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Caracterizagdo molecular de Hemoglobinopatias na populagdo portuguesa =
um subestudo do projeto INSEF

Introdugao

Hemoglobina

%+ Proteina essencial para a vida humana que transporta oxigénio dos

Cadeia 0. Cadeia 0.
pulmdes para os tecidos. 4

*» A hemoglobina humana principal no adulto é a hemoglobina A -
a,B,.

¢+ Cada subunidade polipeptidica possui um grupo heme - ido de ferro
contido num anel de porfirina.

Grupo Heme

Cadeia
Cromossoma 11 B Cadeia B

B-LCR Periodo
54321 Embriondrio

<+ O gene da B-globina (HBB) localizado no agrupamento
génico no cromossoma 11 codifica para a cadeia da B-
globina.

%+ Os genes da a-globina (HBA2 e HBA1) localizados no
agrupamento génico no cromossoma 16 codificam para
a cadeia da a-globina.
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Introdugao

Anemia

(( A anemia é uma condi¢do na qual o nimero de glébulos vermelhos ou a sua capacidade de transportar oxigénio é insuficiente
para atender as necessidades fisioldgicas, que variam de acordo com a idade, sexo, altura, tabagismo e gravidez. ,,
-WHO

Deficiéncia | Diminuigdo ou auséncia da
" nutricional em sintese de uma ou mais cadeias
W ferro globinicas (geralmente da B-
globina ou da a-globina).
Quantitativas Talassémias

v Hemoglobinopatias
Qualitativas Sintese de hemoglobinas com

estruturas e propriedades fisico-
quimicas anémalas, originando
globulos vermelhos deformados,
com capacidade de transporte
de oxigénio alterada, etc.
Variantes estruturais de
hemoglobina

Introdugao

Talassémias: a-talassémia

Delecdo de 3.7 kb Delecdo de 4,2 kb
- ~ . —_
Défice na produgdo das cadeias de a-

r .
globina geralmente causado por - L]
delegdes em um ou mais dos quatro

genes da a-globina. -E

Genoétipos Niumero de genes o-

Individuo normal Normal Normal 4 genes a funcionais

Sem  alteragdes hematologicas ou  ligeira a-talassémia silenciosa 3 genes a funcionais

a-talassémia silenciosa . . . .
microcitose ¢/ou hipocromia

L. N e . Traco a-talassémico
P P T talassémi o-talassémia minor: individuos com ligeira
—/uw ou a-/a- rago u-talassémico N L

i anemia microcitica ¢/ou hipocrémica 2 genes a funcionais

o-talassémia intermédia: individuos com anemia

—/a- Doenga Hb H . . . L.

microcitica e/ou hipocromica moderada a grave
Hidropsia Fetal por

i i Hemoglobina de Bart

H}::"t;g};:l?hl:::: g:;t a-talassémia major: hidropsia fetal
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Talassémias: B-talassémia

Diminuigao da sintese das cadeias de B-globina geralmente devido a mutagGes pontuais
no gene HBB ou na sua regido regulatdria proximal (promotor), pequenas deleges
limitadas ao gene HBB, ou mais raramente devido a grandes dele¢Ges no agrupamento

génico da B-globina ou na regido regulatdria distal (LCR).

Gendtipos
comuns

Nome

p/p

B/p’ ou p/p*

li“fli* ou li+-"|5+

B/p°

Individuo normal
Trago B-
talassémico

p-talassémia
intermédia
p-talassémia
major

Normal

B-talassémia minor: individuos assintomaticos, com microcitose ¢/on hipocromia

ligeira e eventualmente anemia.

Individuos com anemia microeitica e/ou hipocromica ligeira a moderada, possivel
hematopoiese extramedular e sobrecarga em ferro

Individuos dependentes de transfusdo, com anemia microcitica e/ou hipoeromica
grave, hematopoiese extramedular e sobrecarga em ferro

Introdugao

Prevaléncia das hemoglobinopatias a nivel mundial e
em Portugal

A nivel mundial

As hemoglobinopatias sdo predominantes em
regides que sdo ou foram endémicas de maldria:
Bacia do Mediterraneo, Sudeste Asiatico, Africa

Subsariana, Médio Oriente e india.

A migracdo populacional tem vindo a alterar a

distribuicdo das hemoglobinopatias.

Atualmente, nalguns paises da Europa, as
hemoglobinopatias tornaram-se num problema

de saude publica.

