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Resumo

A hemoglobina é um polipeptido em forma de tetr&@mepnstituido por um grupo
heme e por dois pares de cadeias globinidgsal, 02) e naoe (B, 5, “y, %y, €) que se
associam em diversas combinac¢fes formando diferéetaoglobinas.

Nos adultos, a principal hemoglobina sintetizada EbA (@2p,), contribuindo para
cerca de 95% do total da hemoglobina. A restanteobibina € constituida por
peguenas quantidades de Hb(&5,) (<3,5%) e de Hb F (<2 %).

As talassémias caracterizam-se por uma producadidiente de uma das cadeias
globinicas. No adulto a diminuicdo de sintese dieiega oup leva a uma diminuicao
de producdo de HDA resultando numa eritropoiesdicare Nos portadores de
talassémia, a hemoglobina (Hb), o volume globulédim (VGM) e a hemoglobina
globular médio (HGM) estéo abaixo dos valores fieréacia, tendo em conta a idade e
sexo. Sao designadas por anemias microciticasoeripicas.

O principal objectivo deste trabalho foi estudarcassas de hipocromia e microcitose
num grupo de 50 dadores de sangue do Centro Rédeisangue de Coimbra.

A principal causa detectada foi a alfa-talassesgado a mutacdo mais frequentes -
encontrada enmeterozigotia em 10 individuos, seguida da varidatassémica Hb
Plasencia (4 portadores), da deleccad’também em heterozigotia (2 casos) e 1
heterozigotia compostao-/—a*2 Foram ainda detectadas 4 mutacdes intronicas no
gene globinicoa2, ndo descritas na literatura. Dos restantes, ddviduos eram
portadores dg-talassémias e 2 portadores de Hb Lepore.

O conhecimento das causas mais frequentes de bip@cre microcitose e das
respectivas bases moleculares apresenta granddageas em saude publica,
nomeadamente, para a deteccdo e informacao deslpas e caracterizacdo molecular
dos casais de risco. Um acompanhamento adequadmmesunltas da especialidade e,
guando necessario, o diagndstico pré-natal ajudatimauir o numero de recém-
nascidos afectados com as formas graves das paskgsociadas (Talassemia Major/

Intermédia e Drepanocitose).
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Abstract

Hemoglobin is a tetramer of polypeptides consistihg heme group and two pairscof
globin chains {, al, a2) and nona globin chainsf, 9, €, Ay, Gy) that form different
hemoglobins types.

The main hemoglobin in adults is the Hb#?[2), representing about 95% of the total
hemoglobin. The remaining hemoglobins consistsnwdils quantities of Hb A (a262)
(<3.5%) and Hb F (<2%).

The thalassemias are due to an insufficient praoluadf globin chains resulting in
decrease Hb synthesis and ineffective erythropmie3ihe haemoglobin, mean
corpuscular volume (VGM) and mean cell haemoglgbiGM) are below the reference
values for age and sex. This phenotype is calledanytic, hypochromic anaemias.

The main aim of this study is to identify the etbgy of microcytosis and hypochromia
in 50 blood donors of the Centro Regional de Sanlgu€oimbra.

The principal cause detected was alpha-thalasendidhe most frequent mutation was
—o>" found in heterozygous state in 10 samples, falbwy 8 carriers of-
thalassemia, 4 Hb Plasencia carriers, 2 Hb Lepamgecs, 2 ¢*2 heterozygous and 1
compound heterozygouss®/—a*2 We also found 4 not previous descibed intronic
mutations in the2 globin gene.

The knowledge of the most frequent causes of hypoier and microcytosis, and their
molecular bases, has many advantages in publithheatiefine the strategy for carriers
detection, the genetic conselling of couples &t gk conceiving fetuses with severe
forms of anaemia (Thalassemia Major/Intermedia &ickle Cell disease), and for

prenatal diagnosis.
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| - Introducéo

A hemoglobina (Hb) é uma proteina presente nosutdbvermelhos e cuja
principal funcéo é o transporte de oxigénio & CO
E constituida por duas partes: A parte proteicatitoinda por quatro cadeias globinicas
que se agrupam formando um tetramero e o grupo emeontém uma molécula de
ferro.

As cadeias globinicas sdo compostas por 2 cad€igsil, a2) e por 2 cadeias
naoa (B, 8, €, v, ®y) cujos genes estéo localizados em diferentes wsoncas (16 e 11
respectivamente), que se juntam em diversas cogi@salurante os varios estagios do

desenvolvimento intra uterino formando diferentesbglobinas (Hbs) (Fig.1).

Figura 1. Representacdo dos diferentes tipos depkimominantes durante o desenvolvimento humano,

desde o estado embrionario ao estado adulto. Adiaple \Wood et al. (1998)].
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Durante o periodo embrionario os genes globinicds”y, ® e o, expressos a
partir da 32 semana de gestacdo, emparelham-sarfdaras hemoglobinas Gower |
(C2¢2), Gower Il ¢2¢2), Portland 1{2y2) e a HbF ¢2y2).

A partir da 82 semana de gestacédo, a sintese daissae { praticamente cessam a sua
transcricdo, enquanto as cadejamiciam a sua sintese. Durante este periodo, aaté

nascimento, a HbF é o principal responsavel pedmsporte de oxigénio e ao

nascimento a HbAoRB2) esta presente em quantidades inferiores a 10%.

Apds 0 nascimento, ocorre a substituicdo gradumkddeiagy por as cadeias.
As cadeia® sao sintetisadas em pequenas quantidades e faarkloR, (0.262).

Num individuo adulto 95% do total da hemoglobin&l®A, sendo a restante
hemoglobina constituida por 2-3% de HEBA1-2% de HbF.



1. Estrutura e Organizacao do Clustera e

Os genes que codificam as cadeias globinicas es@nizados em complexos

multigénicos denominadoslusters, organizados pela ordem em que Sao expressos

(Figura 2).
Estesclusters sdo o resultado de multiplos eventos, que ocarrdra cerca de

500 milh&es de anos atras [2].

O cluster B esta localizado no brago curto do cromossoma ltélomero p15.5
e é constituido por 5 genes funcionaisSy-"y-5-p) e um pseudogene(f) [3]. Os dois
genesy (“y e®y) sdo altamente homoélogos e codificam cadeias ifielenh entre si em
apenas um aminodcido na posicdo 136g(ianina’y alanina). Os genese p também

sdo similares entre si, as respectivas cadeiagdifem apenas 10 aminoacidos [4].

O cluster a esta localizado no cromossoma 16, no telomera3pd fossui trés

genes funcionaist( ay, a;), trés pseudogenegdl, Ya,, Ya,), e dois genes inactivos
(61ew). [5] [6]

Figura 2. Representacdo esquematica do clust@rAdaptado de Weatherad al (2000) [7]

7 pol o a2 oy o el H

Os genesi; (HBA1 OMIM:141800) ex, (HBA2 OMIM:141850) sdo altamente
homologos (83% de homologia), codificam proteimniicas [8] e diferem apenas no
segundo intréo (IVS-Il) e nas regides 3’ transsriteas nao traduzidas (3'UT).

O cluster € altamente polimorfico, com muitas mutacdes paste rearranjos
gue ndo tém efeito aparente na expressao dos {HdlesPossui também 4 regides

hipervariaveis, uma a jusante do geng3’'HVR a-globinica)[11], uma entre 0s genes



& e P& (HVR interzeta), uma no primeiro intrdo de ambog@ses (HVR s -intrdo)
[12] [13] e uma a 5’ daluster (5’'HVR a-globinica) [14].

A montante do geng, estdo descritos 4 elementos regulatérios designpdr
HS-10, HS-33, HS-40 e HS-48 de acordo com a distérma kb do gene embrionério
(Figura 3) [15].

Figura 3. Representacdo esquematica do clustgobinico com a posi¢do relativa dos 4 elementos
regulatorios. Adaptado de Voon HPJ et al (2008).[1

yl ol
—i i % ] EHH}—}}{ HI-

H5-46 HS-40 HS-33 HS-10 ¢ ol o2 o

Foi demonstrado que o mais importante elementolaggio da expressao do
geneo € 0 HS-40, necessario para a normal expressaget@s globinicoa, que actua
como potenciador da sintese dos genfsr] [18] [19].

Esta regido regulatéria consiste num segmento ddha2300 pb, numa regido de
cromatina aberta quer em células eritroides quen&meritroides e contém locais de
ligacdo para uma variedade de factdrans-acting eritroides (GATA-1 e NF-E2). [20]
[21] [22].

Baseado na quantificagdo do mRNA foi calculado gpreeo?2 sintetiza 2 a 3 vezes
mais cadeias que @1, enquanto 0 genel é 2 a 3 vezes mais eficaz na traducéo,

resultando numa sintese equilibrada das cadegdsbinicas pelos dois genes [23] [24]



2. Classificacdo das Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias séo classificadas em doisogruas estruturais e as de
sintese. As estruturais sdo caracterizadas poaglies na sequéncia de aminoacidos
das cadeias globinicas, resultando na presencaendeneamoglobina anormal, podendo
também ser designadas por variantes de hemogloltnhemoglobinas de sintese ou
talassémias sdo devidas a reducdo ou ausénciantésesde uma ou mais cadeias

globinicas.

2.1. Talassémias

A primeira indicacdo de talassémia surgiu em 12f@ndo um pediatra de
Detroit, Thomas Cooley, descreveu uma sindrome ngnanca descendente de
italianos, caracterizada por anemia profunda, asplegalia e deformacbes Osseas
[25].

