplificacédo dos genes HBA. De facto,
apos a analise da sequéncia resultante da delecao concluiu-se que o primer reverse
utilizado na amplificacdo do gene HBA2 (Quadro 4.9) deixa de conseguir ligar-se, pois
a sua zona complementar encontra-se na regido deletada. Ja a utilizagdo do primer
reverse especifico para o gene HBA1 (Quadro 4.9) permite a amplificacdo, na presenca
da delecgéo, de parte do gene HBA1 e parte do gene HBA2, ndo sendo possivel distinguir
através do gel de agarose se se trata do gene hibrido ou do gene HBA1, devido a

semelhanga 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 s6 apresentam uma qualidade inferior ao sangue total, particularmente no que diz
respeito ao rendimento na extracdo de DNA e a integridade molecular do DNA. Além
disso, ha 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 nao serem recentes, dado que foram transportadas desde Angola e que nao
foi possivel processa-las a todas de imediato apds a chegada a Lisboa, o que agrava
ainda mais a possivel degradacao 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 amplificacdo das amostras.
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5.3. SEQUENCIAGAO DE SANGER

5.2.2. Sequenciagao do gene HBB

Apds a analise dos resultados da IEF, procedeu-se a sequenciacdo do gene HBB das

amostras selecionadas para tal.

Nas amostras R1, R2, R4 e R22, como ja referido, observou-se na IEF uma banda ténue
na posigao correspondente a HbS, tendo, posteriormente, 0 PCR-RFLP sugerido para
todas as amostras o gendtipo AA. Estes resultados indicam que as bandas observadas
nao correspondem a presenca 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 sdo a Hb Rush
(rs33966487), G-Ferrara (rs35278874), Maputo (rs33932070), Stanleyville-ll, Hasharon,
Ottawa, St Luke’s e Etobicoke [107]. As trés primeiras referidas sao originadas por
mutacdes no gene HBB, todas localizadas no exao 2 [107], [108], [109], o que justificou
a sequenciagao dos exdes 1 e 2 do gene HBB nas amostras em causa. Porém, nao foi
identificada nenhuma das variantes listadas, ndo sendo, por isso, responsaveis pelas
bandas observadas na IEF. Os resultados da sequenciagao confirmaram igualmente a
auséncia da HbS. As restantes hemoglobinas mencionadas - Stanleyville-Il, Hasharon,
Ottawa, St Luke’s e Etobicoke - sdo variantes da cadeia alfa [74], cuja presencga nao foi
avaliada por método moleculares nestas amostras dado que, tratando-se de
heterozigotia em genes da alfa-globina, seriam esperadas bandas adicionais no tracado

da IEF, o que nao se verificou.

Nas amostras R9, R13, R19 e R20 suspeitou-se da presenc¢a concomitante de HbS e [3-
talassemia, tendo em conta que na IEF a banda correspondente a HbS apresentava
maior intensidade que a da HbA, sugerindo uma possivel redugao na sintese da cadeia
beta normal. De forma a explorar esta possibilidade, foi realizada inicialmente a
sequenciacao dos exdes 1 e 2 do gene HBB, dado que é nestes que ocorre a maioria
das mutagdes responsaveis pelas formas tipicas, herdadas recessivamente, de [3-
talassemia, que sdo as mais comuns em regides endémicas de malaria, como Angola
[26]. Ja as variantes dominantes sdo raras, de ocorréncia esporadica e geralmente
associadas ao exao 3 [110]. Assim, dada a menor probabilidade de conter mutagdes, e

de forma a economizar e otimizar recursos, o exao 3 nao foi inicialmente sequenciado.
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No entanto, a sequenciacdo dos exdes 1 e 2 do gene HBB nestas amostras ndo revelou
a presenca de mutacgdes associadas a variantes de hemoglobina, a excecido da HbS,
que foi confirmada, em heterozigotia, em todas as amostras pela analise dos
cromatogramas, nos quais se verificou o tracado observado na Figura 5.20. Nos
referidos cromatogramas é evidenciada a sobreposi¢cao dos picos correspondentes as
bases A e T (c.20A>T).
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Figura 5.20: Cromatograma da sequenciagdo dos exdes 1 e 2 do
gene HBB, evidenciando o SNP rs334 (HBB: c.20A>T), em
heterozigotia, responsavel pela HbS.

Por outro lado, a amostra R13 apresenta um polimorfismo no gene HBB, correspondente
ao rs10768683 (HBB.c.315+16G>C) [111]. Esta € uma variante intrénica localizada no
segundo exado do gene HBB. A amostra é heterozigética para este SNP, apresentando
os alelos G (alelo referéncia) e C (Figura 5.21). No presente estudo, o alelo C foi o0 mais
frequentemente identificado, ainda que em populag¢des africanas esse seja 0 menos
comum [111], [112].

Figura 5.21: Cromatograma da sequenciacado dos exdes 1 e 2 do gene
HBB, evidenciando o SNP rs10768683 (HBB.c.315+16G>C) em
heterozigotia.
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Como ja mencionado, além deste SNP, esta amostra possui também HbS, associagao
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
fendtipo dos portadores quando combinadas com HbS, conduzindo, eventualmente, a
quadros patologicos. Ucucu et al. [113], num estudo levado a cabo em 2022,
identificaram um individuo com traco falciforme que era portador do SNP rs10768683
[112] e de um outro, ambos classificados como benignos. Contudo, nesse estudo os
autores concluiram que pelo menos um desses SNP, quando associado com HbS
provoca um quadro de HbS/B-talassemia, com valores hematoldgicos compativeis com
o0 mesmo. Além disso, o doente referido nesse estudo é dependente de transfusdes e
atravessa crises de dor [113]. De facto, esta hipétese poderia justificar os resultados
evidenciados pela IEF da amostra R13, porém, o estudo de Ucucu et. al. [113], bem
como as suas conclusdes, apresentam algumas limitagdes, nomeadamente o facto de
nao terem sido investigadas mutagdes na cadeia alfa, que poderiam justificar o fenétipo
do individuo em causa. Além disso, a hipétese aqui discutida ndo poderia justificar o
resultados das restantes amostras com padrdo de IEF semelhante (R9, R19 e R20),

dado que nao possuem HbS.

Dado este cenario, procedeu-se a sequenciacao do 3° exdo do gene HBB, de forma a
excluir a presenca de mutagdes responsaveis por p-talassemia no mesmo. No entanto,

nao foram identificadas mutagdes neste exao.

Posto isto, apesar deste achado na amostra R13 e da exclusdo de mutag¢des no gene
HBB nas amostras R9, R19 e R20, permanece por esclarecer a razdo subjacente a
superior intensidade da banda correspondente a HbS relativamente a HbA na IEF. Nao
é possivel excluir a possibilidade de que este fendmeno resulte de artefactos da prépria
técnica de IEF ou mesmo de fatores relacionados com a amostra. Idealmente proceder-
se-ia a repeticao da IEF das amostras e/ou a analise por métodos complementares
como a Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC), que permitiria dosear as
fragdes de hemoglobina. Contudo, tal ndo foi possivel dada a quantidade limitada de
amostra, a impossibilidade de fazer nova colheita e ainda a falta de disponibilidade
financeira para realizar métodos analiticos adicionais, como a HPLC. Este outcome

reforga 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 presenca de uma banda na zona da HbC, procedeu-se a sequenciagédo dos
dois primeiros exdes do gene HBB. Na maioria destas amostras, mais concretamente
nas amostras R7, R8, R18, R10, R11, R21, R23 e R24, foi confirmada a mutagao

64



responsavel pela HbC (rs33930165), que se encontrava claramente visivel nos
cromatogramas, em heterozigotia, apresentando o padrdo caracteristico com
sobreposicao dos picos correspondentes as bases A e G na posi¢cédo c.19G>A do gene
HBB (Figura 5.22).

Figura 5.22: Cromatograma da sequenciacdo dos exdes 1 e 2 do gene HBB,
evidenciando, em heterozigotia, o SNP rs33930165 (HBB.c.19G>A),
responsavel pela HbC.

Assim, nestas amostras confirmou-se a presenga de hemoglobina normal (HbA) em
coexisténcia com a HbC, ou seja, trata-se do gendtipo HbA/HbC. Porém, este ndo é um
achado alarmante, dado que os individuos com esta condigao sao assintomaticos, nao
necessitando de acompanhamento médico especializado [58], [102], ao contrario de
individuos homozigéticos para esta variante, que podem apresentar esplenomegalia,

ictericia e hemolise cronica.

Quanto a amostra R14, néo se detetou a mutagéo responsavel pela HbC, mas sim pela
hemoglobina E (HbE) (rs33950507) [114], tendo-se verificado no cromatograma o
padréo caracteristico da heterozigotia para esta variante, com a sobreposi¢ao dos picos
das bases A e G (Figura 5.23). Estas duas variantes possuem pontos isoelétricos
proximos, o que justifica que tenham sido confundidas na IEF [1]. Contudo, uma
observacédo 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,
o0 recém-nascido identificado como R14 é heterozigético para a HbE, possuindo o
gendtipo HbA/HbBE.

A HbE consiste numa variante estrutural comum da cadeia beta da hemoglobina,

resultante de uma mutagao pontual no gene HBB (c.79G>A), que conduz a substitui¢cao
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do aminoacido glutdmico por uma lisina na posigéo 26 da cadeia (p.Glu26Lys) [115].
Esta alteracdo traduz-se numa molécula de hemoglobina instavel, que pode ser
laboratorialmente evidenciada pela tendéncia a formar corpos de Heinz em situacdes
de stress oxidativo, espelhando a sua maior suscetibilidade a degradacgao celular [115].
Consequentemente, ocorre uma diminuicdo da producdo da [-globina, levando,

portanto, a um fenétipo ligeiro de B-talassemia [115], [116].
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Figura 5.23: Cromatograma da sequenciagéo dos exdes 1 e 2 do gene HBB,
evidenciando, em heterozigotia, o SNP rs33950507 (HBB. c.79G>A),
responsavel pela HbE.

A heterozigotia para a HbE, como é o caso do recém-nascido R14, é geralmente
assintomatica, ndo sendo associada a anemia grave [115], [117]. Nestes individuos, a
HbE representa apenas aproximadamente 25 a 30% da hemoglobina total [117]. Além
disso, as alteragdes morfolégicas dos eritrocitos s&o minimas e os indices
hematimétricos revelam apenas ligeira microcitose. Assim, a presenca de HbE torna-se
critica quando ocorre em interacdo com outras hemoglobinopatias, nomeadamente com
B-talassemia, o que é bastante comum no Sudeste Asiatico, Camboja, Laos e Tailandia,
onde a HbE chega a atingir frequéncias populacionais superiores a 50% em algumas
regides endémicas de malaria [116], [117]. De facto, na Asia a HbE apresenta uma
prevaléncia extremamente elevada e superior a qualquer outra regido do mundo, sendo
considerada um “marco genético” da regidao [118]. A identificacao desta variante na
amostra R14, correspondente a um recém-nascido de origem africana, € um achado
relevante que podera estar associado a fendmenos de migragdo populacional,
ancestralidade asiatica ou até mesmo a eventual contribuicdo genética de um progenitor
de origem asiatica. Estes fendmenos tém vindo a ser progressivamente reconhecidos

como responsaveis pela presenca de variantes hemoglobinicas tipicas de determinadas
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regides noutras areas geograficas. Isto reforga a importancia da analise molecular
complementar em programas de rastreio, permitindo uma correta identificacdo e
caracterizacdo das variantes hemoglobinicas, mesmo quando ocorrem fora dos

contextos geograficos esperados.

Ja nas amostras R3 e R6, que na IEF apresentaram bandas ténues na zona da HbC,
nao se confirmou a presenca dessa variante nem de qualquer outra em nenhum dos 3
exdes do gene HBB. A hemoglobina Az (HbA:), durante o periodo neonatal apresenta
geralmente valores inferiores a 1%, aumentando gradualmente ao longo das primeiras
semanas de vida [76], [119] até atingirem os valores tipicos dos adultos. Dado que esta
hemoglobina migra muito perto da zona da HbC, devido aos seus pontos isoelétricos
semelhantes [1], é plausivel que as bandas observadas se devam a presenca deste tipo
normal de hemoglobina. Embora a literatura afirme que a HbA; se torna visivel na IEF
com maior fiabilidade apds o 11° dia [73] de vida, no presente estudo levado a cabo em
Africa, nao foi possivel garantir que todas as colheitas fossem realizadas imediatamente
apo6s o parto. Sabe-se que algumas foram efetivamente colhidas aquando da
vacinagao, ja apos os 11 dias de vida, ndo se podendo assim excluir a possibilidade da

presenca de HbA; em algumas amostras.

