V Simposio Brasileira de Doenca Falciforme e Outras
Hemoglobinopatias

Hemoglobina Stanleyville-1l associada a
delecao do gene alfa 3.7 do tipo | em

homozigose: estudo de duas familias

Fernanda Silva Pimentel, Marcos Borato Viana, Maria Helena da Cunha Ferraz,
Dora Mendez del Castillo, José Nélio Januario, Carlos Perone, Nara de Oliveira
Carvalho, Marcela Hooper Carmo




Introducao

Doenca falciforme:

Doenca geneética causada por uma mutacdo no gene que
codifica a cadeia [3 da globina, localizado no braco curto do
cromossomo 11

Substituicao do acido glutamico pela valina (GAG>GTG),
na posicao 6, dando origem a hemoglobina S (Hb S)

Incidéncia em MG: 1:1.400 (Programa Estadual de Triagem
Neonatal - PETN-MG)

Ha relatos na literatura de, pelo menos, 3 hemoglobinas
variantes de cadeila [ e 5 de cadeia a, com pontos
1soelétricos (IEF) semelhantes ou i1guais a da HbS, o que
pode gerar resultado falso positivo



a) ldentificar através de seqlienciamento génico as
hemoglobinas variantes encontradas em uma familia
da regiao de Ouro Preto (OP) e outra da regiao do
Lago de Furnas (LF), em Minas Gerails, ambas em

homozigose nas duas criancas triadas pelo PETN-MG

b) Verificar relevancia clinica dessas variantes




Meétodos

Foram colhidas novas amostras para repeticao da IEF
e realizacao de PCR alelo-especifica para HbS

O sequenciamento do gene da beta globina fo1 feito em
um caso (OP) e o da alfa globina em ambos

Foi realizada PCR multiplex para o diagnoéstico das
delecoes mais comuns causadoras de a-talassemia

Utilizou-se como referencia para o gene a a sequéncia
NCBI NG_000006.1
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* As duas familias nao possuem parentesco conhecido entre
elas. A histéoria familiar da crianca OP revelou que os pais
sao primos, mas nao sabem informar em que grau

Os perfis das amostras das criancas ao nascimento foram
indeterminados; os do 6° meés de vida e os das amostras de
repeticao evidenciaram Hb na regiao de S

« As PCR alelo-especificas para Hb S foram negativas; o
sequenciamento da [ globina nao evidenciou mutacoes na
crianca OP e em seus pais




Resultado da crianca
ao nascimento

Controle AFSC

Controle AFSC

Resultado 6° més
da crianga OP

Resultado Estudo
Familiar (pai e
mae)




Hb S controle +
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O PCR multiplex para alfa talassemia revelou delecao de
dois genes para alfa globina nas duas criancas

(-a37/-a37) e de apenas um gene em seus pais
(aa/-a27)

O sequenciamento do gene hibrido a?? em ambas as
criancas ldentificou uma mutacao na terceira posicao do
N A

codon 78 (AAC>AAA; Asn>Lys), em homozigose (Hb
Stanleyville-1I)

Em todos os genitores foram detectadas as mesmas
alteracoes, em heterozigose



Sequenciamento do gene hibrido a®’ mostrando
a mutacao (AAC>AAA; Asn>Lys), em
homozigose (Hb Stanleywville-1I)

TGLCGC ACG TG ACGACATLGCCCAAAGLGCTOTCCGLCL TG AGCGACCTLCACG UL AC
=00 310 320 33 340 35

Codon 78: AAC>AAA
/ Hb Stanleyville-ll

ﬂ | |

M Lt




Analise do 2° intron de e a1:
delecao -a37 do tipo I

* O subfragmento sequenciado correspondia ao intron 2 do gene a1

* Crossover ocorreu a 5 do sitio da enzima de restricao Apa-I, no
intron 2 do gene al primitivo, caracteristico da delecao tipo I

5 GTCAACTTCAAGGTGAGCGGCGGGCCGGGAGCGATCTGGGTCGAGGGGCGAG

ATGGCGCCTTCCTCGCAGGGCAGAGGATCACGCGGGTTGCGGGAGGTGTAGC

GCAGGCGGCGGCTGCGGGCCTGGGCCCTCGGCCCCACTGACCCTCTTCTCTG

CACAGCTCCTAAGCCAC 3

Gene a1
3 ultimos cédons do exon2 3 primeiros cédons do exon3
Sitio de restricdo de Apal (GGGWCCC)
Nucleotideos discordantes entre alfal e




Resultados

Hemograma e hematoscopia da crianca de Ouro Preto

Hemograma
11,4 g/dL
65 fL
20,1 pg
30,9 g/dL

Resultados de outros exames realizados

* Hematoscopia: discreta poiquilocitose, anisocitose e
moderada microcitose

* Exames da cinética de ferro: normais

* Pesquisa de drepanocitos: negativa




* As criancas estudadas apresentam alfa-
talassemia por presenca da delecao 3.7 (tipo I)
assoclada a mutacao Stanleyville- II (substituicao

da asparagina por lisina), em homozigose
(0,°0y)

Os pais sao heterozigotos

Os dados 1indicam que a crianca de OP apresenta
tao somente manifestacao hematologica
correspondente a alfa talassemia com 2 genes
deletados
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