As talassémias caracterizam-se por uma reducdo uséneia de cadeias
globinicas e que sao classificadas de acordo caadeia afectada. As clinicamente
mais significativas sdo ase asP, ndo so pela sua grande prevaléncia a nivel miundia
mas também pela sua gravidade fenotipica.

Devem-se essencialmente a uma producéo insuficienktbA resultando numa
ineficaz eritropoiese, com parametros hematoldgieogolume globular médio (VGM)

e de hemoglobina globular médio (HGM) abaixo dofores de referéncia. Esta
reducdo do VGM e da HGM sdo designadas respectitamgor microcitose e

hipocromia.

2.1.1. Classificacdo dag-talassémia

As B-talassémias sdo caracterizadas por uma reducdoséuncia de sintese das
cadeiag}. Esta reducao leva a uma producgdao insuficientdld® e a um aumento das
outras hemoglobinas que constituem a Hb no adubimeadamente a HaA a HbF.

Consoante a gravidade do fenétipo podem ser dlzdds em 3 grupos: minor,
intermédia e major.

A B-talassémia minor € devida a presenca de uma nougagdeterozigotia nas

cadeias globinicag. Sao portadores assintomaticos caracterizadosup@a HbA



aumentada e uma HbF normal ou aumentada. Apresemtaananemia moderada,
hipocrémica e microcitica, com valores de HGM irdiea 27 pg e VGM inferior a 80fl.
O r&cio de cadeiadp situa-se entre 0s 1,5 e os 2 (normal:0,9-1,1).[26]

Estdo descritas algumpgalassémias minor, que apresentam valores nodeais
HbA, e de HbF, denominadas pd-talassémias silenciosas”. Sao caracterizadas por

um ligeiro desequilibrio da sintese das cadei@s].

A pB-talassémia intermédia engloba um vasto espectrofedétipos nédo
dependentes de transfusdes. Apresentam valoresd dadderadamente baixos ou no
limite inferior da normalidade (6-10 g/dL) e osmmipais sintomas sdo a anemia, a
ictericia e a esplenomegalia. Distinguem-se flaglassémia major por ndo serem

dependentes de transfusoes.

A B-talassémia major € a forma mais grave da doegcquase exclusivamente
sintetizada HbF. A HbAesta presente em quantidades muito variaveis.
Clinicamente manifesta-se por volta do 6° més da.\®s sintomas caracterizam-se por
uma anemia severa, hipocromia e microcitose cormoeaidse extrema. A anemia
produz uma situacdo d#ress na medula 6ssea, com sintese de HbF em quantidades
insuficientes para prevenir a anemia.
Necessitam de transfusfes para manter os nivelithdaceitaveis, assim como, para
diminuir a eritropoiese anormal provocada pelo sgcale cadeias. Sem transfusdes
ocorre a morte prematura entre os 3 e 0s 4 anaade com aumento do tamanho do

figado e do baco, trombocitopenia e leucopenia.

As B-talassémias podem ainda ser classificadas de aamth o tipo de
mutacdes no geng-globinico. Nasp™ ha uma diminuicdo da sintese das cadpias
globinicas §*) enquanto nag® ha auséncia total de sintese.

A mais prevalente na zona centro de Portugal é tagaap” IVSI-6 (T-C), f°
CD39 (CAG-TAG),p° CD15 (TGG-TGA),p° IVSI-1 (G-A) e ap® IVSI-110 (G-A)
[28].
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2.1.2. Classificacdo dasi-talassémias

Cada individuo normal tem 2 gene$uncionais ¢1 ea2) em cada cromossoma
16, resultando num gendtipaafoa). Na a-talassémia h& inactivagdo de um ou mais
genes das cadeiagylobinicas. Esta reducao faz diminuir a percemtade HbA, assim

como a de HbAe de HbF, embora ndo em quantidades significativas

De acordo com o numero de delec¢Bes que envolveageressu-globinicos, as
a-talassémias podem ser classificadas em quatraafodiferentess’, o°, Doenca da
Hb H e Hb Bart.

As clinicamente menos significativas sdood® o°, também designadas por formas
assintomaticas, porque envolvem uma deleccado oagduittalassémica de 1 ou de 2
genes globinicos, resultando respectivamente nundtige (o/aa) e (--hwo).

As formas mais graves sédo a doenca da Hb H e aafbAdeleccdo de 3 e de 4 genes

a, leva a formacao de um tetram@rg4) ey (v4).

2.1.3. Formas assintomaticasd’)

Os individuos com 3 genes normais, sdo portadores assintomaticos com
valores normais de hemoglobina, mas apresentanocitacse e hipocromia nos limites
inferiores da normalidade. Apresentam um racioidese de cadeiasp in vitro que
se situa entre os 0,8-0,9 (normal: 0,9-1,1) [29].

Durante o periodo neonatal apresentam quantidadegidas de HbBart) entre os 1 e
0S 2%.[30]

Em Portugal, as delec¢cdes mais comuns associagas fenotipoo’-tal sdo as
deleccdes &' e a a*? em que o cromossoma fica s6 com um gene hilw@dd e o

outro com 3 genes (a2,0la2,a1) [31].
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Os produtos &' podem ser divididos em elementos n&o homologo#dd, tlI,
[, pela localizacdo exacta da recombinacéo neacai Recombinacfes ndo homologas
entre as caixas X também originam um alelo comosd em gene (-o*? deleccéo a
esquerda) e outro com trés gendaaa "3 [32] (Figura 4).
Eventos posteriores de recombinacdo entre os ceomas resultantes, o, ao0) ddo
origem a genes quadruplicadosagoa 2™ 39, (aace®™ 3 ou a outros arranjos mais

raros [33].

Figura 4. Representacéo dos crossingovers querdfomas duas formas mais comunsitialassémia.
Adaptado de Higgs (1989) [32].

Rightward crossover(z box):-
z
3 | D

aaaﬂnlﬂ.?
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=ik

Leftward crossover(x box):-

X
—/ P20 | ez
0 11 . —= g "t4-2

— A | A
X

A figura 5 mostra a representacdo esquematica ukiecki-globinico, assim

como, algumas delecgées raras que produzem ogenoti
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Figura 5. Representacdo esquematicaldsier de genesi-globinicos e das mutagdes mais comuns.

Os genes estdo indicados como caixas negras eendquenes como caixas brancas. As delecgcbes que
afectam um dos genesestdo indicadas nas barras negras. As por¢desalsrdas barras indicam que os
breakpoints exactos ndo sédo conhecidos. Adaptado de Hartevald2003) [37]).

5’ s IZHVR Wl wo,  wa, o, o ) 3HVR
-a 79 [
- 37 C—
- 42 C—
(oo 53 ——
-q 27 [
- 35 O —

A deleccdoa®° remove completamente o gemee as suas regies flanqueadoras [34];
a deleccdon’> tem obreakpoint 5 localizado 822 pb a montante do Gite do gene
Ya; e obreakpoint 3' no IVS-I do genex; [35]; uma delecgao rara, removendo o gene
a; (-0*7), foi descrita num doente chinés com doenca da [36H A deleccdoa’® é a
segunda deleccaa’-talassémica na qual breakpoint 5° se localiza na regido
intergénica entre 0s geng®i,- e Pai-globinicos. Esta delec¢cdo sugere um evento de

recombinacdo ndo homologo e foi detectada em duasids Indianas néo relacionadas
[37].

2.1.4. Formas assintomaticasd’)

A o°-tal resulta de mutacdes ou delec¢cdes dos doissgeglobinicos no
mesmo cromossoma [38] produzindo um gendétipad}-/Os portadores apresentam
uma anemia ligeira, com microcitose (VGM 70-80 &)uma hipocromia (HGM 20-
25pQg) significativas com uma diminui¢cdo do raciodiletese de cadeiasf in vitro
para 0,5-0,7 (normal 0,9-1,1) [39].

No periodo neonatal apresentam quantidades sigtivgis de HbBart (3-8%) que
desaparece por volta do 6 més de vida [38].

Nestes casos, 0s progenitores também apresentaripmeeomia e microcitose.

13



Os homozigoticos para esta condicao, apresentadnopigia fetal da Hb Bart
(y4), originando morte fetal [40], contudo quando beterozigotia apresentam um
desenvolvimento normal.
As delecces mais comuns sdo &()- no Sudoeste Asiatico e no Mediterraneo as

MED SEA
-- Sy

deleccdes (MFP) e -a 2°° A deleccéio ( abrange aproximadamente uma regiao de

20 kb e remove os genes globinidas-, Ya;-, a2, 01-, €01[41]. O breakpoint 5’ para
a deleccao (MFP
0:.[42]

A deleccdo 4)*°° remove uma regiéo de 20.5 Kb, que se estenderdga5?ao?; até

) esta localizado a 5’ d¢(;, e obreakpoint 3’ imediatamente a 5’ do

ao CD 51 do gene globinicg [43].

Figura 6. Deleccdes que causafitalassemia. Naluster a-globinico os genes estédo representados em
caixas a negro e os pseudogenes em caixas branaadensdo das delecgbes é mostrada em barras
s6lidas, com as regides besakpoints mal definidos em caixas abertas.

Adaptado de Higget al (1993) [5].