Niveis aumentados de HbA; sdo uma das principais caracteristicas da heterozigotia
para B-talassemia [120], no entanto, o facto de nao terem sido identificadas mutacdes
no gene HBB torna essa hipotese pouco provavel. Ndo obstante a auséncia de
mutagdes na regiao sequenciada, a regiao promotora nao foi sequenciada, apesar de
serem conhecidas mutagdes nessa zona com impacto na expressao da (3-globina e
responsaveis pelo surgimento de B-talassemia, como por exemplo a variante HBB: c. -
29A>G (rs34598529) [121], [122], [123], que tem sido identificada em individuos com
ancestralidade africana. Assim, ndo se pode excluir totalmente a presenca de variantes

nessa regido que justifiquem o fenétipo observado.

E ainda pertinente referir que existem relatos, embora que raros, do aumento isolado de
HbA, em individuos sem mutag¢des no gene HBB, possivelmente associado a alteragbes
regulatérias nao identificadas [124]. Assim, caso no presente estudo ndo houvesse
quaisquer limitagdes quanto as tecnologias de diagndéstico disponiveis, seria relevante

investigar a presenca de HbA, 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 contaminag¢des durante o processo, o que pode conduzir a
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interpretagdes subjetivas ou incorretas [73]. Este tipo de contaminagbes pode ocorrer
pelo contacto do cartdo de sangue seco com outras amostras, ou ainda pela

sobreposicao ou difusdo de proteinas entre pogos adjacentes no gel.

Para concluir o conjunto de amostras submetidas a sequenciacao do gene HBB, importa
discutir os resultados das amostras R5 e R16, que demonstraram a presenca de bandas
ligeiramente abaixo da zona habitualmente correspondente a HbS. No entanto, o PCR-
RFLP revelou o gendtipo AA, ou seja, a auséncia da mutagao responsavel pela HbS.
De facto, este achado foi confirmado pela sequenciacdo dos exdes 1, 2 e 3 do gene
HBB, que nao evidenciou qualquer mutacdo, nomeadamente a associada a HbS. Nao
obstante a auséncia de mutagdes patogénicas, no exdo 3 da amostra R16 foi
identificada a substituicho de um C por um T (Figura 5.24), correspondente ao
rs36020563 (HBB: ¢.432C>T) [125]. Esta consiste nhuma variante sinénima benigna, ja
que nao ocorre uma alteracdo do aminoacido codificado, pois o codao CAC, torna-se
CAT, codificando ambos o aminoacido Histidina [125]. Além disso, esta variante nao

altera a mobilidade eletroforética na IEF.

340
| | ] | | _m | | | |
G C C C B T C B B G T

Figura 5.24: Cromatograma da sequenciagéo do exdo 3 do gene HBB,
evidenciando o SNP rs36020563 (HBB: c.432C>T).

Desta forma, os resultados destas amostras apresentam uma grande semelhanga com
os ja discutidos relativamente as amostras R1, R2, R4 e R22, nas quais foram detetadas
bandas na zona da HbS, sem que tal se tenha confirmado a nivel molecular. A Unica
diferencga 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 tdo perto da zona da HbS, é
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pertinente aplicar a estas amostras 0 mesmo raciocinio ja seguido anteriormente para
as amostras R1, R2, R4 e R22.

As amostras R12, R15, R17 e R25 demonstraram padrdes AS atipicos no gel de
agarose do PCR-RFLP, tal como discutido. Em detrimento do padrao tipico com
fragmentos de 377 pb (alelo S n&o digerido), 201 e 176 pb (alelo A digerido), observou-
se, além dos fragmentos de 377 pb e de 201 pb, um fragmento com migracao
ligeiramente inferior ao esperado para os 176 pb, sugerindo a existéncia de um

fragmento mais pequeno.

Este padrao atipico poderia ser explicado por diversos fatores. Uma das possibilidades
prendia-se com a presenga de uma eventual delegdo no exéo 1 do gene HBB, que nao
afetasse, no entanto, o local de restricdo da enzima Bsu36l. Porém, este fendbmeno
provocaria um desfasamento na grelha de leitura da sequenciacdo do gene HBB,
resultando na sobreposicao de picos a partir do ponto da delegcdo. Contudo, isto néo se
verificou, pelo que se excluiu a presenga de uma delecdo. A presenga de polimorfismos
capazes de modificar os locais de restricdo da enzima, na regido amplificada durante o
PCR-RFLP, também poderia justificar os resultados obtidos. A analise do cromatograma
resultante da sequenciagdo do gene HBB nao revelou, no entanto, a presenca de
nenhum polimorfismo que afetasse os locais de restricdo da enzima, tendo-se
confirmado apenas a presenca da HbS (rs334) em heterozigotia. Por outro lado, verifica-
se que os primers usados no PCR-RFLP (Quadro 4.1) abrangem uma regido que néo é
coberta pelos primers usados na amplificagdo do gene HBB (Quadro 4.5), como se pode

observar na Figura 5.25.
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Figura 5.25: Localizagdo gendmica das regiées amplificadas usando os primers do PCR-RFLP
(seta laranja) e os da amplificacdo/sequenciacdo do gene HBB (seta rosa). O objetivo da
sequenciagao 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 ndo € possivel excluir a presenga de um
polimorfismo na zona nao abrangida pelo protocolo de sequenciacao inicial. Deste
modo, com o objetivo de analisar diretamente a regido que estava fora do alcance da
sequenciacao inicial, procedeu-se a sequenciacdo das amostras usando o primer
reverse do PCR-RFLP.

Esta segunda sequenciacio revelou, além do SNP rs334 responsavel pela HbS, a
presenca de um SNP adicional em heterozigotia na regido amplificada (Figura 5.26), o
qual cria um novo local de restricdo para a enzima Bsu361. O SNP detetado corresponde
ao rs72561473 (HBB: c.-133G>A) [127], que é relativamente comum em Africa [128].
Esta variante encontra-se numa regido nao codificante, a jusante da regido altamente
conservada CACCC. Em 2014, um estudo conduzido por Waye et.al [128] analisou o
impacto clinico deste SNP, tendo sido recolhidos dados de varios pacientes tanto
heterozigdticos para a mutagdo, como heterozigoéticos compostos para a mesma e HbS.
Os resultados do referido estudo comprovaram que o rs72561473 nao se encontra
associado a um fenotipo talassémico. Esta variante encontra-se ainda classificado como
benigna nas bases de dados dbSNP e ClinVar, ndo estando associada a qualquer

condicao clinica relevante.
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Figura 5.26: Cromatograma da sequencia¢do do gene HBB usando o primer reverse do PCR-
RFLP, evidenciando, (A) o SNP rs334 (HBB: c.20A>T), em heterozigotia, responsavel pela HbS
e (B) o SNP rs72561473 (HBB: c.-133G>A). Verifica-se que este SNP cria um novo local de
restricdo da enzima Bsu36I (5° CC{TNAGG 3).

Retornando aos resultados atipicos do gel, importa realgar 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 mutagao HbS, ou
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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 presenca do SNP rs72561473.

Recorrendo a ferramenta online NEBcutter (V3.0.30), analisou-se a sequéncia
nucleotidica amplificada pelos primers do PCR-RFLP no caso de auséncia de HbS e
presenca do SNP rs72561473, ou seja, com a substituicdo de um G por um A. Esta
analise previu a formagao dos seguintes fragmentos apoés digestao: 201 pb, 152 pb, 24
pb e 13 pb (Figura 5.27). Os fragmentos mias pequenos, de 13 e 24 pb, sdo demasiado
curtos para serem observados no gel, ja os fragmentos de 201 e 152 pb sdo compativeis
com o padrao observado. Depreende-se assim, que o fragmento de 152 pb corresponde

a banda que migra ligeiramente abaixo dos habituais 176 pb, explicando assim o padrao

atipico.
# Ends Coordinates “ | Length (bp)
1 LeftEnd) - Bsu36l 1-24 24
2 Bsu36l - Bsu36l 25-377 353
3 Bsu36l - (RightEnd 378-390 3

Figura 5.27: Previsao obtida no NEBCutter (v3.020) dos fragmentos originados através da
digestdo com a enzima de restricdo Bsu361, na sequéncia ndo mutada para HbS, mas com o
SNP rs72561473.

A andlise 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 varias amostras. Nas amostras suspeitas de HbS ou
HbC, a auséncia de mutagdes no gene HBB permitiu descartar com confianga a
presenca destas variantes, evitando diagndsticos imprecisos e sugerindo que os perfis
observados poderao ter origem em artefactos técnicos ou, nalguns casos, na presenga
de hemoglobinas fisiolégicas, como a HbA2. A detecdo de variantes raras e nao
esperadas na regidao geografica de Angola, como a HbE, realga a importancia de
abordagens integradas nos programas de rastreio neonatal e de analises alargadas que
considerem fendmenos de migracéo e ancestralidade genética diversa, nado se focando
restritamente na HbS. Além disso, a detecdo de varios polimorfismos, ainda que

benignos, evidencia a diversidade genética subjacente as amostras analisadas.

Por fim, a inexisténcia de mutagdes em algumas amostras sugere que seria desejavel

proceder, sempre que possivel, a analise de regides promotoras, genes da cadeia a e
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recurso a métodos complementares, como Cromatografia Liquida de Alta Performance
(HPL) ou Eletroforese Capilar (EC).

Ainda que os resultados da sequenciacdo do gene HBB tenham contribuido para
confirmar ou excluir a presenca de variantes estruturais de hemoglobina em algumas
amostras, noutras amostras mostraram-se inconclusivos, 0 que aponta para a

necessidade de abordagens mais amplas.

5.2.2.1. Identificagdo de Polimorfismos de Nucleétido Unico (SNPs) com

elevada heterozigosidase

Durante a analise dos resultados de sequenciagdo do gene HBB foram identificados
alguns SNPs nao responsaveis 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
varias amostras, pelo que foi realizada a sua verificagdo sistematica em todas as

amostras analisadas, tendo-se registado os alelos presentes em cada uma.

Ambos os SNPs identificados foram objeto de pesquisa na literatura cientifica, bem
como nas bases de dados ClinVar e dbSNP, de modo a avaliar a sua frequéncia e

relevancia clinica.

Como ja mencionado anteriormente, o rs10768683, consiste numa variante intrénica
localizada no segundo exao do gene HBB [112]. N&o se encontra associado a variantes
estruturais de hemoglobina e esta reportado como benigno nas principais bases de
dados genéticos, como o ClinVar e dbSNP [111], [112].

Este SNP tem sido comummente identifcado em estudos no &ambito das
hemoglobinopatias. Contudo, alguns resultados nado tém sido concordantes com o
descrito nas bases de dados quanto ao seu significado clinico. Um estudo conduzido
numa populagao sul iraniana evidenciou uma associagao estatisticamente significativa
entre o gendtipo GC no rs10768683 e a ocorréncia de Talassemia dependente de
transfusdes, sugerindo que individuos heterozigéticos possam apresentar um maior
risco de desenvolver uma forma severa da doenga [129]. Contudo, outros autores
relatam a inexisténcia de associagdes significativas entre esse SNP e Talassemia [130].
Ja Ucucu et al. [113] discutem a sua eventual patogenicidade quando em combinag¢ao
com variantes estruturais, como a HbS, ndo conseguindo, no entanto, fornecer dados
suficientemente claros quanto a essa mesma associagdo, como ja discutido durante a

analise dos resultados da amostra R13.
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O alelo C é o de referéncia e de menor frequéncia (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 consideracdo que o alelo C também é o menos frequente em Africa.

Este SNP tem sido frequentemente encontrado em associacdo com um outro, o
rs713040 [131], o que sugere que esses dois tendem a ser herdados juntos, havendo

uma ligacao 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 codao CAT ¢ alterado para CAC, traduzindo-se
entdo numa mutagao sindnima, por nao resultar numa alteracao proteica [134]. O alelo
de referéncia é o T, apresentando menor frequéncia que o alelo alternativo C, inclusive
em Africa. No presente estudo, das 25 amostras analisadas, a maioria (13) apresentou,
como expectavel, homozigotia (CC) para o referido SNP. As restantes 6 amostras

demonstraram ser heterozigéticas (TC), como descrito no quadro 5.1.

