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Introduçãoç
Doença falciforme:

• Doença genética causada por uma mutação no gene que
codifica a cadeia ß da globina, localizado no braço curto do

11cromossomo 11

• Substituição do ácido glutâmico pela valina (GAG>GTG),ç g p ( ),
na posição 6, dando origem à hemoglobina S (Hb S)

• Incidência em MG: 1:1 400 (Programa Estadual de Triagem• Incidência em MG: 1:1.400 (Programa Estadual de Triagem
Neonatal - PETN-MG)

Há l t lit t d l 3 h l bi• Há relatos na literatura de, pelo menos, 3 hemoglobinas
variantes de cadeia ß e 5 de cadeia α, com pontos
isoelétricos (IEF) semelhantes ou iguais à da HbS, o que
pode gerar resultado falso positivopode gerar resultado falso positivo



ObjetivosObjetivos

a) Identificar através de seqüenciamento gênico as
hemoglobinas variantes encontradas em uma família
d i d O P (OP) d i dda região de Ouro Preto (OP) e outra da região do
Lago de Furnas (LF), em Minas Gerais, ambas em
homozigose nas duas crianças triadas pelo PETN MGhomozigose nas duas crianças triadas pelo PETN-MG

b) Verificar relevância clínica dessas variantes



Métodos

• Foram colhidas novas amostras para repetição da IEFForam colhidas novas amostras para repetição da IEF
e realização de PCR alelo-específica para HbS

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

• Foi realizada PCR multiplex para o diagnóstico das
deleções mais comuns causadoras de α-talassemia

• Utilizou-se como referência para o gene α a sequência
NCBI NG_000006.1



ResultadosResultados

• As duas famílias não possuem parentesco conhecido entre
elas. A história familiar da criança OP revelou que os pais
são primos, mas não sabem informar em que graup , q g

• Os perfis das amostras das crianças ao nascimento foram
i d t i d d 6º ê d id d t dindeterminados; os do 6º mês de vida e os das amostras de
repetição evidenciaram Hb na região de S

• As PCR alelo-específicas para Hb S foram negativas; o
sequenciamento da ß globina não evidenciou mutações na
criança OP e em seus paiscriança OP e em seus pais
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PCR alelo específica* para hemoglobina SPCR alelo-específica* para hemoglobina S

Hb S controle +
Hb S controle -

211 bp

*Sanchaisuriya, K et al, Clinica Chimica Acta 2004;  343:129



ResultadosResultados
• O PCR multiplex para alfa talassemia revelou deleção de

dois genes para alfa globina nas duas crianças
(-α3.7/-α3.7) e de apenas um gene em seus pais( α / α ) e de apenas um gene em seus pais
(αα/-α3.7)

• O sequenciamento do gene híbrido α3.7 em ambas as
crianças identificou uma mutação na terceira posição do
códo 78 (AAC>AAA; A >L ) e ho o igo e (Hbcódon 78 (AAC>AAA; Asn>Lys), em homozigose (Hb
Stanleyville-II)

• Em todos os genitores foram detectadas as mesmas
alterações, em heterozigose



Sequenciamento do gene híbrido α3.7  mostrando 
a mutação (AAC>AAA; Asn>Lys), em 

homozigose (Hb Stanleyville-II)

Códon 78: AAC>AAA

Hb Stanleyville-II)



Análise do 2º íntron de α2 e α1: 
3 7

• O subfragmento sequenciado correspondia ao íntron 2 do gene α1

deleção -α3.7 do tipo I 
O subfragmento sequenciado correspondia ao íntron 2 do gene α1

• Crossover ocorreu a 5’ do sítio da enzima de restrição Apa-I, no
íntron 2 do gene α1 primitivo, característico da deleção tipo I

5’ GTCAACTTCAAGGTGAGCGGCGGGCCGGGAGCGATCTGGGTCGAGGGGCGAG
5’ GTCAACTTCGTCAACTTCAAGGTGAGCGGCGGGCCGGGAGCGATCTGGGTCGAGGGGCGAG

ATGGCGCCTTCCTCTCAGGGCAGAGGATCACGCGGGTTGCGGGAGGTGTAGCATGGCGCCTTCCTCTCAGGGCAGAGGATCACGCGGGTTGCGGGAGGTGTAGC
ATGGCGCCTTCCTCGCAGGGCAGAGGATCACGCGGGTTGCGGGAGGTGTAGC

GCAGGCGGCGGCTGCGGGCCTGGGCC GC ACTGACCCTCTTCTCTGGCAGGCGGCGGCTGCGGGCCTGGGCC          GC        ACTGACCCTCTTCTCTG
GCAGGCGGCGGCTGCGGGCCTGGGCCCTCGGCCCCACTGACCCTCTTCTCTG 

CACAGCTCCTAAGCCAC 3’
CACAGCTCCTAAGCCAC 3’CACAGCTCCTAAGCCAC 3’

Gene α2 Gene α1
3 últimos códons do exon2 3 primeiros códons do exon3p
Sítio de restrição de ApaI (GGG CCC)
Nucleotídeos discordantes entre alfa1 e alfa2



Resultados
Hemograma e hematoscopia da criança de Ouro Preto

Hemograma Valor

Hb 11,4 g/dL

VCM 65 fL

HCM 20,1 pg

Resultados de outros exames realizados

CHCM 30,9 g/dL

Resu tados de out os e a es ea ados

* Hematoscopia: discreta poiquilocitose, anisocitose e
d d  i it  moderada microcitose 

* Exames da cinética de ferro: normais 
* Pesquisa de drepanócitos: negativa



ConclusõesConclusões

• As crianças estudadas apresentam alfa-
talassemia por presença da deleção 3.7 (tipo I)
associada à mutação Stanleyville-II (substituição
da asparagina por lisina), em homozigose
(α2

Staß2)(α2 ß2)

• Os pais são heterozigotos

• Os dados indicam que a criança de OP apresenta
tão somente manifestação hematológica

d t à lf t l i 2correspondente à alfa talassemia com 2 genes
deletados
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