-50kb -10kb Okb 10kb 20kb 30kb
| |

| |
g2 inter- CHvR WC1 wa2 yoal a2 ol 61 FHVR

—\ - - .
) Y
3 MC
- | THA!
=] FIL
CcL
I BRIT

2.1.5. Formas Graves deu-Talassémia (Doenca da HbH e HbBart)

Na Hb Bart ha uma deleccdo de 4 geads-/--) que leva a formacédo de um
tetrAmeroy (y4). E uma forma incompativel com a vida [44] [45h eue a Hb
predominante é a HbBarf)(com cerca de 97%, sendo a restante Hb constifdda
Hbs embrionarias. O feto morre prematuramente @i praneiras horas apos um
nascimento prematuro com edemas generalizadosgsgdoepatoesplenomegalia, baco
aumentado e anemia severa [46].

O esfregaco sanguineo periférico apresenta ewistige severa, anisocitose,
macrocitos grandes e hipocromicos e policromasia.

Os valores hematoldgicos apresentam uma HGM maitombke um VGM entre os 90 e
os 110 fl (VR>140 fl).
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A doenca da HbH corresponde a uma deleccéo de &sgemproduzindo um
genotipo (--/e), e apresenta manifestacdes clinicas associadaaanemia hemolitica
moderada com um desenvolvimento e uma esperangdalaormal. E muito frequente
nos paises Asiaticos e nao requer transfusdesaregude sangue [47]. A auséncia dos 3
genesu leva a formacao de um tetram@@r(p4).

Apresentam valores de Hb entre os 2,6 e os 13,B (WR:12,5-18 g/dL) [5],
reticulocitose moderada, hipocromia entre os 6@#3VR: 78-90 pg) e microcitose
severa entre os 17-21fl (VR:27-32). O récio dase@sh/p é de 0,3 e os 0,5 [48]
(VR:0,9-1,1).

O nivel de Hb Bart ao nascimento varia entre ose1ds 30%, substituido
durante o desenvolvimento humano pela HbH (0.8-4@s$)pacientes chegam a vida
adulta sem precisarem de transfusoes.

A anemia normalmente torna-se mais severa durampge\adez, infeccdes e apds a

ingestao de farmacos oxidantes que aumentam agdxigaprecipitacdo da HbH [49].

Podem ser encontrados glébulos vermelhos com catpadaclusao de Hb H,

que se detectam apdés incubacdo com azul de criéfsdrite [50] (Figura 7).

Figura 7. Visualizacdo dos corpos de inclusao dd Hb

Os tetramerof ao contrario dos tetramerpsao mais instaveis precipitando na
membrana do glébulo vermelho alterando-a formaratpos de inclusdo. Estes dois

tetrameros apresentam alta afinidade para o oxigéhi
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2.2.Variantes de Hemoglobina

As variantes de Hb resultam de mutagfes pontuass gemes nas regides
codificantes dos genes globinicos que levam a whstituicdo de um aminoacido. O
fendtipo depende do tipo de mutacédo e da suatecaio na cadeia globinica afectada.
Podem ser classificadas em 4 tipos: variantes aldesemicas, variantes talassémicas,

variantes com alta afinidade para pelvariantes de Hb instavéis.

2.2.1. Variantes nao talassémicas

A forma mais comum em Portugal € a HI§s Glu-Val) [28]. Consiste huma
substituicdo do aminoacido glutamina na posicdoa6cddeiap por uma valina
(GAG—GTG). A alteracdo do aminoacido leva a ligeiraraltéo no tetramero de Hb
(a2,8%) com alteracdo da solubilidade da Hb formada (Hj5%]). Em heterozigotia
estes individuos sdo assintomaticos e apresentait €@GM normais enquanto em
homozigotia (Depranocitose) sdo caracterizadosipemia hemolitica cronica [29].

Existem também outros casos descritos com eleveslalpncia em Portugal
como a HbC s Glu-Lis) Hb Cocody 8,1 Asp- Asn) e a Hb D-Punjat(>; Glu- GIn)
[28].

2.2.2. Variantes Talassémicas

As variantes talassémicas caracterizam-se por Gegagas cadeias globinicas
gue originam uma variante de hemoglobina com unttien talassémico. Sao
caracterizadas por uma anemia hipocromica e mi@aahas com valores normais de
HbA, e uma HbF normal ou aumentada. As mais frequesdiesas Hb E {6 Glu-Lis),
Hb Lepore §p-talassémia), Hb Constant Spring2(TAA—CAA) e a Hb Plasencia
(02125 Leu-Arg).

A Hb Lepore € umap-talassémia [52]. Deve-se essencialmente a umacauta
na transicdo da expressdo dos geénparaf que origina uma recombinacdo anormal

com formacao de uma cadeia hibraf)ee 2 cadeiaa normais.
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Em heterozigotia apresentam parametros hematokgioulares $-talassémia minor,
mas com uma HbAnormal e uma HbF aumentada (2 a 5%) e 10 a 20rtbdespore.
Em homozigotia apenas apresentam HbF e Hb Lep&&Qd%) e com um fendtipo
semelhante f-talassémia intermédia [53] [54].

Em Portugal, a variante de Hb mais frequente retacia com as cadeias® a
Hb Plasencia o215 Leu-Arg) [28] [55] caracterizada por uma microsgoe uma
hipocromia moderadas. Esta mutacdo deve-se a upstitsi¢do de um nucleotideo no

codao 125 do gene que codifica uma arginina em vez de uma leucina.

A Hb Constant SpringagTAA—CAA) é muito prevalente na populacdo Asiatica e
corresponde a mutacdo ndo deleccional dos genbiiglosa [56]. E codificada no
geneo?2 e resulta de uma mutacao pontual que leva agéterdo codao de terminagao.
Esta mutacdo altera o coddo Stop TAA na posicaoemM2CAA que codifica uma
glutamina e origina um alongamento da cadetan 31 aminoacidos. Esta hemoglobina
precipita na membrana do glébulo vermelho. Esté&oef®xico causa uma anemia

hemolitica e uma eritropoiese ineficaz.

2.2.3. Variantes de Hb com alta afinidade para o @

Algumas variantes de Hb estdo associadas com urardarda afinidade para o
O, e clinicamente resultam numa hipoxia e numa eigs® ineficaz. Estas mutagdes
devem-se a mutacdes nas regides cruciais paralalidside e funcdo da Hb e estdo
associadas a um aumento do numero de globulos Nersne
Em Portugal estdo descritas duas hemoglobinopaiasionadas com um aumento da
afinidade do @ designadas por Hb Coimbied Asp-Glu) [57] e a Hb Vila ReaB§s
Pro-His) [58].
A Hb Coimbra resulta numa substituicio no codado d@® gene  globinico
(GAT—GAA) resultando numa substituicdo de um acido d@ispgpor uma glutamina.
A Hb Vila Real corresponde a uma mutacdo na segpodigdo do codéao 36 do gene
globinico B resultando numa troca de uma citosina por uman&nffCCT—CAT) que

codifica uma histidina em vez de uma prolina.
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2.2.4. Hemoglobinas Instaveis

Devem-se a substituicdes de aminoacidos nas regéesveis da molécula da
Hb, fundamentais para a sua estabilidade e viabiéidisiologica.

As Hb instaveis desnaturam e precipitam dentro ldbuip vermelho sendo
destruidas prematuramente pelo sistema reticulotela diminuindo a sua semi-vida
e originando um quadro clinico de anemia hemolitidmica. A severidade fenotipica
depende do grau de instabilidade da Hb mas rarandependem de transfusoes.

Em Portugal a mais frequente € a Hb Kdlss Val—Met) [28] que resulta de
uma substituicdo do aminoéacido valina por uma metegona posicdo 98 das cadefias
Caracteriza-se por apresentar uma HGM baixa e ui Y@mal.

Em Portugal estdo descritas, entre outras, 2 Htaves, a Hb Génova4s
Leu—Pro) e a Hb Sabing{; Leu—Pro) [28].

3. Aconselhamento Genético

As formas graves detalassémia, Doenca da Hb H e Hb Barts, sdo hesdisla
um modo autossémico recessivo. Em Paises com @talncia den-talassémia é
importante oferecer um aconselhamento genéticopadadores de modo a estarem
conscientes dos riscos de uma concepgao.

Qualquer individuo que apresente um VGM e HGM kmixa auséncia de
anemia sideropénica deve ser considerado comadporda talassémia.

Em Portugal, o rastreio é realizado por HPLC dearimnica de uma forma

sistematica e gratuita no Departamento de Hema#oldg Centro Hospitalar de
Coimbra, em amostras colhidas em capilares.
Este método, identifica as variantes de hemoglobiags importantes e quantifica as
HbA, e HbF. E particularmente indicado para o rastaefdvel nacional de portadores
de hemoglobinopatias, pois a colheita de amostfasilée o transporte por correio até
ao laboratério mantém os resultados fiaveis [59].

No rastreio das hemoglobinopatias para se tertezeede um diagndstico, deve-
se ter como base os valores hematoldgicos (Hb, VBGIV) e ter em atencdo que
algumas variantes de Hb s&o electroforeticamenencgdsas. Nestes casos, se a

suspeita for grande é necessario fazer o estudecmiat.
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4. Objectivo do trabalho

O objectivo deste trabalho é estudar as causagpderbmia e microcitose num
grupo de amostras de individuos assintométicos apdusao de anemia sideropénica
por doseamento da ferritina.

O conhecimento das bases moleculares das amostmxrdmicas e
microciticas e a sua prevaléncia na populagdosapta grandes vantagens em termos
de saude publica, como meio para planificar egfi@géara a diminuicdo do nimero de
recém-nascidos afectados com formas graves, atdevésnsultas de aconselhamento

genético e se for necessario o diagndstico pré-nata
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II- Material e Métodos

1. Amostras

Foram investigadas 50 amostras de dadores de satamuegido centro de
Portugal (27 do sexo masculino e 23 do sexo femjnicom idades compreendidas
entre os 18 e os 60 anos, considerados clinicanagites para a dadiva de sangue,
segundo o procedimento interno do Centro Regiom&ahgue de Coimbra.