Na Figura 5.28 encontram-se os cromatogramas correspondentes a cada gendétipo

referido dos SNP em estudo.

Embora se encontre descrito como benigno, este SNP tem sido indicado como bastante
prevalente em individuos com B-talassemia [135], o que por si sé nao significa que exista
uma verdadeira associagao entre esta condicao e o referido SNP. Isto porque dada a
sua elevada frequéncia, é expectavel que seja igualmente frequente entre individuos
com [B-talassemia. Contudo, um estudo desenvolvido no Iraque aferiu que o rs713040
pode estar associado a um risco aumentado para B-talassemia, havendo diferencas

fisiolégicas entre os individuos portadores desta variante e os controlos normais [136].

Posto isto, e dados os resultados da literatura contraditérios quanto ao significado clinico
destas variantes, aprofundar os estudos acerca destes SNP, em particular numa
vertente mais clinica, seria bastante pertinente. Isso contribuiria para esclarecer o
verdadeiro papel destas variantes e definir se a sua identificagéo deve ser prioritaria em

contextos de rastreios de hemoglobinopatias.
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Quadro 5.1: Gendtipos identificados nos rs10768683 e rs713040 no gene HBB

Genotipo das amostras no SNP rs10768683 Genotipo das amostras no SNP rs713040
R1 GC R14 CcC R1 TC R14 cC
R2 GC R15 CcC R2 TC R15 cC
R3 CcC R16 cC R3 cC R16 cC
R4 cC R17 cc R4 cC R17 cCc
R5 GC R18 ccC R5 TC R18 cCc
R6 CcC R19 cC R6 cC R19 cC
R7 CcC R20 cC R7 CcC R20 cCc
R8 CcC R21 GC R8 CcC R21 TC
R9 cC R22 ccC R9 cC R22 cc
R10 cC R23 GC R10 cC R23 TC
R11 CC R24 CcC R11 CcC R24 TC
R12 CC R25 CcC R12 CcC R25 cC
R13 GC | - | - R13 € | - | -

o} |

o} |

HEl

[N |

Hul
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Figura 5.28: Cromatogramas representativos dos varios genétipos observados nos
SNP rs10768683 (HBB:c.315+16G>C) e rs713040 (HBB:c.9T>C). (A) rs10768683
(gendtipo GC); (B) rs10768683 (gendtipo CC); (C) rs713040 (gendtipo TC); (D)
rs713040 (gendtipo CC).
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5.2.3. Sequenciagao dos genes HBA

A sequenciacdo dos genes HBA1 e HBA2 estava prevista para inumeras amostras,
nomeadamente para aquelas que apresentavam bandas extra na Focagem Isoelétrica.
Contudo, na maioria das amostras nao foi possivel proceder a sequenciagao devido aos
fatores ja discutidos no capitulo 5.2.

Deste modo, apenas foi possivel obter resultados da sequenciag¢ao para o gene HBA2
de 7 amostras, nao tendo sido possivel realizar a sequenciacao do gene HBA1. As
amostras sequenciadas foram as R26, R27, R28, R29, R30, R31 e R32.
Primeiramente procedeu-se a analise do alinhamento das sequéncias obtidas pela
sequenciacao de todas as amostras, com as sequéncias de referéncia de cada um dos
trés exdes do gene HBA2, extraidas do Ensembl (ENST00000251595.11). Esta primeira
analise foi crucial para confirmar que efetivamente tinham sido sequenciados na integra
os trés exdes do gene em estudo. A analise demonstrou um alinhamento completo com
a sequéncia de referéncia ao longo da maioria da extensdo de cada exéo (Figura 5.29).
Apenas na regiao terminal do terceiro exao se observaram alguns desalinhamentos, os
quais se interpretam como provaveis artefactos da prépria sequenciagao, uma vez que
coincidem com a extremidade final da leitura, zona habitualmente associada a maior
probabilidade de erros técnicos. Logo apéds, passou-se a analise dos cromatogramas,
com o objetivo de localizar eventuais mutagoes.

No que diz respeito as doze amostras cuja principal suspeita se tratava da presenca da
hemogblobina G-Philadelphia (HbGP"), apenas foi possivel sequenciar para o gene
HBA2 as amostras R27, R28 e R31. Porém, nao foi identificada nenhuma mutacao nos
cromatogramas, incluindo aquela associada a HbGP", que era considerada a hipdtese
mais provavel, como visto no capitulo 5.1. Conforme ilustrado na Figura 5.30, na regiao
correspondente a mutagao responsavel pela variante referida, encontra-se o codao
AAC, que codifica o aminoacido Asparagina, tal como é expectavel em amostras
normais. Esta achado contrasta com o aminoacido Lisina e cuja presencga confirmaria a
existéncia da referida variante. Assim, os resultados da analise dos cromatogramas
refutam a possibilidade da presenga da HoG™.

Relativamente as amostras R26, R30 e R32, todas apresentaram padrdes complexos
com a presenga de bandas extra na Focagem Isoelétrica. Apesar de todas elas terem
apresentado bandas na zona da HbS, apenas a amostra R30 revelou a sua presenga
no PCR-RFLP, o que levanta a hipotese de que as bandas nessa zona nao
correspondem, de facto, a HbS, mas sim a outras variantes com mobilidade semelhante,

nomeadamente variantes da cadeia a.
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Inicialmente, a presenca de multiplas bandas foi associada a presencga de eventuais
variantes da cadeia a, dado que esta participa de todas as hemoglobinas, o que poderia
originar diferentes hemoglobinas hibridas. Contudo, a auséncia de mutagdes no gene
HBAZ2 nestas amostras exclui a presencga de variantes da cadeia a codificadas por esse
mesmo gene. Ainda assim, como previamente referido, ndo foi possivel obter resultados
da sequenciacdao do gene HBA1, o que se traduz numa limitagcdo consideravel deste
estudo. Assim, nao é possivel excluir de forma definitiva a presenca de mutagdes da
cadeia a.

Posto este cenario, e principalmente tendo e conta que a amostra R30 apresentou uma
banda na zona da HbC, dever-se-ia ter considerado a presenca de variantes da cadeia
B, além da HbS. Torna-se assim evidente que a abordagem destas amostras, baseada
exclusivamente na sequenciacdo do gene HBA2 nao é suficiente para esclarecer

padroes eletroforéticos complexos.

Por fim, no caso da amostra R29, observou-se a presengca de uma banda extra
localizada imediatamente abaixo da HbF no perfil obtido por Focagem Isoelétrica.
Todavia, por motivos financeiros, optou-se apenas pela sequenciacdo do gene HBAZ2,
que ndo revelou qualquer mutagdo. Este resultado sugere, entdo, que a tal banda
adicional ndo se encontra relacionada com variantes da cadeia a codificadas pelo gene
HBAZ2, o que indica a presenca de variantes codificadas pelo gene HBA1 ou associadas
a cadeia globinica B. Tal como noutros casos ja discutidos, a auséncia de dados
relativos a todos os genes codificantes das cadeias globinicas constitui uma importante

limitagao.
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SEQUENCIA
IDENTIDADE
SEQUENREF

SEQUENCIA
IDENTIDADE
SEQUENREF

0241:

0241:

03e1:

e3e1:

0361:

0361:

0421:

0421:

0541:

0541:

0601:

0601:

0661:

0661:

0721:

0721:

0781:

0841:

0841:

0901:

0901:

0961:

©961:

1021:

1021:

1081:

1081:

CCGGGCGTGCCCCCGCGCCCCAAGCATAAACCCTGGCGCGCTCGCGGCCCGGCACTCTTC

[ETELT
----------------------------------------------------- ACTCTTC

TGGTCCCCACAGACTCAGAGAGAACCCACCATGGTGCTGTCTCCTGCCGACAAGACCAAC

COEEEREEREE e e e e e e e e e e e e e ee e e e e e e e e e e e ee e ey
TGGTCCCCACAGACTCAGAGAGAACCCACCATGGTGCTGTCTCCTGCCGACAAGACCAAC

GTCAA GCCTGGGGTAAGGTCGGCGCGCACGCTGGCGAGTATGGTGCGGAGGCCCTG

IIIIIIIII||||I|IIIIl|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|II|II|IIIIIIII
GTCAAGGCCGCCTGGGGTAAGGTCGGCGCGCACGCTGGCGAGTATGGTGCGGAGGCCCTG

GAGAGGTGAGGCTCCCTCCCCTGCTCCGACCCGGGCTCCTCGCCCGCCCGGACCCACAGG

AGGATGTTCCTGTCCTTCCCCACCACCAAGACCTACTTCCCGCACTTCGACCTGAGCCAC

CEELEEPEREE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
- GATGTTCCTGTCCTTCCCCACCACCAAGACCTACTTCCCGCACTTCGACCTGAGCCAC

CGGCAAGAAGGT
|IIIIIlI|IIIIIIII|IIIIIIlIIIIIIIIIIII|II|II|lIlII||IIIII||lI

TTAAGGGCCACGGCAAGAAGGTGGCC ACCAACGC

GCGCACGTGGACGACATGCCCAACGCGCTGTCCGCCCTGAGCGACCTGCACGCGCACAAG

CEREEEEEEEE R e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e
GCGCACGTGGACGACATGCCCAACGCGCTGTCCGCCCTGAGCGACCTGCACGCGCACAAG

GGTCAACTTCAAGGTGAGCGGCGGGCCGGGAGCGATCTGGGTCGAG

TGGACCCGGTCAACTTCAAG- - === === === === ——mcmmmmmom o

GGGCGAGATGGCGCCTTCCTCTCAGGGCAGAGGATCACGCGGGTTGCGGGAGGTGTAGCG

CAGGCGGCGGCTGCGGGCCTGGGCCGCACTGACCCTCTTCTCTGCACAGCTCCTAAGCCA

------------------------------------------------- CTCCTAAGCCA

CTGCCTGCTGGTGACCCTGGCCGCCCACCTCCCCGCCGAGTTCACCCCTGCGGTGCACGC

CTGCCTGCTGGTGACCCTGGCCGCCCACCTCCCCGCCGAGTTCACCCCTGCGGTGCACGC

CTCCCTGGACAAGTTCCTGGCTTCTGTGAGCACCGTGCTGACCTCCAAATACCGTTAAGC

CTCCCTGGACAAGTTCCTGGCTTCTGTGAGCACCGTGCTGACCTCCAAATACCGTTAAGC

TGGAGCCTCGGTAGCCGTTCCTCCTGCCCGCTGGGCCTCCCAACGGGCCCTCCTCCCCTC

COCEEREEEEEEEE e ee e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
TGGAGCCTCGGTAGCCGTTCCTCCTGCCCGCTGGGCCTCCCAACGGGCCCTCCTCCCCTC

CTTGCACCGGCCCTTCCTGGTCTTTGAATAAAGTCTGAGTGGGCGGCAGCCTGTGTGTGC

CTTGCACCGGCCCTTCCTGGTCTTTGAATAAAGTCTGAGTG- --GGCAGCA--------~

Figura 5.29:

Alinhamento entre as sequéncias obtidas por sequenciagao

(Sequéncia) e as sequencias de referéncia (Sequenref) dos 3 exbes do gene
HBA2. O alinhamento evidencia uma correspondéncia quase total entre as
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.

sequéncias,
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Figura 5.30: Cromatograma da sequenciacdo do gene HBA2. Observa-se a
auséncia de mutagdes. A amarelo encontra-se o coddo AAC (Asparagina), que
seria afetado na presenca da mutagdo responsavel pela HbGPh, passando a
codificar uma Lisina.

5.2.4. PESQUISA DA DELEGAO -a37kb

Dado que a delegdo -a"%* é de elevada prevaléncia no continente africano, preconizou-
se a sua pesquisa através de Gap-PCR. No entanto, apenas foi possivel obter
resultados em trés das amostras analisadas (R30, R39, R45), o que limita a
interpretacdo dos dados em termos estatisticos.