Em Portugal

-

da delegdo de 3,7 kb (Peres et al., 1995, Acta Médica
&’ortuguesa). /

B-talassémia: \

Prevaléncia de 0,45% e distribuicdo heterogénea
no pais (Martins et al., 1993, Journal of Medical Genetics);

Quatro mutagdes B-talassémicas mais comuns:
Cd39 (C>T), IVS-I-1 (G>A), IVS-1-6 (T>C) e IVS-1-110
(G>A) (Faustino et al, 1999, British Journal of
Haematology).

a-talassémia:
Prevaléncia de 10% de portadores e predominio
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Diagnéstico e Tratamento

VGM > B0 IL
HGM > 27 pg
T HbAZ < 35* %
Volume Globular Médio < 80 fL HOF <194

VGM < 80 1L
HGM < 27 pg
HbAZ < 3.5 ¥
HbF < 1%

Microcitose o [+]

VGM £80 1L
HGM < 27 pg
HbAZ < 3,5 W
HbF 530 %

)

i

Estudo do ferra

Hemoglobina Globular Média < 27 pg O

Hipocromia o O ot
possiblidade de

HbA2 normal |

Trago
ptalassémico
silencioso
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Tratamento

Hemoglobinopatias ligeiras ndo requererem tratamento.

Hemoglobinopatias graves resultantes numa anemia dependente
de transfusdes, danos nos drgdos ou morte.

O transplante de células estaminais hematopoiéticas € o Unico
tratamento curativo.

As principais opgBes terapéuticas baseiam-se nas transfusdes de

sangue periddicas combinadas com terapias de quelagdo do ferro.

Objetivos

Contribuir para o conhecimento da realidade atual das hemoglobinopatias em Portugal:

Identificar os casos de hemoglobinopatias e determinar a sua base molecular na
populagdo avaliada no projeto INSEF com fendtipo hematolégico de hipocromia

e/ou microcitose.

Determinar a frequéncia das diferentes hemoglobinopatias nos participantes do
projeto INSEF e o seu padrdo de distribuicdo geografica. Determinar a prevaléncia

Esquema adaptado de Prevention and Diagnosis of Haemoglobinopathies: A Short Guide

da B-talassémia na populagdo residente em Portugal.

Descrever as caracteristicas demograficas e de saude dos individuos identificados
como portadores de uma hemoglobinopatia, nomeadamente: sexo, nacionalidade,
percecdo de saude, existéncia de acompanhamento por médico de familia e

autorreporte de anemia.

for Health Professionals and Laboratory Scientists, 2016, pp. 1-79.
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Materiais e

nfer

Inquérito Nacional de Sadide com
Exame Fisico 2013-2016

o e
w ﬂ\ (Departamento de Epidemiologia do INSA)

Portugal Continental e ilhas 25-74 anos
L (residentes ha mais de 12 meses)
Varidveis demograficas e socioecondmicas

I

Estado de saude

s Comportamentos
Questionario autorreporte P

Y'Yy vy Utilizagdo de servigos e cuidados de salude
*?ﬂ\** AvaliagBes antropométricas
o 6 & o o liacs . s
w w w w w Avaliagdes bioquimicas Microcitose o o
Avaliagdes hematoldgicas 4 Hipocromia o O 204 participantes
4808 participantes

12 Inquérito Nacional de Satide com Exame Fisico (INSEF 2015): relatério metodoldgico (2016)

Materiais e
Métodos

Pesquisa da dele¢do -a37 k0 ——

Pesquisa geral de INDELs
no cluster génico da o MLPA (Multiplex

a-globina e regides Uga;fon-Delpendent
L. Probe Amplificati
regulatdrias robe Amplification )

204
participantes

é Sequenciacdo de Sanger
PCR longo NGS
(Next Generation Sequencing) <

A e
Estudos in silico
varSEAK,

PolyPhen-2
SIFT
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Resultados e
Discussao

Diagnéstico de alteracdes nos genes HBA1 e HBA2:
a-talassémia

Genodtipos Frequeéncia absoluta Frequencia relativa
ao/ag 148 72.6% 54 individuos dos 204
participantes do INSEF
—o*—o*7 1 0.5% com fendtipo de
aai—a®T 52 25.5% microcitose e/ou
hipocromia tém
ao/-a*? 0.5% a-talassémia (26,6%)

oo/ wgi? 0.9%

«» Adelegdo —a37 é a lesdo molecular maioritariamente associada a a-talassémia na populagdo residente em Portugal.
A o-talassémia é uma causa considerdvel para a existéncia de um fendtipo hematoldgico de microcitose e/ou hipocromia.

¢+ Estes resultados dever3do alertar os clinicos para a necessidade da pesquisa da a-talassémia como possivel causa de um fenétipo
de microcitose e/ou hipocromia.