Apresentavam valores de Hb, VGM e de HGM abaixowvddsres de referéncia,
e foi excluida anemia sideropenica atraves do doset da ferritina.

Essas amostras foram posteriormente estudadas arat@rio de Anemias
Congénitas e Hematologia Molecular do Servico dm#telogia do Centro Hospitalar

de Coimbra (CHC), onde foi realizado o estudo dedgobinas e o estudo molecular

dos genes das cadeias globinizas{.

1.1. Colheitas de sangue e parametros determinados

As amostras de sangue foram colhidas em tubos dé&\E{durante as brigadas
moveis realizadas na regido centro de Portugahvadas para o Centro Regional de
Sangue de Coimbra, de acordo com os critérios ciepgdo e acondicionamento de
amostras estabelecido pela instituicdo.

Os parametros hematolégicos foram obtidos atragas contador automatico
de células (CELL-DYN Sapphifé.

As amostras foram guardadas a 2-8°C até ao seassgnento e envio para o
Laboratério de Anemias Congénitas e Hematologiaebldar do Centro Hospitalar de

Coimbra.
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2. Estudo de Hemoglobinas

Todas as amostras formam processadas por HPLC oda ibnica para
doseamento da Hb A, HbA& HDF, e identificacdo e quantificacdo de varsnte

A investigacao molecular foi efectuada, apos e#&ade DNA, por técnicas de
PCR Polymerase Chain Reaction), seguidas de GAP-PCR multiplex, sequencia¢do dos

genes globinicosl ea2 e SSCP de parte do gene globirfico

2.1. HPLC de troca idnica

Para determinar a percentagem de HieAle Hb F presente em cada amostra,
foi utilizado o equipamento HPLC-Variant || da Bior Laboratori€d usando o
programaB-thal Short Program — Bior&dE um sistema fechado de HPLC, totalmente
automatico, utilizado na quantificacdo das HBAHbF e determinacdo qualitativa e
quantitativa de variantes de hemoglobina.

As amostras sdo diluidas na Variant Il Samplindi@tee injectadas na coluna
analitica. As bombas duplas da Variant || Cromataphic Station proporcionam a
coluna um gradiente de tampéao de crescente fongeaidNa coluna, as diferentes Hbs
sdo separadas com base nas respectivas interaggias com o material da coluna.
As Hbs separadas, passam entdo pela célula de dufotometro de filtros, onde se
medem as alteragbes de absorvancia a 415nm. Umddicional de 690nm corrige a

absorvancia de fundo.

Figura 8. HPLC-Variant Il da Biorad LaboratofiesUtilizado na quantificacdo das HpA HbF e

determinacéo qualitativa e quantitativa de varmd&hemoglobina.
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3. Estudos Moleculares
3.1. Extraccao de DNA

Na extraccdo de DNA utilizam-se substancias desimiaantes, que tém como
finalidade desnaturar e retirar as proteinas adapla molécula de DNA.

A extraccdo de DNA foi efectuada a partir de sangptal, apos lise das
membranas celulares pela enzima Proteinase kKamidb um sistema de membranas de
silica que absorvem o DNA, permitindo assim isasracidos nucleicos dos restantes
componentes citoplasmaticos e/ou nucleares intriacek. As concentracdes salinas
utilizadas durante todo o processo e o respectiv@gseguram que as proteinas e os
outros contaminantes nao figuem retidos na membdatevagem destas membranas é
essencial, uma vez que a sua eficiéncia contriéma a pureza do DNA obtido.

O DNA é extraido da fraccdo leucocitaria, pois s&ounicos componentes

figurados do sangue com nucleo.

3.1.1. Protocolo
Foi utilizado o Kit GE Healthcafepara a extraccdo de DNA segundo este protocolo:

Adicionar 2Ql de Proteinase K para um eppendorf de 1,5ml.
Adicionar 20Qul de sangue total e 4QDde Solucé&o de Lise.
Misturar no vortex.

Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Efectuar uma centrifugacao rapida.

Transferir a amostra para uma coluna com um tulszioy.
Centrifugar durante 1 minuto a 11000x g.

Dispensar o eluado.

© © N o 00 s DR

Adicionar 50Qul de Solucéo de Lise.
10. Centrifugar durante 1 minuto a 11000x g.
11.Dispensar o eluado.

12. Adicionar 50Qul de Solucéao de Lavagem.
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13. Centrifugar durante 3 minutos a 11000x g.
14.Dispensar o eluado.

15. Mudar o tubo colector.

16. Adicionar 20Qul de Elution Buffer pré-aquecido a 70°C.
17.Incubar durante 1 minuto a temperatura ambiente.

18. Centrifugar durante 1 minuto a 11000x g.

19.Guardar o eluado a 2-8°C.

3.2. Amplificacdo de DNA pelo método PCR (Polymesa Chain Reaction)

Esta técnica tem como principal objectivo a obterd@ multiplas copias de um
fragmento especifico de DNA. O PCR permite-nos roftentidade do fragmento de
DNA que queremos estudar por técnicas como o S&G¥equenciacdo, GAP-PCR

multiplex ou digestdo com enzimas de restricéao.

3.3. Electroforese em gel de agarose

A visualizacéo dos produtos de PCR ¢ feita portreifrese em gel de agarose.
O gel de agarose prepara-se dissolvendo, com aggemeid, uma suspensao de agarose
numa solucéo tampédo de TBE 0.5x (Tris 1,78M; EDT®4M; Acido Borico 1,77M)
com adicdo de brometo de etidio e deixando salaifnum molde apropriado onde se
coloca previamente um pente. Obtém-se um gel cdatema fileira de po¢cos numa
das extremidades, onde posteriormente serdo calpcasl amostras a analisar. As
amostras dos produtos de PCR séo colocadas nos gogel com um corante e apos a
aplicacdo de um campo eléctrico, vao migrar parélo positivo (dnodo), uma vez que

0s acidos nucleicos tém carga negativa em pH neutro
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3.4. GAP-PCR multiplex

Esta técnica baseia-se no procedimento descritoTpar et al (2001) [60].
Através de uma Unica reaccdo de PCR pesquisamdgaasieleccdes’ comuns em
Portugal (e’ e -a*?). Os primers descritos s&o das zonas flanqueagosaamanho

de cada fragmento € diferente para cada deleccéo.

A representacdo esquematica da estratégia adoptadaa analise da reaccao

GAP-PCR multiplex encontra-se representada nadigur

Figura 9. Representacéo esquematicaldser de genesi-globinicos, com a indicacdo das extensfes das
2 deleccdes estudadas e a posicdo relativa dogngrintilizados para a reac¢cdo GAP-PCR multiplex.
Adaptado de: Chong SS et al (2001) [61].

4.2-F a2/3.7-Fa2-R 4.2-R 3.7-R

IZ_HVR ; ...E_.. : .,;... SHVR

Os tamanhos esperados dos fragmentos amplificaatesgada deleccdo estao

descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Resumo da sequéncia dos primers utiizadoa a pesquisa das mutacaes e «*? pela
técnica GAP-PCR multiplex.

Primer Sequéncia oligonucleotidica Concentragdo | Tamanho do fragmento
(5—-3) (uM) (pb)
a2/3.7-F CCCCTC GCC AAGTCCACCC 0,2 Fragmento juncao’
(2022/2029)

02/3.7-F CCCCTC GCC AAG TCCACCC 0,2
02-R AGA CCA GGA AGG GCC GGT G 0,2 Genea (1800)
4.2-F GGT TTA CCC ATG TGG TGC CTC 0,5 Fragmento juncaoo?
4.2-R CCC GTT GGA TCT TCT CAT TTC C( 0,5 (1628)
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3.4.1. Protocolo
A. Reaccéo de amplificacdo de DNA

Para um volume final de 28, adicionar os seguintes componentes para tubos
de PCR de 0,2 mL:

Tabela 2. Composicéo da reac¢do de amplificacdopgtd&ko GAP-PCR multiplex.

Quantidade (uL) |Concentragéo
H20d 11.75 -
dNTP’s 3 200 mM
Q- Solution (Qiage('f“l) 5 1x
Tampéo (Qiagez'f‘) 2.5 1.5mM
HotStar Taq polymerase (Qiaéjée)n 0.2 25U
Primers 2 Tabela 1.2
DNA 0.5 -

Foi utilizado o seguinte programa no termociclad&giometrd conforme
descrito na Tabela 3:

Tabela 3. Resumo do programa utilizado no terctaxdor para a técnica GAP-PCR multiplex.

Temperatura Tempo Ndmero ciclos
96°C 15 min 1
96°C 45 seg
60°C 90 seg 35
72°C 135 seg
72°C 5 min 1

Para visualizar a amplificagcao, realizou-se umatedtorese das amostragu(5
produto PCR) num gel de agarose (Neurobio Agartesedard) de 1,5% com tampéo
TBE 1x a 120v durante 2 horas e 30 minutos.
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3.5 Single Stranded Conformational Polymorphysm (SSCP

A deteccdo de mutacdes por andlise de polimorfissooBrmacionais de DNA
baseia-se nas diferentes conformacbes que segmeetd3NA de cadeia simples
(ssDNA), resultantes da desnaturacdo de produtd¥Cde adquirem pela substituicao
de uma ou mais bases. As diferencas de conformpgdem ser detectadas por
alteracéo da migracdo desses segmentos de DNA @sajeitos a electroforese em gel
de poliacrilamida. O resultado € visualizado poloEgado com nitrato de prata. A
sensibilidade e simplicidade do método faz com sgja usado para analise de um
grande numero de amostras e para a deteccdo deogda@mos conhecidos, por

comparacao com amostras anteriormente caractesiggtla

3.5.1 Protocolo

A. Reaccéao de amplificacdo do exdo 1 do gepiglobinico

Para um volume final de 54, adicionar os seguintes componentes para tubos

de PCR de 0,2 mL conforme descrito na Tabela 4:

Tabela 4. Resumo da composic¢ao da reacgéo de maghido PCR do exdo 1 do gdhglobinico.