Esta limitagcdo parece estar associada a qualidade das amostras, dado que o mesmo
protocolo, quando aplicado a amostras de sangue total de outros estudos realizados,
demonstrou apresentar resultados fiaveis. Dadas as particularidades das amostras de
sangue seco em papel de filtro, o protocolo foi adaptado, tendo-se aumentado a
quantidade de amostra utilizada, ndo tendo demostrando, mesmo assim resultados
aceitaveis.

Em todas as trés amostras analisadas foi obtido 0 mesmo resultado: heterozigotia para
a delegdo -a*’ (-a*’/aa), como se pode verificar na Figura 5.31 através da presenca de
dois fragmentos de 2182pb e 1900pb (02) e de um fragmento de 999pb (a1). Este
gendtipo é descrito na literatura como clinicamente silencioso, ndo se encontrando
associado a manifestagdes clinicas graves, nomeadamente a anemias criticas, ou a
necessidade de tratamento especifico [51]. Ainda assim, a sua presencga traduz-se
geralmente em alteragbes hematoldgicas subtis, em particular microcitose e hipocromia,

0 que por si s6 nao constitui um problema clinico. Contudo, estes achados podem
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direcionar para diagnésticos incorretos de anemia ferropénica e, consequentemente,
levar a terapéuticas desnecessarias com ferro [51], [53]. Por outro lado, apesar de nem
sempre acontecer, este gendtipo pode traduzir-se em quadros de leve anemia [55].
Além disso, a literatura tem demonstrado que a presenca desta delecéo, quer
seja em heterozigotia ou em homozigotia, pode atuar como um fator modelador de
fendtipo em doentes com hemoglobinopatias, como seja a anemia falciforme. Neste
contexto, um estudo de 2024 [137] identificou individuos simultaneamente portadores
de HbS e da delegdo -0*>7 (em homo e heterozigotia), tendo-se verificado diferencas
significativamente estatisticas nos indices hematimétricos Volume Globular Médio e
Hemoglobina Globular Média, bem como na contagem de plaquetas. Além disso,
verificou-se uma maior prevaléncia de priapismo nos individuos que tinham as duas
referidas mutagdes, 0 que sugere que a a-talassemia devido a delegdo em estudo pode

influenciar o curso de outras doencas hematolégicas [137].

Marcador

Molecular

GeneRuler
1kb DNA
Ladder

2.5kb
2.0kb

1.5kb
1.0kb

Figura 5.31: Resultados do Gap-PCR para pesquisa da delecéo -a37«b nas amostras R39, R45
e R30. Observa-se a presenca simultanea de fragmentos de 2182, 1900 e 999pb, o que é
compativel com a heterozigotia para a delegdo (-a37/aa). As bandas de 2182 e 1900 pb (setas)
apresentam-se bastante ténues, sendo de dificil observagéo nas fotografias captadas.

Finda a discussao dos resultados obtidos através da Focagem Isoelétrica (IEF),
PCR-RFLP, sequenciacao e Gap-PCR, tem-se que a analise molecular das 45 amostras
com perfis eletroforéticos atipicos revelou diversidade de gendétipos. O gendtipo AS foi
confirmado em 12 amostras (26.7%), embora em todos estes casos tenham persistido
padrdes nao totalmente esclarecidos. Uma unica amostra (2.2%) demonstrou o gendétipo

SS, além da presenca de uma banda adicional na IEF nao identificada. Foram ainda
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confirmados oito casos (17.8%) do gendtipo AC e um caso (2.2%) do gendtipo AE, este
ultimo representando uma variante pouco expectavel na populacdo estudada e
sugerindo possiveis fendmenos de ancestralidade ou migratérios. Porém, em mais de
metade das amostras (51.1%) néo foi possivel esclarecer de forma conclusiva o perfil
observado. Nestes casos, diversos fatores, como limitagdes técnicas, fraca qualidade
do DNA extraido das amostras de sangue seco e as dificuldades intrinsecas a
amplificacdo dos genes das cadeias a poderao ter contribuido para os resultados

inconclusivos, como ja discutido.
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6. CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

O presente estudo teve como objetivo a caracterizacdo molecular das variantes de
hemoglobina identificadas no ambito de um Programa de Rastreio Neonatal de Anemia
das Células Falciformes (ACF) em Angola. A analise de 13 256 amostras por Focagem
Isoelétrica (IEF) permitiu identificar amostras com gendétipo AA, AS e SS, bem como um
subconjunto de 45 amostras com perfis eletroforéticos atipicos, selecionadas para
investigagdo molecular complementar.

A aplicacao de técnicas moleculares como o PCR-RLP, Gap-PCR e a sequenciacao de
Sanger permitiu confirmar a presencga de variantes estruturais como a HbS e a HbC, de
elevada de prevaléncia no continente africano. No entanto, foi possivel identificar
variantes menos expectaveis, como a HbE, revelando a diversidade genética presente
na populagao estudada.

Foram detetadas hemoglobinas com pontos isoelétricos aparentemente semelhantes a
HbS e HbC, nao tendo havido confirmagao molecular dessas variantes, o que destaca
a existéncia de variantes raras ou artefactos técnicos, além de enaltecer a importancia
da caracterizagdo genotipica para evitar diagnésticos incorretos.

Além disso, a detecao de SNPs benignos, como o rs10768683 e o rs713040, levanta
questdes relevantes sobre o seu eventual papel modificador do fenétipo, especialmente
quando em associagdo com outras variantes estruturais. A analise das cadeias alfa
revelou-se limitada pela complexidade da amplificagdo dos genes HBA, constituindo-se

como uma das principais limitacbes técnicas deste estudo.

Os resultados obtidos neste estudo reforcam, assim, a importancia da
complementaridade entre métodos fenotipicos e moleculares na confirmagéo
diagnéstica das hemoglobinopatias, particularmente em contextos de rastreio neonatal

em regides com elevada diversidade genética, como o continente africano. A
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identificagdo de variantes ndo esperadas reforga também a necessidade de abordagens
diagnésticas mais abrangentes que considerem fendmenos de ancestralidade e
migragao.

Por questdes financeiras e de otimizacao de recursos, neste estudo nao foi desde logo
preconizada a sequenciagdo completa dos genes HBA e HBB em todas as amostras.
Ainda assim, com base nas conclusdes e limitacbes deste trabalho, considera-se
pertinente, no futuro, garantir a sequenciagao completa desses genes em todas as
amostras analisadas, uma vez que a interpretacdo baseada apenas em padrdes
eletroforéticos nao permite determinar com certeza absoluta qual o gene envolvido no
padrao atipico observado. S6 uma analise integrada e abrangente permite esclarecer a
natureza das variantes, evitando interpretagcdes erréneas baseadas apenas na
mobilidade eletroforética. Esta abordagem permitiria diminuir drasticamente a
percentagem de amostras com resultados ndo determinados.

Além disso, a implementagao de técnicas complementares demonstrar-se-ia igualmente
vantajosa, nomeadamente a utilizagdo de Cromatografia Liquida de Alta Performance
(HPLC) ou Eletroforese Capilar (EC).

Como visto, o impacto de alguns SNPs ainda nao se encontra devidamente esclarecido.
Assim, a realizagdo de estudos de associagédo fendtipo-gendtipo envolvendo SNPs
como o0 rs10768683 e 0 rs713040, em associagao com variantes estruturais, poderia ser
relevante para esclarecer o seu verdadeiro impacto clinico no contexto das
hemoglobinopatias.

Importa também salientar que a qualidade dos resultados obtidos se encontra
diretamente relacionada com a qualidade das amostras utilizadas. Em comparagao com
amostras de sangue total, as amostras de sangue seco em papel de filtro apresentam
menor qualidade, devido as concentracdes de DNA substancialmente inferiores. Assim,
recomenda-se que em trabalhos futuros seja priorizada a utilizagdo de amostras de
sangue total, de modo a maximizar a fiabilidade dos resultados.

Ainda que neste estudo inumeros padrbes eletroforéticos tenham permanecido por
esclarecer, a presenca dos mesmos indica que os rastreios neonatais no continente
africano, nomeadamente na Africa Subsaariana, deveriam idealmente alargar o seu
foco, passando a abranger as hemoglobinas como um todo e ndo apenas a Anemia das
Células Falciformes (ACF). Relativamente a esses padrdes desconhecidos, considera-
se essencial que os médicos responsaveis pelo seguimento clinico dos recém-nascidos
sejam devidamente notificados, o que permitiria uma vigilancia mais préxima através de
analises periédicas, prestando-se especial atengcao aos niveis de hemoglobina, de

forma a avaliar a eventual presenca de anemia, bem como aos niveis hematimétricos.
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Este acompanhamento possibilitaria a detecdo precoce de manifestagdes clinicas
associadas a hemoglobinopatias, ainda que nao tenham sido identificadas com preciséao
na triagem inicial, garantindo uma intervencdo médica atempada e adequada.

Para finalizar, este estudo nao s6 contribuiu para o aprofundamento do conhecimento
sobre a diversidade das variantes de hemoglobina na populagdo angolana, como
também espelhou a necessidade de abordagens diagndsticas mais robustas e
abrangentes. A conjugacdo de metodologias fenotipicas e genotipicas, aliadas a um
seguimento clinico atento, revela-se crucial para incrementar a precisao diagndstica,
otimizar estratégias de rastreio neonatal e, acima de tudo, promover uma intervencao

precoce e eficaz no contexto das hemoglobinopatias.
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Apéndice I: Identificagcao da sequéncia deletada na presenc¢a da dele¢ao -a3.7 kb

Encontra-se, abaixo, uma representacdo da sequéncia fasta dos genes HBA2 e HBA1,
com identificacdo da zona deletada na presenca da delecdo -a3.7 kb
(NC_000016.10:9.173384_177187del):