Quantidade (uL) | Concentracdo
H20 42 B
dNTP’s 1 10 mM
Buffer (Qiagerc?) 5
HotStar Taq polymerase (Qiaéée)r 0.2 25U
Primers 2 0,2uM
DNA 2 -

Os primers utilizados para a amplificacdo do 1 ed@gene estdo descritos na
Tabela 5:

Tabela 5. Resumo da sequéncia dos primers utikzpdia a amplificacdo do exdo 1 do ggne

Primer Sequéncia oligonucleotidica (5>3")
16D ACC TCACCC TGT GGA GCC ACA
38R GGG CCT ATG ATA GGG




Foi utilizado o seguinte programa no termociclaBiometre’:

Tabela 6. Resumo do programa utilizado no termadal para a amplificacdo do exdo 1 do gpne

globinico.
Temperatura Tempo Numero ciclos
95°C 5 min 1
94°C 45 seg
54°C 1 min 30
72°C 1 min
72°C 10 min 1

Para testar a amplificacao, realizou-se uma elecase das amostras (adicdo de

8uL) num gel de agarose de 1,0% com tampé&o TEB 01%6a durante 15 minutos.

B. Preparacao de gel de separacao

1. Pipetar para um tubo de 15 mL os seguintes néagje

Tabela 7. Composicéo do gel de separacdo paraiaaéeSCP.

Composicédo Quantidades (mL)
Agua destilada 5.5
TBE 10X 0.5
Acrilamida 40% (Quantum Appligefg 3
Glicerina (Gibco Brl, Life Technolo&) 1.140

2. Misturar e guardar 1,5 ml desta mistura pararepgyacdo do gel de
empacamento (Solucao A).

3. Adicionar a solucao polimerizante a mistura:

Tabela 8. Composicéo da solucdo polimerizante pétanica SSCP.

Composicéo Quantidade L)
Persulfato de aménio 25% 16
TEMED (Sigm&) 10

4. Pipetar para cada conjunto de vidros de elextsé vertical jA montado.

5. Cobrir com agua destilada e deixar polimerizar.



C. Preparacéao de gel de empacamento

1. Adicionar & solucdo anterior previamente guardasiaseguintes solucdes
polimerizantes:

Tabela 9. Preparacao do gel de empacamento pacaiea SSCP.

Composicao Quantidade
Solucgéo anterior (A) 1.5mL
Persulfato de amonio 10% 8uL
TEMED (Sigm&) 5uL

2. Antes de pipetar o gel de empacamento devaregiagua que cobre o gel
de separacao.

Pipetar o gel de empacamento por cima do ge¢paracéo.

4. Colocar os pentes e deixar polimerizar.

D. Preparacdo das amostras

1. 4 pL de produto de PCR e 4 pL da solucdo comale®top Solution.
2. Desnaturar 5 minutos a 90°C no termocicladom®ie’.

3. Depois de desnaturadas, as amostras devem lseadas no gelo até
serem aplicadas.

E. Electroforese

1. Aplicar 8 pL da amostra previamente preparada
2. Deixar correr a electroforese durante 16 horadva 8

3. Apoés electroforese, corar o gel pela técnica deragho de nitrato de
prata.



F. Preparacao da Coloracao de Nitrato de Prata

1. Colocar o gel em 100 ml de &cido acético 10%.

2. Incubar a temperatura ambiente durante 20 nsradm agitacao.
3. Lavar com agua destilada 3x durante 2 minutos.
4

Adicionar 100 mL de reagente de prata.

Tabela 10. Preparacéo do nitato de prata parae#®#8SCP.

Reagente Quantidade
Nitrato de Prata 1% (Ducl’%f 19
Agua destilada 100 mL
Formaldeido 37% 150 pL

Incubar a temperatura ambiente com agitacamtiuB®d minutos.
Rejeitar o nitrato de prata.

Lavar 2x durante 30 segundos com agua destilada.

© N o 0

Juntar 100 mL de reagente de sédio (Tabela Jdgitar até visualizar as

bandas.

Tabela 11. Preparacao do reagente de sddio péacaiaad SSCP.

Reagente Quantidade (L) Concentracao
Carbonato de Sodio (Mergk 200 0,05 M
Formaldeido 300 pL 37%

Tiossulfato de Sédio 40 10 mg/mL

9. Rejeitar o reagente de prata e juntar 100 miedgente de sodio.
10. Adicionar 100 mL de &cido acético a 10% quaaddbandas forem bem
visiveis.

11. Registar e fotografar os resultados.



3.6Sequenciacao dos gened ea2

Os genes globinicogl e o2 foram amplificados utilizando o0 mesmo primer
directo para os dois genes e primers reversos ifispegara cada gene de acordo com

a Tabela 12. A posicéo relativa de cada primer @sscrita na Figura 10.

Figura 10. Representacdo esquemética das poskildésas dogrimers utilizados para a sequencia¢do

dos genes globinicas, e a;.

" Gene alfa 2

i

< iy
Gene alfa 1

Poly A
CAP+1

Tabela 12. Resumo da sequéncia de primers utikzpd@ a sequenciacao dos genes globinit@2.

Primer Sequéncia oligonucleotidica (5-3")
5’ comuma GGG GTG CAC GAG CCG ACAGC
3 a2 CTC TCA GGA CAG GGG ATG GTT CAG
3 al AAC CTG CAT TGA ATC TGA AAA GTC
3'a-2A TTA TTC AAA GAC CAG GAA GGG CCG
3 a-1B CGC CCACTC AGA CTT TAT TCA AAG
EXla TCC CCA CAG ACT CAG AGAGAAC
EXIla ATG TTCCTG TCC TTC CCC AC
EXII a AGT TCCTGG CTT CTG TGA GC
RT-EX | a GTG GGT TCT CTC TGAGTC TGT
RT-EX Il a TGT GGG TCC GGG CGG G




3.6.1 Protocolo

A. Reaccéo de amplificacdo de DNA

Para um volume final de 28, adicionar os seguintes componentes para tubos
de PCR de 0,8L:

Tabela 13. Resumo da composigao da reaccéo defiaagiib dos genes globinice$ ea?2.

Quantidade (uL) | Concentracéo
H20d 284 -
d’'NTP 0,8 10 mM

Q- Solution (QiageR) 10 5x
Buffer (Qiagef) 5 10X
HotStar taq platinum (Invitrog@m 0,2 25U
Primers 2 2uL

DNA 2 -

Foi utilizado o seguinte programa no termociclaometr&:

Tabela 14. Resumo do programa utilizado no ternexbic para a amplificacdo dos genes

globinicosa, e a;,

Temperatura Tempo Numero ciclos
95°C 3 min 1
95°C 1 min
65°C 1 min 35
72°C 135 seg
72°C 5 min 1

Para testar a amplificacdo de cada fragmentozoeae uma electroforese das
amostras (aplicacdo deuh do produto de PCR) num gel de agarose a 1 % eipda
TBE 1% a 115V durante 15 minutos.



B. Purificacdo das amostras

1. Utilizar 1pL de exosap (USB e 4iL de produto de PCR

2. Colocar no termociclador durante 15 minutos 2C3& mais 15 minutos a

80°C.

C. Reaccao de Sequenciagéo

A preparacdo da amostra para a sequenciacao aitandicia-se pela reaccao
de sequenciacdo. Para tal, foi utilizado uma mastomercial (Big Dye) a qual se
adiciona o produto de PCR previamente purificadame dos primers. Esta mistura

comercial possui dNTPs e ddNTPs marcados com 4oftuomos diferentes, tampéao e

DNA polimerase.

Tabela 15.Composicao da reac¢édo de seqgénaitps genasglobinicos.

Quantidade (uL) | Concentracéo
H20 3 -
Big Dye (Applied Biosystenﬂ'%) 4 -
Primer 1,6 Al
Pcr purificado 8 -
Foi utilizado o seguinte programa de PCR:

Tabela 16. Resumo do programa utilizado no terchmadr para a reac¢do de sequenciagéo.

Temperatura Tempo Numero ciclos
96°C 3 min 1
96°C 10 seg
50°C 5 seg 25
60°C 4 min
60°C 10 min 1
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D. Reaccdao de Precipitacédo pelo Kit QiagénDye EX" 2.0 spin kit)

Esta reaccdo de purificagdo tem como finalidadeemocéo do produto
comercial Big Dye, tendo como fim enviar a amoptrgficada para o sequenciador.

Resuspender a resina na coluna por vortexadigeir
Aliviar a tampa e partir a capsula de baixo
Centrifugar 3 minutos a 3000 rpm

Marcar eppendorfs de 1,5mL

Rejeitar os microtubos e colocar a colunas peegorf
Aplicar todo produto de PCR

Centrifugar 5 min a 3000 rpm

© N o o~ wDdhPE

Hidratar com formaldeido até perfazer o120

3.7Digestdao do DNA gendmico com enzimas de restricdo

As enzimas de restricdo tém a capacidade de certaconhecer sequéncias
especificas de DNA de cadeia dupla. Essa capacldade criacdo de fragmentos de
DNA de diferentes tamanhos que podem ser visuagpdr luz ultravioleta.

Foram utilizadas 3 enzimas de restricdo, a Msjelv(England Biolall§, Ddel

(Promega Madiséhwi USA) e a Alul @mersham Pharmadij

A digestdo de um fragmento do garzcom a enzima Mspl foi utilizada para
confirmar a presenca da mutacdo no coddo 125 {€TGG) caracteristica da Hb
Plasencia.

A digestdo com as enzimas Ddel e Alul foi utiliaaghara confirmar
respectivamente as mutacoes IVSII-55+4G) e IVSII-142 (G-A) no segundo intrdo

do genen2.
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3.7.1 Protocolo

A. Digestdo com enzimas de restricao

Em reaccbes separadas, foi digerido um fragmeragmente amplificado do
genea2-globinico com as enzimas Mspl (20ul), Ddel (10U/uL) e Alul (1U/uL)
durante 16h a 37°C. As reacg¢fes ocorreram numagtacdo 5ULL num tampéo
apropriado para cada enzima epl5de produto de PCR, perfazendo um volume total
de 30uL.

Os fragmentos digeridos foram separados por efectise em gel de agarose a
3% durante 30 minutos, corados com brometo de oetédivisualizados por luz

ultravioleta.
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I1l- Resultados

1. Quantificacdo da HbA;, e HbF e determinagcédo qualitativa de variantes de
Hb por HPLC de troca iénica

Em todas as amostras estudadas foi feita a quaigiio da HbAe HbF, assim

como a determinag&o qualitativa e, quando presejuestitativa de variantes de Hb.

Mediante o resultado da quantificacdo da HieAda HbF, as amostras foram

divididas em dois grupos:

Grupo | — 11 amostras que apresentavam variantes de Whlotes de HbAe HbF

superiores aos valores de referéncia (VR: p32%6%; Hb F <2%).

Grupo Il — 39 amostras que apresentavam doseamento de élb¥F dentro dos

valores de referéncia.

Tabela 17. Pardmetros hematolégicos e resultadgstdoo de Hbs das amostras do Grupo |.

ID | Sexo| ldade Hb VGM | HGM Hb A, | HbF Perfil | Resultado
(anos) | (g/dl) | (fl) (P9) | (%) | (%) | deHb
1.1 F 23 13,0 72,1 23,2 4,0 2,1 AA B-tal
1.2 M 19 14,2 66,8 21,3 4,2 0,3 AA B-tal
1.3 F 39 13,5 61,9 20,3 5.2 0,6 AA B-tal
1.4 M 18 12,2 61,0 19,0 5,3 0,5 AA pB-tal
1.5 M 19 13,6 75,0 25,0 3,9* 0,4 AS HbS
1.6 F 33 12,4 69,0 23,0 3,9 0,7 AA pB-tal
1.7 M 18 14,6 66,0 21,0 *x 4,1| AlLeporeHbLepore
1.8 M 49 15,5 69,0 22,0 *x 2,8| AleporeHblLepore
1.9 F 52 13,3 70,7 22,2 4.4 0,3 AA pB-tal
1.10 F 26 14,3 74,1 23,4 4,1 0,7 AA pB-tal
.11 M 23 13,3 64,0 21,0 5,6 1,4 AA pB-tal

* - 0 valor de HbA nos portadores de HbS estd aumentado.

** - a Hb Lepore é eluida com a HbAo valor apresentado corresponde as duas fraccdes.



Foram encontradas 8 amostras com valores de; ldbperiores aos valores de
referéncia e sem variantes de Hb (Tabela 17), spod@adores dfi-talassémia -
talassémia minor).

Foram ainda identificadas trés portadores de vimsade hemoglobina (2 Hb
Lepore e 1 HbS).

As causas de hipocromia e de microcitose das aasgsértencentes ao Grupo |,
foram justificadas pela presenca fAdalassémia ou de Hb Lepore em 10 das 11
amostras estudadas, pelo qual ndo foi necessassqguir o estudo.
A presenca de HbS na amostra 1.5 n&o justifica ppdnomia e microcitose

apresentada pelo que o estudo desta amostra praspaga pesquisa detalassémia.
2. Pesquisa das mutacdes mais comuns por GAP-PCR mpliéx

Todas as amostras pertencentes ao Grupo Il e aranm@sdo Grupo |, foram

testadas para as mutac@etalassemia mais comuns por GAP-PCR multiplex [60].

13 amostras apresentaram as delecqade’se- «*? sendo 10 de heterozigéticos
para e’ (-o>“lac), 2 de heterozigéticosa*? (-a*Faa) e uma de heterozigético

compostoe®’ e u*? (-a>7-a*?) ( Tabela 18).

Figura 11. Resultados do GAP-PCR multiplex em gelagarose a 1,5%.. deleccdo 3.7 Kb em
heterozigotia @ /aa). 2. deleccdo de 4.2 Kb em heterozigotia'ftaa). 3 normal /o). 4 deleccéo

3.7 Kb em heterozigotiad® 7aa). 5. normal fo/ac). 6. heterozigotia composta para as deleccdes de 3.7
e 4.2 Kb.

pb
2022/2029

1800

1628
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Tabela 18. Parametros hematoldgicos e resultadesl8aamostras pertencentes ao Grupo Il que
evidenciaram delec¢des mais comuns por GAP-PCRplexit

ID Sexo | ldade | Hb VGM | HGM | Hb A2 | HbF | Perfil | Gendtipo
(anos)| (g/dl) | (fl) (p9) (%) | (%) |deHb
1.1 M 38 14,0 | 80,0| 27,0 2,4 0,3 AAz | -a*Foa
1.2 F 26 126 | 790 27,0 2,3 0,1 AA2 | -a*Yoa
N3 | M 27 145 | 80,2| 26,0 3,2 0,2l AAz | -a*"loa
1.4 F 57 135 | 81,1| 26,0 2,8 0,1 AAz | -a*oa
1.5 F 40 146 | 78,0| 250 2,5 0,2 AAz | -a*oa
1.6 F 24 146 | 750| 250 2,4 0,8 AA2 | -a*Yoa
1.7 M 28 152 | 77,0| 24,0 2,4 0,1 AAz | -a*'oa
1.8 F 35 136 | 67,9 230 2,5 0,4 AAz | -a®7-0*?
1.9 F 23 125| 72,0 23,0 2,9 0,2 AAz | -a*loa
.10 | M 37 13,8 | 770| 241 3,1 0,2l AAz | -a*loa
ni1| F 47 132 | 77,0 243 31 0,3 AA2 | -a*Foa
ni2 | F 30 131 | 780| 251 31 0,8 AA2 | -a*Yoa

A amostra nimero 1.5 do Grupo | para além de um& ldbidenciou uma

heterozigotia &> quando testada por GAP-PCR multiplex.

As restantes amostras foram novamente divididasi@mgrupos consoante 0s
valores de HGM.

Grupo Il : 15 individuos que apresentavam valor de HGM> 2,50 estudo destas

amostras nao foi continuado.

Grupo 1IV: 12 individuos com valor de HGM <25,5pg. O sewd@stprosseguiu de

modo a encontrar outras causas da hipocromia apaese



Tabela 19. Parametros hematol6gicos e resultageedid das hemoglobinas das amostras que pertencem

ao Grupo lll.

ID Sexo | Idade Hb VGM HGM | Hb A, | HbF | Perfil

(anos) | (g/dl) | (fl) (P9) | (%) | (%) | deHb
.1 F 47 14,1 79,0 26,6 2,5 0,3 AA
1.2 F 27 13,1 79,6 25,7 3,1 0,1 AA
1.3 M 18 16,4 77,3 27,4 2,8 0,2 AA
.4 M 48 151 80,2 26,3 3,0 0,2 AA
.5 M 37 14,4 80,0 27,0 3,2 0,4 AA
1.6 F 30 12,6 78,0 26,0 31 0,2 AA
.7 M 29 16,1 80,0 26,0 3.1 0,1 AA
1.8 M 45 14,6 81,0 27,0 2,6 0,3 AA
1.9 M 60 15,6 81,0 26,0 2,8 0,3 AA
11.10 M 31 15,4 78,1 26,0 2,6 0,1 AA
.11 F 22 14,7 79,0 26,0 2,9 0,4 AA
.12 M 33 14,9 80,2 26,4 2,7 0,1 AA
11.13 M 26 16,3 81,0 26,0 2,7 0,2 AA
.14 M 27 14,1 78,0 26,0 2,8 0,3 AA
.15 F 39 13,9 79,0 26,0 2,7 0, AA

Tabela 20. Parametros hematologicos e resultagedib das hemoglobinas das amostras que pertencem

ao Grupo IV.
ID Sexo | ldade Hb VGM HGM | Hb A, | HbF Perfil

(anos)| (g/dl) | (f) P9) | (%) | (%) de Hb
V.1 F 34 13,8 78,0 25,1 2,7 0,3 AA
V.2 M 40 14,6 79,4 25,4 2,5 0,1 AA
V.3 M 22 15,0 74,0 23,0 2,7 0,2 AA
V.4 M 26 15,3 78,0 25,0 2,8 0,4 AA
V.5 M 51 14,5 75,0 24,0 2,7 0,1 AA
V.6 M 44 13,7 78,8 25,1 2,6 0,2 AA
V.7 F 19 13,1 73,0 24,0 29 0,2 AA
Iv.8 F 29 12,2 69,0 21,0 2,6 0,2 AA
V.9 M 57 11,8 70,0 22,0 2,9 0,3 AA
V.10 M 18 14,3 77,0 25,0 2,7 0,2 AA
V.11 F 43 12,5 77,0 25,0 2,8 0,1 AA
V.12 F 29 12,9 78,0 25,0 2,5 0,2 AA




3. Pesquisa de muta¢bes mais comuns no gghpor SSCP

Esta técnica foi utilizada principalmente para pésada mutagdo pontuaB{
IVSI-6 T—C), a mutagcdo mais frequente na regido centro deig&d e que por vezes
apresenta valores de HpAnuito proximos do limite superior da normalidade.
metodologia usada, SSCP, permite também a pesdgieatras mutacées que possam
ocorrer no mesmo fragmento, que engloba o exaaehiées adjacentes do gefie
globinico.