catgagcagggatgcacccactggcactcctgcacctcccaccctcecccctcgeccaagtccaccccttecttcctcaccece
cacatcccctcacctacattctgcaaccacaggggccttctctcecectgtectttccctacccagagccaagtttgtttatctgt
ttacaaccagtatttacctagcaagtcttccatcagatagcatttggagagctgggggtgtcacagtgaaccacgacctcta
ggccagtgggagagtcagtcacacaaactgtgagtccatgacttggggcttagccagcacccaccaccccacgcgcec
accccacaaccccgggtagaggagtctgaatctggagccgcccccagcccagecccgtgcettttigegtectggtgtttgt
tccttcceggtgcectgtcactcaagcacactagtgactatcgccagagggaaagggagcetgcaggaagegaggcetgga
gagcaggaggggctctgcgcagaaattcttttgagttcctatgggccagggegtccgggtgegegceattectctccgecce
aggattgggcgaagccctcecggctcgcactcgcetcgeccgtgtgttcceccgateccegetggagtcgatgegegtccageg
cgtgccaggecggggegggggtgegggcetgactttctccctcgetagggacgetccggegeccgaaaggaaagggtg
gcgctgegcetccggggtgcacgagccgacagcgeccgaccccaacgggecggecccgecagegcecgctaccgeece
tgccccegggegagegggatgggegggagtggagtggegggtggagggtggagacgtectggecceecgeecccgegt
gcacccccaggggaggccgagceccgccgcccggccccgegcaggcecccgceccgggactecectgecggtccaggce
cgcgccccgggctcegegecagcecaatgagcgecgeccggecgggcgtgecceccgegecccaagceataaacccetg
gcgegetegegggecggcACTCTTCTGGTCCCCACAGACTCAGAGAGAACCCACCATGG
TGCTGTCTCCTGCCGACAAGACCAACGTCAAGGCCGCCTGGGGTAAGGTCGGC
GCGCACGCTGGCGAGTATGGTGCGGAGGCCCTGGAGAGgtgaggctccctccecctgct
ccgacccgggctcctcgecccgecccggacccacaggcecaccctcaaccgtcctggeccccggacccaaaccce
cacccctcactctgcttctccccgcagGATGTTCCTGTCCTTCCCCACCACCAAGACCTACT
TCCCGCACTTCGACCTGAGCCACGGCTCTGCCCAGGTTAAGGGCCACGGCAAG
AAGGTGGCCGACGCGCTGACCAACGCCGTGGCGCACGTGGACGACATGCCCA
ACGCGCTGTCCGCCCTGAGCGACCTGCACGCGCACAAGCTTCGGGTGGACCCG
GTCAACTTCAAGgtgagcggcgggccgggagcgatctgggtcgaggggcgagatggcgcecttccte
tcagggcagaggatcacgcgggttgcgggaggtgtagcgcaggcggecggctgecgggcectgggccgeact
gaccctcttctctgcacagCTCCTAAGCCACTGCCTGCTGGTGACCCTGGCCGCCCACC
TCCCCGCCGAGTTCACCCCTGCGGTGCACGCCTCCCTGGACAAGTTCCTGGCTT
CTGTGAGCACCGTGCTGACCTCCAAATACCGTTAAGCTGGAGCCTCGGTAGCCG
TTCCTCCTGCCCGCTGGGCCTCCCAACGGGCCCTCCTCCCCTCCTTGCACCGGC
CCTTCCTGGTCTTTGAATAAAGTCTGAGTGGGCAGCAgcctgtgtgtgectgggttctctctatce
cggaatgtgccaacaatggaggtgtttacctgtctcagaccaaggacctctctgcagetgcatggggectggggagggag
aactgcagggagtatgggaggggaagctgaggtgggcctgctcaagagaaggtgctgaaccatcccctgtcctgaga
ggtgccaggcctgcaggcagtggctcagaagctggggaggagagaggcatccagggtictactcagggagtcccag
catcgccaccctcctttgaaatctccctggttgaacccagttaacatacgctctccatcaaaacaaaacgaaacaaaaca
aactagcaaaataggctgtccccagtgcaagtgcaggtgccagaacatttctctcattcccacccecttcctgccagagggt
aggtggctggagtgagggtgctggccctactcacacttcctgtgtcacggtgaccctctgagagcagceccagtcagtggg
gaaggaggaaggggctgggatgctcacagccggcagcccacacctggggagactcticagcagagcaccttgegge
cttactcctgcacgtctcctgeagtttgtaaggtgcattcagaactcactgtgtgcccagcecctgagcetceccagctaattgece
ccacccagggcctctgggacctcctggtcttctgcttcctgtgctgccagcaacttctggaaacgtccctgtcceceggtgetg
aagtcctggaatccatgctgggaagttgcacagcccatctggctctcagccagectaggaacatgagcagcacttccaa
cccagtccctgecccacagcaagcctceccctccacactcacagtactggattgagcettitggggagggtggagaggac
cctgtcactgctttccttctggacatggacctctctgaattgtiggggagttcectecccctetccaccacccgctcttectgegece
tcacagcccagagcattgttatttcagcagaaacactttaaaaaataaactaaaatccgacaggcacggtggctcacge
ctgtaatcccagcactttgggaggccgaggtgggaggatcacctgaggtcgggagtitgagaccaccctgatcaacatg
tagaaaccccatctatactaaaaatacaaaatcagccgggcatggtggcccatgcctgtaaacccacctactccggag
gctgaggcaggagaatcattttaaccaaggaggcagaggttgcagtgagctaagatcacaccattgcactccagcctg



gaaaacaacagcgaaactccgcctcaaaaaaaaaaaagcccccacatcttatcttttttttticcticaggetgtgggceag
agtcagaagagggtggcagacagggaggggaaatgagaagatccaacgggggaagcattgctaagetggtcggag
ctacttccttctctgcccaaggceagcettaccctggcettgetcctggacacccagggcagggcectgagtaagggectgggg
agacagggcagggagcaggctgaagggtgctgacctgatgcactcctcaaagcaagatctictgccagacccccagg
aaatgacttatcagtgatttictcaggctgtttictcctcagtaccatccccccaaaaaacatcacttticatgcacagggatgce
acccactggcactcctgcacctcccacccttccccagaagtccaccccttecttcctcaccctgcaggagcetggecagect
catcaccccaacatctccccacctccattctccaaccacagggceccttgtctectctgtectttccectccccgageccaage
ctcctcectectccacctectccacctaatacatatccttaagtctcacctcctccaggaagcecctcagactaaccctggtca
ccttgaatgcctcgtccacacctccagacttcctcagggcectgtgatgaggtctgcacctctgtgtgtacttgtgtgatggtta
gaggactgcctacctcccagaggaggttgaatgctccagcecggttccagctattgctttgtttacctgtttaaccagtatttac
ctagcaagtcttccatcagatagcatttggagagctgggggtgtcacagtgaaccacgacctctaggccagtgggagag
tcagtcacacaaactgtgagtccatgacttggggcttagccagcacccaccaccccacgcgccaccccacaaccecg
ggtagaggagtctgaatctggagccgcccccagceccagccccgtgctttttgegtectggtgtttattccttcccggtgectgt
cactcaagcacactagtgactatcgccagagggaaagggagctgcaggaagcgaggctggagagcaggaggggct
ctgcgcagaaattcttttgagttcctatgggccagggcegtcecgggtgegegcattcctctccgeccccaggatigggegaag
cctceceggcetegceactcgcetecgeccgtgtgtticecccgatcececgetggagtecgatgegegtccagegegtgecaggecgg
ggcgggggtgcgggctgactttctccctcgectagggacgctccggegeccgaaaggaaagggtggcegcetgcegcetecg
gggtgcacgagccgacagcgcccgaccccaacgggccggccccgccagegecgctaccgecctgecceccgggeg
agcgggatgggcgggagtggagtggcgggtggagggtggagacgtcctggecceccgeccecgegtgcaccecccagg
ggaggccgagceccgcecgeccggecccgcgcaggcecccgeccgggactceectgeggtccaggecgegecccggg
ctccgegcecagcecaatgagcgcecgeccggcecgggcegtgccceccgegecccaagcataaaccctggegegcetcgegg
cccggcACTCTTCTGGTCCCCACAGACTCAGAGAGAACCCACCATGGTGCTGTCTC
CTGCCGACAAGACCAACGTCAAGGCCGCCTGGGGTAAGGTCGGCGCGCACGCT
GGCGAGTATGGTGCGGAGGCCCTGGAGAGgtgaggctccctccecctgetccgaccecgggcet
cctcgcccgecccggacccacaggccaccctcaaccgtcctggccccggacccaaaccccacccctcactcet
gcttctccccgcagGATGTTCCTGTCCTTCCCCACCACCAAGACCTACTTCCCGCACT
TCGACCTGAGCCACGGCTCTGCCCAGGTTAAGGGCCACGGCAAGAAGGTGGCC
GACGCGCTGACCAACGCCGTGGCGCACGTGGACGACATGCCCAACGCGCTGTC
CGCCCTGAGCGACCTGCACGCGCACAAGCTTCGGGTGGACCCGGTCAACTTCA
AGgtgagcggcgggccgggagcgatctgggtcgaggggcgagatggcgccttcctcgcagggcagagg
atcacgcgggttgcgggaggtgtagcgcaggcggcggctgcgggectgggccctcggccccactgaccct
cttctctg
cacagCTCCTAAGCCACTGCCTGCTGGTGACCCTGGCCGCCCACCTCCCCGCCG
AGTTCACCCCTGCGGTGCACGCCTCCCTGGACAAGTTCCTGGCTTCTGTGAGCA
CCGTGCTGACCTCCAAATACCGTTAAGCTGGAGCCTCGGTGGCCATGCTTCTTG
CCCCTTGGGCCTCCCCCCAGCCCCTCCTCCCCTTCCTGCACCCGTACCCCCGTG
GTCTTTGAATAAAGTCTGAGTGGGCGGCAgcctgtgtgtgcctgagttttttccctcagcaaacg
tgccaggcatgggcgtggacagcagctgggacacacatggctagaacctctctgcagctggatagggtagg

aaaaggcaggggc

Legenda:

o Exoes (letras maiusculas) e introes (letras mintusculas) do gene HBA2
o Exoes (letras maiusculas) e introes (letras mintusculas) do gene HBA1
e Sequéncia deletada
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Apéndice Il: Protocolo da Focagem Isoelétrica de hemoglobinas no

equipamento Migele com o o kit comercial RESOLVE'™ Hemoglobin kit

Assay

© ©® N o o A~

11

13.

14.

15.

16.

17.
18.

19.

20.

21.

22,

Ligar o equipamento.

Limpar a unidade de eletroforese com um papel humido e secar com um papel seco.
Com o furador metalico, cortar um disco de papel com 6 mm de didmetro por
amostra.

Colocar cada disco num pog¢o de uma placa de fundo liso.

Adicionar 25 uL de Hb Elution Solution a cada poco.

Cobrir a placa e agitar durante 10 minutos.

Deixar repousar 30 minutos para eluicdo completa da hemoglobina.

Retirar o gel do invélucro, respeitando a orientacao inscrita “This side up”.

Remover e descartar a pelicula protetora.

. Dispensar 3 uL de amostra e controlos em cada pog¢o (usar uma pipeta multicanal

para facilitar a pipetagem das amostras).

. Colocar o gel na workstation.
12.

Limpara suavemente a superficie do gel com papel, aguardar 10 segundos e
remover o papel.

Posicionar o sample Application template sobre o gel, pressionando levemente com
os dedos.

Embeber uma tira de papel de filtro, fornecida no kit, em Cathode Solution e
posicionar na area indicada, passando suavemente o dedo para garantir uma boa
adesdo da tira ao gel.

Aplicar a Anode Solution.

Embeber duas tiras de papel de filtro em Anode Solution e aplicar, tal como no ponto
14.

Colocar o gel no equipamento, abrindo a tampa e a gaveta do mesmo.

Pipetar 4 yL de agua destilada no centro da unidade, garantindo a auséncia de
bolhas entre o gel e a superficie do equipamento.

Colocar o gel centrado.

Remover o excesso de agua em volta do gel com papel.

Programar a fonte de alimentagao: 30 Watts, 1200 Volts, 100 miliamperes, durante
110 minutos.

Submergir o gel em solugao de TCA 10%, durante 10 minutos sob agitagéo.
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23.
24.

25.
26.
27.

Lavar o gel com agua destilada (duas lavagens de 10 minutos)

Preparar a solugao de coloracéo (20 ml de JB Stain Buffer + 36 mL de JB-2 Gel Stain
Concentrate + 144 mL de agua destilada + 4 mL de JB-2 Stain Activator, nesta
ordem).

Submergir o gel numa tina de coloragdo com a solugéo preparada durante 7 minutos.
Remover o corante

Submergir o gel e agua destilada durante 60 minutos, trocando a agua no minimo 4

veZzes.
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Apéndice lll: Protocolo detalhado da extragcao de DNA das amostras de

sangue seco, usando o kit Qlamp DNA mini

© N o a bk N =

T N W N 7 )
H W N = O

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21,
22,
23.
24,
25.
26.

Com um furador de 3mm cortar 3 discos de uma mancha seca de sangue.
Colocar os discos num tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.

Adicionar 180 pL de Buffer ATL ao tubo.

Incubar a 85°C durante 10 minutos.

Centrifugar brevemente para eliminar gotas da tampa do tubo.

Adicionar 20 pL de solu¢ao de Proteinase K.

Vortexar bem.

Incubar a 56°C durante 1 hora.

Centrifugar brevemente para eliminar gotas da tampa do tubo.

. Adicionar 200 uL de Buffer AL e vortexar.

. Centrifugar brevemente para eliminar gotas da tampa do tubo.
. Adicionar 200 uL de etanol (96-100%) e vortexar.

. Centrifugar brevemente para eliminar gotas da tampa do tubo.

. Transferir toda a mistura para uma QlAamp Mini spin column colocada num tubo

de 2 mL.

Fechar a tampa e centrifugar a 8000 rpom durante 1 minuto.

Descartar o tubo com o filtrado. Transferir a coluna para um novo tubo de 2 mL.
Fazer uma lavagem, adicionando Buffer AW1 a coluna.

Centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto.

Descartar o tubo com o filtrado e transferir a coluna para um novo tubo de 2 mL.
Fazer outra lavagem, adicionando 500 yL de Buffer AW2.

Centrifugar a 14 000 rpm durante 3 minutos.

Transferir a coluna para um novo tubo de 2 mL.

Centrifugar a 14 000 rpm durante 1 minuto.

Transferir a coluna para um tubo de microcentrifuga de 1.5 mL limpo.

Adicionar 150 uL de Buffer AE e incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto.

Centrifugar a 8000 rpm por minuto para eluir o DNA.
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Apéndice IV: Fragmento do gene HBB amplificado pelo PCR-RFLP para

pesquisa do SNP rs334 (previamente a digestao enzimatica)

chr11:5226791-5227180 (390bp)

ACCTCACCCTGTGGAGCCACaccctagggttggccaatctactcccaggagcagggagggcaggagec

agggctgggcataaaagtcagggcagagccatctattgcttacatttgcttctgacacaactgtgttcactagcaacctcaa
acagacaccatggtgcatctgactcctgmggagaagtctgccgttactgccctgtggggcaaggtgaacgtggatgaag
ttggtggtgaggccctgggcaggttggtatcaaggttacaagacaggtttaaggagaccaatagaaactgggcatgtgg

agacagagaagactcttgggtttctgataggcactgactctctctgectattggtcTATTTTCCCACCCTTAGGC
TGCTGGT

Legenda:
e Exao1

'SISNP rs334 (HBB: c.20A>T

e Primers
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https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=2635583120_zZad2HQWkD2XpCt81RfYqqQedn5a&db=hg38&position=chr11:5226791-5227180&hgPcrResult=pack

Apéndice V: Fragmentos originados através do PCR-RFLP (apés a digestao

com a enzima Bsu36l)

Alelo Wild type (SNP rs334 ausente):

‘ 1 | | | | 390 '
Bsu36 Bsu36l

# Ends Coordinates | Length (bp) Affected by Methylation

1 (LeftEnd) - Bsu36l 1-176 176

2 Bsu36l - Bsu3del 177-377 201

3 Bsu36l - (RightEnd) 378-390 13

Figura A1: Representacdo dos locais de ligagdo da enzima Bsu36l e fragmentos

resultantes da digestao no alelo Wild type. Fonte: NEBcutter

Alelo mutado (SNP rs334 presente):

{ 1 | | 390 ’
Bsu3él

# Ends Coordinates “ | Length (bp) Affected by Methylation

1 (LefiEnd) - Bsu36l 1-377 377

2 Bsu36l - (RightEnd) 378-390 13

Figura A2: Representacdo dos locais de ligagdo da enzima Bsu36l e fragmentos

resultantes da digestdo no alelo mutado. Fonte: NEBcutter
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Apéndice VI: Fragmento do gene HBA2 amplificado pelos primers A e B
usados no GAP-PCR para pesquisa da delecio -a3’ (na auséncia da

delecao)

chr16:172762+173760 (999pb):

GGACTCCCCTGCGGTCCAGGccgegecccgggcetcecgegecagecaatgagegeecgeceggecggge
gtgccceccgegecccaagcataaacccetggegcegetcgegggecggceactcttctggtccccacagactcagagaga
acccaccatggtgctgtctcctgccgacaagaccaacgtcaaggecgcectggggtaaggtcggegegecacgcetggeg
agtatggtgcggaggccctggagaggtgaggctccctececctgcetccgacccgggctectcgeccgeccggacccaca
ggccaccctcaaccgtcctggccccggacccaaaccccacccctcactcetgcttctccccgcaggatgttectgtecttec
ccaccaccaagacctacttcccgcacttcgacctgagccacggctctgcccaggttaagggccacggcaagaaggtg
gccgacgcegcetgaccaacgccgtggcgcacgtggacgacatgcccaacgcgctgtccgecctgagegacctgcacg
cgcacaagcttcgggtggacccggtcaacticaaggtgagcggcgggccgggagegatctgggtcgaggggegaga
tggcgccttcctctcagggcagaggatcacgegggttgecgggaggtgtagegcaggeggeggcetgegggcectgggcec
gcactgaccctcttctctgcacagctcctaagccactgcectgetggtgaccctggecgeccacctcceecgecgagttcacce
cctgcggtgcacgcctccctggacaagttcetggcttctgtgagcaccgtgetgacctccaaataccgttaagetggagece
tcggtagccgttcctectgecegetgggcectcccaacgggccctecteecctecttgcaccggeccttcetggtctttgaata
aagtctgagtgggcagcagcctgtgtgtgectgggtictctctat CCCGGAATGTGCCAACAATGGAG

UCSC Genome Browser on Human (GRCh38/hg38)
Move | <<z << < > >» >>> Zoomin|15x 3x 10x Base Zoomout|15x 3x 10x 100x

Multi-region | chr16:172,313-173.811 1,499 bp. |gewe chromosome range, search terms, help pages, see exam|3|-| Search | Examples

: [ GBS SeAliopii2p-EEEEN o121 B EEEES Hoz:.1 |

Scale 500 bases | | hgas
chr16: | 172,500| 172,600| 172,700| 172,800| 172,900/ 173,000|173,100| 173,200| 173,300| 173,400| 173,500 173,600 173,700| 173.800|
Your Sequence from PCR Search -

GENCODE V48 (6 items filtered out)

04455 I  ————
HE A2 N> AL S

RefSeq genes from NCBI

=l - EEee——
MANE Select Plus Clinical: Representative transcript from RefSeq & GENCODE
HBA2 m

OMIM Allelic Variant Phenothi)es
OMIM Alleles (| WA NI TATIR (LR |

OMIM Gene Phenotypes - Dark Green Can Be Disease-causin

ENSGD00002

RefSeq Curated

OMIM Genes

Short Genetic Variants from dbSNP release 155
L L I

P W N Py

Figura A3: Localizagao gendmica da regidao amplificada por PCR com os primers Ae B
no cromossoma 16, visualizada através do UCSC Genome Browser.

Legenda:

e Locais de ligagao dos primers A (5 GGACTCCCCTGCGGTCCAGG 3)
e B (5 CTCCATTGTTGGCACATTCCGGG 3)
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https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=2816809938_L4RfT5YXctENmyjRVl4aaZuJV69j&db=hg38&position=chr16:172762-173760&hgPcrResult=pack

Apéndice VII: Fragmento do gene HBA2 amplificado pelos primers A’ e C
usados no GAP-PCR para pesquisa da delecio -a3’ (na auséncia da

delecao)

chr16:175402+177583 (2182 pb)

GGGATGCACCCACTGGCACTcctgcacctcccacccttccccagaagtccacccecttecttectcacectge
aggagctggccagcctcatcaccccaacatctccccacctccattctccaaccacagggceccttgtetectctgtectttce
cctcececcgagcecaagcectectecctectccacctectccacctaatacatatecttaagtctcacctectccaggaagcecct
cagactaaccctggtcaccttgaatgcctcgtccacacctccagacttcctcagggcectgtgatgaggtctgcacctctgtg
tgtacttgtgtgatggttagaggactgcctacctcccagaggaggttgaatgctccagecggttccagctattgctttgtttace
tgtttaaccagtatttacctagcaagtcttccatcagatagcattiggagagctgggggtgtcacagtgaaccacgacctct
aggccagtgggagagtcagtcacacaaactgtgagtccatgacttggggcttagccagcacccaccaccccacgegce
caccccacaaccccgggtagaggagtctgaatctggagccgeccccagcccagcecccgtgctttitgegtectggtgttta
ttccttcceggtgectgtcactcaagcacactagtgactatcgccagagggaaagggagctgcaggaagcgaggcetgg
agagcaggaggggctctgcgcagaaattcttttgagttcctatgggccagggegtccgggtgegcegceattectctecegece
ccaggattgggcgaagcctceccggcetcgcactecgcetcgeccgtgtgtticccecgatececgetggagtecgatgegegtececag
cgcgtgccaggcecggggegggggtgegggcetgactttctccetcgectagggacgcetccggegeccgaaaggaaagg
gtggcgcetgegetececggggtgcacgagecgacagegeccgaccccaacgggcecggcecccgecagegecgcetaceg
ccctgeccececgggegagegggatgggegggagtggagtggegggtggagggtggagacgteectggecceegecce
gcgtgcacccccaggggaggccgagceccgecgeccggecccgegcaggecccgeccgggacteeectgeggteca
ggccgcgcecccgggctececgegecagcecaatgagegecgeccggecgggegtgecececegegecccaagcataaacc
ctggegcegcetcgeggeccggceactctictggtccccacagactcagagagaacccaccatggtgcetgtetectgecgac
aagaccaacgtcaaggccgcctggggtaaggtcggecgegcacgetggegagtatggtgcggaggecctggagaggt
gaggctccctccectgetccgaccegggctectcgeccgeccggacccacaggecaccctcaaccgteetggeceegg
acccaaaccccacccctcactctgcttctcccecgecaggatgttectgtectticcccaccaccaagacctacttccecgeactt
cgacctgagccacggctctgcccaggttaagggccacggcaagaaggtggccgacgegcetgaccaacgeegtggeg
cacgtggacgacatgcccaacgcgctgtccgcecctgagcgacctgcacgcgcacaagcttcgggtggacceggtcaa
cttcaaggtgagcggcecgggecgggagcegatctgggtcgaggggcgagatggegcecttcctcgcagggcagaggate
acgcgggttgcgggaggtgtagcgcaggeggeggcetgegggectgggccctecggecccactgaccctcttctectgcac
agctcctaagccactgcctgcetggtgaccctggeccgceccacctcccecgecgagticaccectgeggtgcacgcectcectg
gacaagttcctggcttctgtgagcaccgtgctgacctccaaataccgttaagctggagcectcggtggcecatgcttettgecce
cttgggcctcccceccagceccctecteeccttcectgcaccecgtaccecegtggtctitgaataaagtctgagtgggeggeage
ctgtgtgtgcctgagttttttccctcagcaaacgtgccaGGCATGGGCGTGGACAGCAG
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https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=2816809938_L4RfT5YXctENmyjRVl4aaZuJV69j&db=hg38&position=chr16:175402-177583&hgPcrResult=pack

Legenda:

o Locais de ligacao dos primers A’ (5 GGGATGCACCCACTGGCACT 3)
e C (5 CTGCTGTCCACGCCCATGCC 3)

UCSC Genome Browser on Human (GRCh38/hg38)
Move | <<< << < = > =»> | Zoomin|15x 3x 10x Base Zoomout| 15x 3x 10x 100x

Multi-region | chr16:175,402-177,583 2,182 bp. |gene. chromosome range, search terms, help pages, see exampl| Search | Examples

chris (p13.3) [16p13.3 I I FIEE] EERI6p11 2)-{ENTNIEN o121 [EE IEERA [ EZEN] I | |

Scale 1 kb | hg3s
chri6: | 176,000]| 176,500] 177.000]| 177,500/
Your Seguence from PCR Search

GEMNCODE V48 (8 items filtered out
ENSG00000294481 ] HBA1

RefSeq genes from NCBI
RefSeq Curated
MAME Select Plus Clinical: Representativetrﬁrgs};:ript from RefSeq & GENCODE
1
OMIM Allelic Variant Phenotypes
OMIM Alleles L] | A 0]
OMIM Gene Phenotypes - Dark Green Can Be Disease-causin
OMIM Genes
Common (1000 Genomes Phase 3 MAF == 1%) Short Genetic Variants from dbSNP Release 155
rs2858942 A/C | rs533430676 T/A/C | rs370305736 C/G/T | rs 148228241 G/T |
rs112128183 G/C | rs577938658 C/A/GIT |
Gene Expression in 54 tissues from GTEx RNA-seq of 17382 samples, 948 donors (V8, Aug 2019)