A andlise dos fragmentos por SSCP ndo detectouedifa de mobilidade
compativel com a muta¢dd IVSI-6 T—C, nem foram detectados outros padrdes de
migragao por comparagao com um controlo normal {matas as amostras pertencentes
ao grupo V.

Figura 12. Resultados do SSCP para a pesquisa @gdoumais comum do gef€lVSI-6). 1. Controlo

Negativo.2. Controlo Positivo (IVSI-6)3. Normal.4. Normal5. Normal.6. Normal.

4. Digestédo de produtos de PCR com enzimas de restra;a

Nos individuos pertencentes ao Grupo IV foi pesaflasa presenca de Hb
Plasencia q2:25 Leu-Arg). A pesquisa desta variante foi feita pligestdo de um

fragmento amplificado por PCR do gerfecom a enzima de restricado Mspl.
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Figura 13. Resultados da digestdo do produto PGRa@nzima de restricdo Mspl Portador de Hb
Plasenci@. Normal.3. Normal.4. Controlo Positivds. Controlo Negativd. Nao digeridopb. Tamanho

dos fragmentos em pares de bases (pb)

1 2 3 4 5 6 pb

327

231
204

162-157

12¢
10C
70

48

37-4

Em 4 amostras foi detectado um padrao de migregdpativel com a presenca
de um portador de Hb Plasencia, evidenciado pelxsténcia dos fragmentos 204 e
123 pb juntamente com os fragmentos 327, 231, 52400, 70, 48, 37-4 pb.

Os parametros hematoldgicos dessas amostrasdestéitos na Tabela 21.

Tabela 21. Parametros hematoldgicos das amostri@npentes ao grupo |V portadores de Hb Plasencia.

Hb VGM HGM Hb A, HbF
ID | Sexo | Idade | (g/dl) (f (p9) (%) (%) Gendtipo
v3| M 22 15,0 74,0 23,0 2,7 0,2 Portador de Hb Plasenci
V4| M 26 15,3 78,0 25,0 2,8 0,4 Portador de Hb Plasenci
V5| M 51 14,5 75,0 24,0 2,7 0,1 Portador de Hb Plasenci
v.7| F 19 13,1 73,0 24,0 2,9 0,2 Portador de Hb Plaagnci




5. Pesquisa das mutacdes pontuais nos gemeglobinicos por sequenciacao

Nos individuos do Grupo IV em que ndo foram detiataalteracdes pelas
técnicas anteriores, procedeu-se a amplificacdogdaoss globinicosl e a2 para a
pesquisa de mutacdes pontuais por sequenciacao.

Na amostra IV.1 detectou-se uma mutacdo pontuaheterozigotia, uma troca

do nucleotideo glutamina por uma adenina, no prineiicleotideo do segundo intréo
(IVSII-1 G—A).

Figura 14. Representacdo parcial da sequéncia de e da amostra IV.1A. Controlo NormalB.
Amostra com a mutacdo em heterozigotia (G-A).
180 190
180 190 TCALGRTGAGC GG
TCALAGGTGAGC GG(

A B !

IIA R RRSRYR A

A amostra IV.2 evidenciou uma mutacdo pontual ernerbeigotia, uma troca do

nucleotideo timina por uma glutamina a 55 pb deiintlo segundo intréo (IVSII-55
T-G).

Figura 15. Representagdo parcial do gededa amostra IV.2A. Controlo Normal B. Amostra com a
mutacdo em heterozigotia T-G.

0 240 230 2410
CTTCCTCTCAG CTTCCTCHECAGGG
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A amostra V.9 evidenciou uma mutagcdo em heterdizigatuada no ultimo

nucleotideo do segundo intréo (IVSII-1423).

Figura 16. Representagéo parcial da sequéncia e g da amostra 1V.9A. Controlo NormalB.

Amostra com a mutacdo em heterozigotia (G-A).

azn azon
CTGCACAGC TCo TGCACAMNMC TECI

A amostra V.11 evidenciou uma mutacdo em heteodagsituada a 42 pb

depois do poliA. Representava uma troca de umaraeor uma glutamina.

Figura 17. Representagdo parcial do gebela amostra IV.11A. Controlo NormalB. Paciente com a

mutacdo em heterozigotia G-A.

280
CT CT CTGT CCC G CT CT CTHNT CCC G

B
A
Procedeu-se a confirmacao das mutagfes IVSII-55QGT e IVSII-142 (G-A)

por digestao do produto de PCR utilizando enzineagsitricao.
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Para a confirmacdo da mutacdo IVSII-55+®) foi utilizada a enzima de
restricdo Ddel. A co-existéncia dos fragmentos 228, 222, 105, 104, 92, 76, 72, 45 e
6pb, juntamente com a existéncia da banda 196 pfirrmam a presenca da referida
mutacéo.

327
278

222
196

105-104

92-76-72-45-6

Figura 18. Resultados da digestao do produto P@Racenzima de restricdo DdelMarcador de peso
molecular pBR 322/Hinf 1.2. IVSII-55. 3. Normal. 4. Normal 5.N&o digerido.Pb. Tamanho dos

fragmentos em pares de bases.

Na confirnacdo da mutacao IVSII-142-&\) utilizou-se a enzima de restricao
Alul. A co-existéncia dos fragmentos 731, 195, 1630, 52 , 48 juntamente com a

existéncia da banda 299 confirmam a presenca ead&imutacdo em heterozigotia.

731

299

169
130
52-48

Figura 19. Resultados da digestdo do produto P@Raenzima de restricdo Aldl Marcador de peso
molecular PBR 322/Hinf 12. IVSII-142. 3. Normal. 4. Normal 5.Nao digerido.Pb. Tamanho dos

fragmentos em pares de bases.
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As mutacbes IVSII-1 (&A) e poliA + 42pb (G-A) foram confirmadas por

sequenciacdo com o primer reverso. Ndo poderamnsosdirmadas por digestdo com

enzimas de restricAo porque a mutacdo em causaaltéia locais de corte para

nenhuma das enzimas disponiveis.

Nos resultados obtidos por sequenciacao verifieoa-presenca de 4 mutacdes

pontuais, todas elas situadas na parte néo tremmdorgene2 (Tabela 22).

Tabela 22. Parametros hematoldgicos dos indiviquesapresentaram muta¢gdes pontuais no g2 per

sequenciacao.

Hb VGM | HGM | HbA2 | HbF
ID Sexo| Idade| (g/dl) (f) (p9) (%) (%) Gendtipo
V.1 F 34 13,8 78,0 25,1 2,7 0,3 IVSI-1 G-A
V.2 M 40 14,6 79,4 25,4 2,5 0,1 IVSII-553G
V.10 M 57 11,8 70 22 2,9 0,3 IVSII-142-GA
V.11 F 43 12,5 77 25 2,8 0,1 poliA +42 A

Em 4 amostras do Grupo IV néo foi encontrada nemshomatacdo pontual nos

genes globinicosl e a2, nem no primeiro exdo do gene globinfcgue pudessem

justificar os parametros hematoldgicos apresent@ichizla 23).

Tabela 23. Parametros hematoldgicos dos 4 indigidun que ndo foram encontradas mutacdes

ID | sexo| Idade| Hb (g/dl)| VGM (fl) | HGM (pg) | HbA2 (%) | HbF (%)
V6 | M 44 13,7 78,8 25 2,6 0,2
V8 | F 29 12,2 69 21 2,6 0,2
V10| M 18 14,3 77 25 2,7 0,2
V12| F 29 12,9 78 25 2,5 0,2
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IV- Discussado

As causas mais comuns de anemia hipocromica e cfticeo sGo a anemia
sideropénica e as e p-talassémia.

A anemia sideropénica € uma anemia por caréncfardee o seu diagnostico
pode ser feito pelo doseamento da ferritina.

Um doseamento aumentado de Hb#z o diagndstico de3-talassémia,
justificando os parametros de HGM e VGM diminuidos.

Apos exclusdo de sideropénia e [flgalassémia, a causa mais frequente de
anemia hipocromica e microcitica éoatalassémia. O diagndéstico detalassémia
apenas pode ser feito por caracterizacdo molequddguns casos pode ser suspeitado

pela presenca de corpos de inclusédo de Hb H.

No presente trabalho estudamos um grupo de 50 eanatt dadores do Centro
Regional de Sangue de Coimbra, que apresentavamizahgocromica e microcitica

com valores de ferritina normal.

Numa primeira fase foi feito o estudo de hemoglabiatravés da quantificacéo
da HbA, e HbF e pesquisa de variantes de Hb. Foram emacasti8 portadores ¢e
talassémia, 2 portadores de Hb Lepore (Hb hibsfJee 1 portador de Hb P4 Glu-
val).