Figura A4: Localizagdo gendémica da regidao amplificada por PCR com os primers A’ e
C no cromossoma 16, visualizada através do UCSC Genome Browser.
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Apéndice VIII: Sequéncia resultante da delegao -a3.7 kb e identificagao dos

locais de ligagao dos primers A’ e C usados no GAP-PCR
(Aproximadamente 1900 pb)

catgagcaGGGATGCACCCACTGGCACTcctgcacctcccacccteecectcgecaagteccaccccttect
tcctcacccecacatcccctcacctacattctgcaaccacaggggccttcetctcecctgtectttccctacccagagcecaagtt
tgtttatctgtttacaaccagtatttacctagcaagtcticcatcagatagcatttggagagctgggggtgtcacagtgaacca
cgacctctaggccagtgggagagtcagtcacacaaactgtgagtccatgacttggggcttagccagcacccaccacce
cacgcgccaccccacaaccccgggtagaggagtctgaatctggageccgcccccagcccagecccegtgctttttgegte
ctggtgtttgttccttccecggtgectgtcactcaagcacactagtgactatcgccagagggaaagggagcetgcaggaagce
gaggctggagagcaggaggggctctgcgcagaaattcttttgagttcctatgggccagggegtcecgggtgegegcatte
ctctcecgecccaggattgggcgaagcecctecggcetecgeactcgetecgeccegtgtgtticccegatceecgetggagtecgatg
cgcgtccagegcegtgccaggeeggggegggggtgegggctgactttctcectcgetagggacgetcecggegeccgaa
aggaaagggtggcgctgcgctccggggtgcacgagccgacagegeccgaccccaacgggecggecccgecageg
ccgctaccgcecctgecccccgggcgagcegggatgggegggagtggagtggegggtggagggtggagacgtcectggec
cccgcecccgegtgcacccccaggggaggccgageccgecgeccggecccgegcaggecccgeccgggactceeect
gcggtccaggcecgegecccgggcteccgegecagecaatgagegecgeccggecgggegtgeccecegegecccaag
cataaaccctggcgcgctcgecgggecggcactcttctggtccccacagactcagagagaacccaccatggtgct
gtctcctgccgacaagaccaacgtcaaggccgcctggggtaaggtcggecgcgcacgctggcgagtatggtg
cggaggccctggagaggtgaggctccctcecctgcetccgacccgggcetectcgecccgeccggacccacaggecac
cctcaaccgtcctggccccggacccaaaccccacccctcactetgcettctcccecgecaggatgttectgtecttccccac
caccaagacctacttcccgcacttcgacctgagccacggctctgcccaggttaagggccacggcaagaaggt
ggccgacgcgctgaccaacgccgtggcgcacgtggacgacatgcccaacgcgctgtccgeccctgagcgac
ctgcacgcgcacaagcttcgggtggacccggtcaacttcaaggtgagcggcgggccgggagcegatetgggtcg
aggggcgagatggcgccttcctccacag

gcctgtgtgtgcctgagttttttccctcagcaaa
cgtgccaGGCATGGGCGTGGACAGCAGctgggacacacatggctagaacctctctgcagetggataggg

taggaaaaggcaggggcgggaggaggggatggaggagggaaagtggagcecaccgcgaagtccagetggaaaaa

Legenda:

e Exao 1 do gene HBA2
e Exao 2 do gene HBA2

e Locais de ligagao dos primers A’ (5 GGGATGCACCCACTGGCACT 3)
e C (5 CTGCTGTCCACGCCCATGCC 3)
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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

Apéndice IX: Fragmento resultante da amplificagcao dos exdes 1 e 2 do gene
HBB

chr11:5226505-5227131 (627bp)

AGCAGGGAGGGCAGGAGCCAGggctgggcataaaagtcagggcagagccatctattgcettacatttgett

ctgacacaactgtgttcactagcaacctcaaacagacaccatggtgcatctgactcctgaggagaagtctgccgttactg

ccctgtggggcaaggtgaacgtggatgaagttggtggtgaggccctgggcaggttggtatcaaggttacaagacaggttt
aaggagaccaatagaaactgggcatgtggagacagagaagactcttgggtttctgataggcactgactctctctgcctatt
ggtctattttcccacccttaggetgetggtggtctaccctiggacccagaggttctttgagtcctttggggatctgtccactcectg
atgctgttatgggcaaccctaaggtgaaggctcatggcaagaaagtgctcggtgcectitagtgatggcctggctcacctgg
acaacctcaagggcacctttgccacactgagtgagctgcactgtgacaagctgcacgtggatcctgagaacttcagggt

gagtctatgggacgcttgatgttttctttccecttcttttctatGGTTAAGTTCATGTCATAGGAAGGGG

Legenda:
e Exao1

e Exa02
o Primers Forward (5 AGCAGGGAGGGCAGGAGCCAG 3')
e Reverse (5 CCCCTTCCTATGACATGAACTTAACC 3)

UCSC Genome Browser on Human (GRCh38/hg38)
Move | <<z <= < > =»> >»>|Zoomin|15x 3x 10x Base Zoomout|15x 3x 10x 100x

Multi-region | chr11:5,226 505-5,227 131 627 bp |gene chromosome range, search terms, help pages, see exampl-| Search | Examples

chrit (p15.4) [ RN | [l 1S [RENE 1 2] [T 7 [EE EIESE B2 M EEE] Naes ol Waed

Scale 200 bases | | hgas
chrit: 5,226,600 5,226,700 5,226,800 5,226,900 5,227,000 5,227,100]
Your Sequence from PCR Search
[ |
GENCODE V48 (3 items filtered out)
HBB TTHIETNNREANT ] —
ENSG00000298932 <]
RefSeq genes from NCBI
RefSeq Curated ———— | NN I —
MANE Select Plus Clinical: Representative transcript from RefSeg & GENCODE
HEB <|<_ b
OMIM Allelic Variant Phenotypes
OMIM Alleles YN A 1[I §I (I |
OMIM Gene Phenotypes - Dark Green Can Be Disease-causin

OMIM Genes

Short Genetic Variants from dbSNP release 155

Figura A5: Localizagdo gendmica da sequéncia amplificada por PCR dos exdes 1 e 2
do gene HBA no cromossoma 11, visualizada no UCSC Genome Browser.
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https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=2618879088_2fiKiavZDG7pcGme2ga4azabMj4k&db=hg38&position=chr11:5226505-5227131&hgPcrResult=pack

Apéndice X: Fragmento resultante da amplificagao do exao 3 do gene HBB

Chr11:5225309-5225976 (668 pb)

CATGCCTCTTTGCACCATT Ctaaagaataacagtgataatttctgggttaaggcaatagcaatatctctgcat
ataaatatttctgcatataaattgtaactgatgtaagaggtttcatattgctaatagcagctacaatccagctaccattctgctttt
attttatggttgggataaggctggattattctgagtccaagctaggcccttttgctaatcatgttcatacctcttatcttcctcccac
agctcctgggcaacgtgcetggtctgtgtgctggcccatcactttggcaaagaattcaccccaccagtgcaggcetgcectatc
agaaagtggtggctggtgtggctaatgccctggcccacaagtatcactaagctegctttcttgetgtccaatttctattaaag
gttcctttgttccctaagtccaactactaaactgggggatattatgaagggcectigagcatctggattctgcctaataaaaaa
catttattttcatigcaatgatgtatttaaattattictgaatattttactaaaaagggaatgtgggaggtcagtgcatttaaaaca
taaagaaatgaagagctagtticaaaccttgggaaaatacactatatcttaaactccatgaaagaagGTGAGGCTG
CAAACAGCTAA

Legenda:
o Exa03
e Primers Forward (5 CATGCCTCTTTGCACCATTC 3’)
e Reverse (5 TTAGCTGTTTGCAGCCTCAC 3)

UCSC Genome Browser on Human (GRCh38/hg38)
Move | <<« << < > = =»> ZoOMin|15x 3x 10x Base Zoomout 15x 3x 10x 100x

Multi-region | chri1:5,225,310-5,225,977 668 bp |gene. chromosome range, search terms, help pages, see exampl | Search | Examples

chrit (p15.4) [ E{EREN | [l o= [ITE 1 2] [T 7 [E EiENN 2]

Scale 200 bases | | hg3s
chri1: 5,225,400| 5,225,500/ 5,225,600| 5,225,700| 5,225,800| 5,225,900|
Your Sequence from PCR Search
|| |
GENCODE V48 (2 items filtered out)
ENSG00000285492 £

65 e— ]
.

ENSG00000298932

RetSeq genes from NGBI

——
MANE Select Plus Clinical: Representative transcript from RefSeq & GENCODE
HBB *

OMIM Allelic Variant Phenotypes

OMIM Alleles [ | I | | |
OMIM Gene Phenotypes - Dark Green Can Be Disease-causin
OMIM Genes
X X Short Genetic Variants from dbSNP release 155 )

Figura A6: Localizacdo gendmica da sequéncia amplificada por PCR do exao 3
gene HBB no cromossoma 11, visualizada no UCSC Genome Browser.

RefSeq Curated
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https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=2814752948_4pcRtPtZwVZXGSUKtYQA3fOJncjL&db=hg38&position=chr11:5225309-5225976&hgPcrResult=pack

Apéndice XI: Fragmentos resultantes da amplificagdao dos genes HBA1 e
HBA2

Gene HBA1: chr16:176376+177689 (1314 pb)

GGTGCACGAGCCGACAGCGCccgaccccaacgggecggcecccgccagegcecgctaccgecctgecce
cgggcgagegggatgggegggagtggagtggcgggtggagggtggagacgtectggecccegeccegegtgcace
cccaggggaggccgagceccgecgeccggcecccgcgcaggcecccgeccgggactceecctgeggtccaggecgege
ccegggcteecgegecagecaatgagegecgeccggecgggegtgececececgegecccaagcataaaccetggegeg
ctcgcggceccggceactcttctggtccccacagactcagagagaacccaccatggtgcetgtctcctgccgacaagaccaa
cgtcaaggccgcectggggtaaggtcggecgegcacgetggegagtatggtgecggaggecctggagaggtgaggceteece
tceectgetccgaccegggctectcgececcgeccggacccacaggecaccctcaaccgtectggecccggacccaaac
cccacccctcactctgcttctcccecgecaggatgttectgtecticcccaccaccaagacctacttccegeacttcgacctgag
ccacggctctgcccaggttaagggccacggcaagaaggtggccgacgcgctgaccaacgcecgtggegecacgtggac
gacatgcccaacgcgctgtccgecctgagcgacctgcacgcgcacaagcticgggtggacccggtcaacttcaaggtg
agcggcgggcecgggagcgatctgggtcgaggggcgagatggegccttcctcgcagggcagaggatcacgegggttg
cgggaggtgtagcgcaggcggcggcetgecgggcectgggecctcggecccactgaccctcttctctgcacagcetectaage
cactgcctgctggtgaccctggccgcccacctcceccgecgagticaccecctgeggtgcacgcecteccctggacaagttect
ggcttctgtgagcaccgtgctgacctccaaataccgttaagctggagcectcggtggcecatgcttcttgeccecttgggectce
ccccagcccctcctccccttcctgcaccegtacceecegtggtictttgaataaagtctgagtgggcggcagcectgtgtgtg

cctgagttttttccctcagcaaacgtgccaggcatgggcgtggacagcagcetgggacacacatggctagaac

ctctetgcagetggatagggtaggaaaaggcaggggcgggaggaggggatggaggagggaaagtggA
GCCACCGCGAAGTCCAG

Legenda:
e Exao1

e Exao?2
° Exao 3

e Primers
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https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=2814298216_EzIJBaukEOTf1UnagaaF8iz2a5ni&db=hg38&position=chr16:176376-177689&hgPcrResult=pack

Gene HBA2: chr16:172572+173909 (1338 pb)

GGTGCACGAGCCGACAGCGCccgaccccaacgggcceggcecccgcecagegcecgctaccgecctgeccee
cgggcgagegggatgggcgggagtggagtggegggtggagggtggagacgtectggeeccegeccegegtgcace
cccaggggaggccgagceccgecgeccggcecccgcgcaggcecccgeccgggactcececctgeggtccaggecgege
ccegggctecgegecagecaatgagegecgeccggecgggegtgcceccegegecccaagcataaaccetggegeg
ctcgcgggcecggceactcttctggtccccacagactcagagagaacccaccatggtgctgtctcctgccgacaagaccaa
cgtcaaggccgcectggggtaaggtcggegegcacgetggegagtatggtgcggaggccctggagaggtgaggcetcece
tccectgcetccgaccegggctectcgeccgeccggacccacaggccaccctcaaccgtecectggecccecggacccaaac
cccacccctcactctgcttctccccgcaggatgttectgtecttccccaccaccaagacctactticccgeacticgacctgag
ccacggctctgcccaggttaagggccacggcaagaaggtggccgacgcgctgaccaacgcecgtggegceacgtggac
gacatgcccaacgcgctgtccgecctgagecgacctgcacgegcacaagcettcgggtggaccecggtcaacttcaaggtg
agcggcegggecgggagcegatctgggtcgaggggcgagatggcegccttcctctcagggcagaggatcacgegggttge
gggaggtgtagcgcaggcggceggctgegggcectgggccgcactgaccctcttctctgcacagcetecctaagecactgect
gctggtgaccctggccgcccacctccccgecgagticacceectgeggtgcacgcectecectggacaagttcctggcttetgt
gagcaccgtgctgacctccaaataccgttaagctggagcctcggtagecgttcctcctgeccegetgggectcccaacggg
ccctecteccctecttgcaccggceccttcetggtctttgaataaagtctgagtgggcagcagcectgtgtgtgectgggttetcte
tatcccggaatgtgccaacaatggaggtgtttacctgtctcagaccaaggacctctctgcagcetgcatggggetggggag
ggagaactgcagggagtatgggaggggaagctgaggtgggcctgctcaagagaaggtgctgaaccatccectgtcC
TGAGAGGTGCCAGGCCTGC