Nas restantes amostras (39 amostras sem variant#is € com valores de HbA
normal e 1 portador de HbS) foi pesquisada a pgasdas delec¢des associadas a
talassemia mais frequentes na nossa populacad’(e- w*?. Encontraram-se 10
deleccdes &’ em heterozigotia, 2 deleccded? em heterozigotia e um heterozigético
composto &> /-o*2.

A distribuicéo dos valores de HGM e o tipo de ded@e” mais comum ocorreu
de forma esperada. A deleccdo®~ foi a mais frequente com a presenca em
heterozigotia em 10 amostras. Apenas foram enaagrdeleccdes em 4 amostras com
valores hematoldgicos de HGM>25,5pg (VR:27-32pg).

Os 13 individuos portadores destas deleccbes @athB) apresentavam
parametros hematolégicos esperados para este éipmuiacdesui-talassémicas em

heterozigotia. A amostra 1.8, com genétipo de tuatigotia composta ¢ /-a*?) era a
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gue apresentava os parametros hematoldgicos ma&seHGM de 23 pg e VGM de
67,9fl.

As restantes 27 amostras foram separadas em d@esyrde acordo com o
valor de HGM. Nesta divisao foi considerado o vdilmite de HGM 25,5pg com base
no trabalho de Mestrado “Caracterizacdo molecutagehea-globinico em amostras
hipocromicas e microciticas com HpAormal” realizado pela Dra. Helena Vazéo.

Nesse trabalho em 34 individuos com valores nisrrda HbA e HbF e
parametros hematologicos de HGM entre 25 - 27 pgGBIl entre 69 - 78fl, apenas
foram encontradas as deleccée§ —e -e*2 ndo tendo sido encontradas mutacées
pontuais nos genes das cadeias globiniags.

Com base nestes dados ndo achamos relevante prossegstudo das 15
amostras pertencentes ao Grupo lll que apresentasbores hematoldgicos no limite
inferior da normalidade com HGM 25,5-27pg.

No entanto, o aprofundamento do estudo moleculatedecasos devera ser
realizado, nomeadamente o estudo de mutacdes pontugenar e no geng, quando
se pretende fazer aconselhamento genético, sero elemento do casal também

apresentar uma hipocromia e microcitose ou forgolort de uma variante de Hb.

O estudo das amostras pertencentes ao Grupo l'ggquiosatravés da pesquisa
de mutacdes pontuais no gene globificpara despiste da mutagio IVSI-6 (T-C)
ou a presenca de uma mutagaalassémia associada a udralassemia.
N&o foi encontrada nenhuma diferenca de mobilisded8SCP do gerfgglobinico, no
entanto, apenas foi amplificado o primeiro exaoegides adjacentes ndo ficando

exluida a presenca de outras mutacdes pontuagstamte sequéncia globinjga

De seguida foi pesquisada a presenca de Hb Plasenaiariante de Hi-
talassémica mais comum em Portugal, segundo a iérper do Laboratério de
Anemias Congénitas e Hematologia Molecular do CHBénto, comunicagdo
pessoal).

Verificou-se a presenca de 4 portadores de Hb miaseEstas amostras
apresentavam valores de VGM entre 73 - 78 fl e G&IHentre 23 - 25pg (Tabela 21).
A hemoglobina Plasencia foi descrita pela primeiez em 2005 numa familia

espanhola residente em Plasencia associada a otipéede hipocromia e microcitose



moderada [63]. Esta mutacdo deve-se a uma sub&ttuio coddo 125 no gen@
resultando numa substituicdo do aminoacido leuporauma arginina (CTG-CGG). O
aminoacido 125 estd situado na regido da hélicea Hatleian-globinica, um local
critico para o contacto das cadeiaf e consequentemente formacdo do tetramero,
originando um fenétipa” por mecanismo pos-translacional [64].

Esta variante de Hb, foi a segunda mutacdo majsiérge encontrada no nosso grupo
de amostras, o que nos permite concluir que dewesix feitos mais estudos da sua

prevaléncia na nossa e noutras populacgoes.

Excluidas as causas mais comuns dee p-talassémia procedeu-se a
sequénciacdo dos genes globinicb®a2.

Foram encontrados 4 muta¢gGes em heterozigotiama p@o transcrita do gene
a2 (3 no segundo intrdo do gean2 e uma 42 pb depois do polyA) descritas aqui pela

primeira vez [68].

As mutacgles IVSII-1 (FA) e IVSII-142 (G—»A) devem-se respectivamente a uma
alteracdo no primeiro e no ultimo nucleotideo dguseo intrdo do gene2. Esta
mutacéo altera os nucleotideos conservados dodecslicing.

A remocdao dos intrdes e ligacdo dos exdes duramtanacricdo do RNA (splicing)
requer sequéncias nucleotideas especificas naBegieptre os intrdes e os exdes, 0s
dinucleotideos GT no terminal 5'e AG no terminal &sim como, as sequéncias
consenso envolventes. A sequénct@nsenso 5° inclui os ultimos trés nucleotideos do
exao e 0s primeiros seis nucleotideos do intraguamo o local 3" inclui os ultimos 10
nucleotideos do intrdo e o primeiro nucleotido x@oce[29].

A presenca destas duas mutacdes no local de gpétminam o normal processamento
do RNA levando a que ndo haja sintese da respemn@a. Como as mutacdes estao
em heterozigotia o fenotipo provavel serad@lassemia, o que estd de acordo com o0s

parametros hematoldgicos apresentados (Tabela 22).

As restantes 2 mutagOes encontradas [IVSII-55@) e uma 42pb depois do poliA
(G—A)] estdo descritas na parte ndo transcrita do g@ne aparentemente nao
justificam os parametros hematoldgicos encontrados.

Sao poucas as mutacOes descritas na parte naeriteardos genesi-globinicos,

contudo, h& que realcar a existéncia no primeit@ondo genex2 de uma mutacdo
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(IVSI-55 G—A) com uma alteracdo do mesmo nucleotideo na mgmsigao. Esta
mutacdo esta descrita numa familia de descendéfiodu com uma hipocromia e

microcitose moderada e com um récio de cadefade 0,6 (VR: 0,9-1.1).

Em 4 das 12 amostras pertencentes ao Grupo IV a@onf encontradas
mutacdes que pudessem justificar as alteracdestbiégiaas (Tabela 23).

Uma das amostras em que n&do foram encontradas Gestsg amostra V.8,
apresentava valores bastante baixos de VGM dec6® HGM 21pg, muito sugestivo
de talassemia, podendo dever-&-p-talassémia ou a presenca de grandes dele¢cdes no
cluster a- ou B-globinico. As restantes trés amostras apresentaparametros,

sobretudo de VGM, mais préximos dos limites normais

De modo a clarificar a origem da hipocromia apres#apelas quatro amostras,
deverdo ser realizados mais estudos moleculare®) eopesquisa deét+p-talassémia.
Neste estudo, apenas foi amplificada a regido qglea o primeiro exado do gefie
globinico para a pesquisa da mutacdo mais frequamessa populacap’(IVSI-6).

Devera ser sequenciado todo o g@rglobinico para a pesquisa de outras mutacdes
pontuais associadas [&talassémia ou mutacbes “silenciosas”. No meditegaa
mutacdo B’ (-101 C-T) é relativamente frequente, os indivEluteterozigbticos

apresentam valores de HGM, VGM e HbAuito proximos do normal [65].

Deverao também ser pesquisadas grandes delecc@bsstera e do clusteP
por Southern Blotting ou MLPA (Multiplex Ligationegpendent Probe Amplification).
As grandes delecc¢des, do clusteyu do clustef (yop-talassémias) apresentam valores
de HbA e HbF normais.

As yép-talassémias sdo delecgcdes muito raras que resnéigmrda total ou parcial do
cluster globinico p e das suas regides regulatérias. Em heteroziggir@asentam
parametros hematolégicos compativeis com ffralassémia, com uma hipocromia e
microcitose severa e niveis normais de kibAle HbF. Nao esta descrito nenhum caso

em homozigotia [66] [67].
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V- Conclusédo

No estudo de 50 amostras de dadores de sanguentto @egional de Sangue
de Coimbra, foi possivel identificar algumas dassea mais frequentes de hipocromia
e microcitose descritas na nossa populacdo, assino,coutras mutacdes raras nao

descritas anteriormente.

Embora a amostra estudada ndo seja significatikea tpar conclusdes sobre a
prevaléncia destas mutacfes na nossa populacaempedconcluir, com base neste
estudo, que as mutacbes que envolveriuster a sdo mais frequentes do que as
envolvem ocluster ndo«. Por exemplo, sé a deleccas’~apresentou uma prevaléncia
igual a todas as outras mutagBes que envolvemsteclndos (8 p-talassémias e 2 Hb
Lepore).

O facto do diagnodstico definitivo de-talassémia apenas ser possivel por
técnicas de biologia molecular, torna-o mais didmpso e moroso, em relacdo ao

diagndstico dg-talassémia, e a sua prevaléncia real ndo é cafeheci

O conhecimento das bases moleculares das amostmxrdmicas e
microciticas, e a sua prevaléncia na populacdostui@ apresenta grandes vantagens
em termos de saude publica, nomeadamente como aeeefinir estratégias para
diminuir o nimero de recém-nascidos afectados commées graves, através de um
apoio adequado as respectivas familias em constétasconselhamento genético e

diagnéstico pré-natal.
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