Legenda:
e Exao 1
e Exdo2
e Exdo3
e Primers

UCSC Genome Browser on Human (GRCh38/hg38)
move <<< << > >> >>> ZOOMIN 1.5x 3x 10x base ZOOM Out 1.5x 3x 10x 100x

multi-region | chr16:170,463-1683,602 13,140 bp. ‘g omosome range, search terms, help pages, L‘ go | Examples

| hris (p13.3) [_i6piss  TNER NN EEOPENoi2 o KRN i6pii2 ] i6qii2  IEECIFRIN ai22 [E 16021 [i6022 1 B EREEN] EE-:ZGS
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h
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Figura A7: Localizacdo gendmica das sequéncias amplificadas por PCR dos genes
HBA1 e HBA2 no cromossoma 16, visualizadas no UCSC Genome Browser.
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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 |: Parecer favoravel do Comité Nacional de Etica de Angola (n°21
C.E/MINSA.INIS/2023)

REPUBLICA DE ANGOLA
MINISTERIO DA SAUDE
COMITE DE ETICA

(CEMS)
PARECER N.° éM C.E/MINSA.INIS/2023

Sobre © projecto de pesquisa intitulado “RASTREIO NEONATAL E
DESENVOLVIMENTO DE COORTE DE CRIANGAS COM ANEMIA DAS CELULAS
FALCIFORMES, NO HOSPITAL MATERNO INFANTIL DR. MANUEL AZANCOT DE
MENEZES, ANGOLA”, submetido ¢ este Comité pelo investigador MIGUEL
BRITO.

Apds apreciacdo do protocolo do projecto de investigagdo supracitado,
somos a tecer o seguinte parecer:

- Estando acautelados os principios fundamentais éticos, observando-

se a conformidade na elaboragdo do respectivo projecto, este

Comité ndo se opde a sua realizacdo e considera-o relevante.
Decisdo: Este Comité & de parecer FAVORAVEL & redlizacdo do referido
estudo.

LUANDA, AOS 13 DE JUNHO DE 2023.

COORDENADORA
%va\f\(‘{mcuﬁ B

Rua Amilcar Cabral Nre. 96, @ frente do Banco de Urgéncios do Haspital Josing Machet Mmcmgm Luundn
Angolo. Telefone: +244 924 390 307 e-mail: comitedesticuainis.gov,ao0 @ comitedest

R minsa.

Lamo o
T T
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Anexo lI: Parecer favoravel da Comissido de Etica da Escola Superior de

Tecnologia da Saude de Lisboa

CE-ESTeSL-N°. 28-2023 — Miguel Brito POLITECNICO

De  Comisséo Etica <conselhodeetica@estesl.ipl pt= DE LISBOA
Para Miguel Brito <miguel.brito@estesl.ipl.pt=
Data 19-05-2023 20:47

REFERENCIA INTERNA DO PROJETO: CE-ESTeSL-N2. 28-2023 — Miguel Brito

TITULO DO PROJETO: Rastreio Neonatal e desenvolvimento de coorte de criangas com Anemia das Células Falciformes, no Hospital Materno Infantil Dr Manuel Pedro
Azancot de Menezes, Angola

Tipo de Projeto/Estudo: Investigagdo

Investigador/a Responsdvel: Prof. Doutor Miguel Brito

EQUIPA: Jocelyne Vasconcelos, Investigadora, Centro de Investigagdo em Salde de Angola, Investigadora Principal em Angcla; Brigida Santos. Investigadora, Médica
Pediatra, Centro de Investigagdo em Saude de Angola {CISA) / Instituto Nacional de Investigagdo em Sadde (INIS); Manuela Mendes, Médica, Diretora do hospital,
Hospital Materno Infantil Dr Manuel Pedro Azancot de Menezes (Camama); Miguel Brito, Investigador, Escola Superior de Tecnologia da Saade de Lisboa, Instituto
Politécnico de Lisboa (Centro de Investigagdo em Sadde e Tecnologia, H&TRC); Catarina Ginete, Investigador, Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa, Instituto
Politécnico de Lishoa (Centro de Investigagdo em Salde e Tecnologia, H&TRC)

Baba Inusa, Consultor do projeto, Médico Pediatra Doutorado, King's College London, UK.

INSTITUICAO PROMOTORA: Escola Superior de Tecnologia da Satide do Instituto Politécnico de Lishoa

Instituigdo(&es) envolvidas: ESTeSL - IPL; H&TRC; Centro de Investigagdo em Satide de Angola (CISA) / Instituto Nacional de Investigagdo em Sadde {INIS); Hospital
Materno Infantil Dr Manuel Pedro Azancot de Menezes {Camamal)

SUBMISSAO do PROJETO: 11 maio 2023

Exmo. Senhor Prof. Doutor Miguel Brito

A Comiss&o de Etica da Escola Superior de Tecnologia da Satde de Lisboa (CE-ESTeSL) considera que pela analise do contetido da proposta apresentada, a investigacic em causa tem
pertinéncia, & clara nos seus cbjetivos, explicita nas suas opgoes metodologicas e no essencial dos procedimentos relativos a recolha dos dados. A CE-ESTeSL aprovou por unanimidade

a emissdo de parecer favoravel com o pedido de remeter a CE-ESTeSL o parecer da comisso de ética nacional pertencente ao ministério da salde de Angola.

O presente parecer tem em consideragao a versao submetida do projeto e demais documentagao enviada. Eventuais alteragdes nestes documentos determinam a necessidade de revisao
do presente parecer.

Lembramos que todos os estudos que envolvem a autorizagio dos participantes e a recolha de amostras e dados anonimizados e/ou codificados t8m de cumprir com o estabelecido no

Regulamento Geral sobre a Prote¢&o de Dados de 27 de abril de 2016.

Por ultimo, solicita-se que, ao abrigo do art® 19 da Lei 21/2014 de 16 de abril & do disposto no n® 23 da atual versac da Declaragao de Helsinguia, seja dado conhecimento a CE-ESTeSL
do relatério final, com as conclusdes do estudo, bem como de eventuais alteragdes ao protocolo de investigagdo e demais informagdes tidas por relevantas.

Aproveitamos ainda para desejar o maior sucesso no desenvolvimento deste trabalho.
Com os melhores cumprimentios,

Rute Borrege

Rute Borrego | Professora Adjunta
Presidente da Comisséo de Etica

Av. D. Jodo |I, lote 4.68.01- Parque das Nag¢des
1990-096 Lisboa | Portugal
conselhodestica@esteslipl.pt

+351 218980488 (ext. 674)

|
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Anexo lll: Consentimento Informado disponibilizado aos representantes

legais dos recém-nascidos

P Rastreio Neonatal e desenvolvimento de coorte de criangas com Anemia das Células = HOSPITAL

g ) p @®~0 4§ MATERNO
i\ Falciformes \ ) INFANTIL

; |

Consentimento informado

Estamos a fazer um rastreio da anemia das células falciformes em criangas nascidas no Hospital Materno Infantil Dr Manuel Pedro
Azancot de Menezes. Este trabalho vai permitir identificar se o seu filho € homozigético para a doenga, utilizando a eletroforese de
proteinas por focagem isoelétrica que sera realizada em Lisboa, na Escola Superior de Tecnologia da Salde de lisboa. Caso a
eletroforese indique um fendtipo SS, sera realizado uma confirmagéo do genétipo por PCR-RFLP. Se se confirmar que o seu filho tem
anemia das celulas falciformes (homozigético SS), sera contactado para ser seguido de forma gratuita na consulta de pediatria da
drepanocitose no Hospital Materno Infantil Dr Manuel Pedro Azancot de Menezes. Esta consulta sera de trés em trés meses até aos
2 anos de idade e depois semestrais até aos 5 anos de idade. Assim poderemos acompanhar o seu filho de forma a minimizar o
impacto da doenga.

Para entrar no rastreio neonatal, devera autorizar, assinando este documento, que se efetue uma picada no calcanhar do seu filho
recém-nascido, e se recolha uma amostra de sangue para papel de filtro. Esta colheita somente causara um pequeno desconforto no
seu bebé, ndo provocando nenhum dano. Depois, caso o seu filho seja homozigético para o alelo S (anemia das células falciformes),
sera contactada e devera comparecer as consultas de seguimento da drepanocitose (conforme marcagao feita pela equipa de sadde).
A participagao neste estudo é de caracter voluntario e os riscos fisicos, psicoldgicos ou sociais associados a essa participagao sao
considerados minimos. Tem o direito de recusar, em qualquer altura do projeto, sem ter nenhuma consequéncia.

As amostras colhidas no ambito deste projeto ndo podem ser utilizadas em atividades com fins lucrativos, pelo que nao existe qualquer
contrapartida financeira para os individuos que as tenham cedido. Assim, ndo estd previsto qualquer pagamento de eventuais
despesas derivadas da sua participagao.

Para garantir a privacidade das pessoas participantes e a confidencialidade e protegao dos dados, as amostras de produtos bioldgicos
e os eventuais dados demograficos e clinicos correspondentes serdo pseudoanonimizados e tratados exclusivamente por pessoal
sujeito a sigilo profissional.

Este estudo envolve varias instituigdes Nacionais e Internacionais, nomeadamente o Centro de investigagdo em Salde de Angola, o
Hospital Materno Infantil Dr Manuel Pedro Azancot de Menezes e a Escola Superior de Tecnologia da Sadde de Lisboa.

Cortar pelo picotado — Informacao de cima fica com responsavel legal da crianca, porgao de baixo arquivar no CISA

Cédigo do participante: (a preencher pelo investigador)

1 Li a informagdo fornecida ao participante. Tive oportunidade de analisar as informagdes, de colocar as questdes
que julguei necessarias e de obter respostas satisfatorias.

2 Tomei conhecimento de que a minha participagdo ¢ do meu filho/a ¢ voluntaria e de que posso desistir em qualquer
altura, sem necessidade de justificagdo e sem prejuizo para os meus direitos assistenciais ou legais. A equipa de
profissionais de saude mantém o direito, contudo, de utilizar quaisquer amostras colhidas antes da desisténcia, de forma
confidencial.

3 A equipa de profissionais de satide podera entrar em contacto comigo para informar do resultado da analise e
colher amostras ¢ recolher informagdes pessoais depois de eu ter dado o meu consentimento para participar neste estudo.
4 Autorizo a equipa de profissionais de satde a transferir as amostras e/ou dados pessoais, de forma codificada para
proteger a minha identidade, com fim de as analisar.

5 Os meus dados de contacto podem ser conservados exclusivamente para esta finalidade e ndo serdo divulgados a
terceiros.

6 Tenho conhecimento de que ndo receberei cu nem o meu filho/a qualquer contrapartida financeira pela

participagio neste estudo.

Se concorda com a proposta que lhe foi feita, queira assinar este documento.

Declaro ter lido e compreendido este documento, bem como as informagées verbais que me foram fornecidas pela pessoa
que acima assina. Foi-me garantida a possibilidade de, em qualquer altura, recusar participar neste projeto sem qualquer
tipo de consequéncias. Desta forma, aceilo participar e permito a utilizagdo dos dados que de forma voluntaria fornego,
confiando em que apenas serdo utilizados para este estudo e nas garantias de confidencialidade e anonimato que me sdo
dadas pelo profissional de saiide.

Eu (nome do inquirido) , a qualidade de responsavel legal do recém nascido

Data: __ /__/__ Assinatura ou impressao digital:

Eu, (nome do médico), forneci as explicagdes referidas neste termo de consentimento
e assegurei-me que o participante percebeu a pertinéncia e implicagdes deste estudo.

Data: __/__/__ Assinatura do médico:

Investigador responsavel: Dra Manuela Mendes
Contactos: Hospital Materno Infantil Dr Manuel Pedro Azancot de Menezes; e-mail: manuelamendes53@gmail.com
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