Resultados e

piscussso Diagnéstico de alteragBes no gene HBB:
B-talassémia e variantes de hemoglobina

Foram identificadas 29 variantes genéticas diferentes, das quais 10 sdo
possivelmente patogénicas

Lizem - Consequéncia
(CRCussp1z) TP Regido e NMLOOUSISS  NP_000S09.1

g.5225678 1533946267 Hb D-Portugal Exdo3 Var Missense <364G-C p.Glul22Gla

£.5226762 80356821  Cd41/42 (-CTTT) Exdo 2 Var Frameshifi ¢ 126_129del ~ pPhe42LenfsTer1? a

Splcs site (52

25226774 1511549407 Cd30 (C>T) Exo2 VarNomsense  ¢.118C>T p.GInd0Ter T =
E = aumenc 53
|

25226820 1335004220 IVS-I-110 (G=A) Intrio 1 ‘Var Intronica €03-21G=A - - . _- BCHiVALEE CIVRIK 52
5226024 1335724775 IVS1-6 (T=C) Intrio 1 ‘Var Intronic 92+6T=C I i R

g 1 o arlotonica ¢ E

i | - o
£.5226929 1333971440 IVSI-1 (G=A) Intrio 1 ‘Var Intronica c92+1G=A - I- . SOUT> intron

BEED AG Sxouson Zone

g5226074 134716011 Cd15 (G>A) Exdo 1 Var Nonsense c43G-A p.Trpl6Ter clas=: 2 3 EIE B Eranch Pont U2
£.5227001 1563749819 Cd6 (-A) Exdo 1 Var Frameshifi c.20del p-Glu7GlyfsTerl3
& 5227002 334 HbS Bxdol  VarMissense  c20A-T pGu7Val Andlise do impacto da alteragio €.92+1G>A no processo de splicing do
527003 1533930165 HoC Exiol  VarMisowe  c19GeA PGhTLys RNA da B-globina através do software varSEAK.

Sequéncia transcrita ENST00000335295.4
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Diagnéstico de alteracdes no gene HBB:

B-talassémia e variantes de hemoglobina

Gendtipos

Genotipos heterozigoticos
Hb D-Portugal
Cdd1/42 (-CIT1)
Cd39(C=T)
IVSI-110 (G=A)
IVS-I-6 (T=C)
IVS-I-1 (G=A)
Cdl5 (G=A)
Cd6 (-A)
HbS
HbC

— =

R R T WS s o P - ]

Genotipos homozigoticos
Sem alteragdes no gene HBB

Resultados e
Discussao

A Hb D-Portugal por si sé é geralmente

aEssmtonratlca - avalia a tatus do
specia |nC|denc|a na p aoc nesa.

i R%J)ﬁ%ao § .“rgp%arEaHE“%apBS?)"FagSB%’%
ferroRe i tuguesa
MutagSes B-talassémicas mais
comuns na populagdo portuguesa

52 e 62 mutagOes B-talassémicas mais
comuns na populagdo portuguesa
Maior prevaléncia na regido africana.
Individuo com Hb S com origem angolana.
Avaliagdo do histérico familiar do individuo
comoaleloHb C.

Frequéncia da B-talassémia e das variantes de
hemoglobina

Frequéncia das variantes de hemoglobina nos 204 Frequéncia da B-talassémia nos 204 participantes
participantes do INSEF com fendtipo de microcitose do INSEF com fenétipo de microcitose e/ou
e/ou hipocromia hipocromia

1,5%

B Sem variante de B Sem B-talassémia
hemoglobina

i Com B-talassémia
B Com variante de

hemoglobina
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Resultados e
Discussao

Prevaléncia da B-talassémia na populacdo residente
em Portugal em 2015

Frequéncia da B-talassémia nos 204 No total de 4808 participantes do
participantes do INSEF com INSEE

fendtipo de microcitose e/ou
hipocromia Frequéncia de B-talassémia: 0,5% Prevaléncia de
B-talassémia na
populagdo portuguesa
de 0,45%.

10,8%

H Sem B- Na populagdo residente em

talassémia Portuga| em 2015 Martins et al., 1993,
m Com B- Journal of Medical Genetics

talassémia Frequéncia de B-talassémia: = 0,3%
[Intervalo de Confianga de 95%:
0,1-0,6%]

Resultados e
Discussao

Frequéncia das hemoglobinopatias nos individuos
sintomaticos

Frequéncia das hemoglobinopatias nos 204
a-talassémia participantes do INSEF com fenétipo de microcitose
* 54 individuos portadores; e/ou hipocromia
* Frequéncia de 26,6%.

B-talassémia
* 22 individuos portadores;
* Frequéncia de 10,8%. H Sem
Hemoglobinopatia
Variantes de Hemoglobina = Com
* 3individuos portadores; Hemoglobinopatia
* Frequéncia de 1,5%.
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Hemoglobinopatias nos individuos

portugueses

H Sem Hemoglobinopatia

 Com Hemoglobinopatia

Hemoglobinopatias nos individuos nao

portugueses

H Sem Hemoglobinopatia

M Com Hemoglobinopatia

Resultados e
Discussao
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Associac@o das hemoglobinopatias com as caracteristicas

demogréficas: nacionalidade

Distribui¢do dos portadores de hemoglobinopatias
pelos seus paises de origem

Numero de individuos potadores

|l on B W

Cabo
Verde

Angola  Brasil

M a-talassémia

1 P-talassémia

China  Franca india Paquistio Portugal

M Variante de hemoglobina

Associac@o das hemoglobinopatias com as caracteristicas

demograficas: distribuicdo geografica

Norte

7 individuos portadores de a-talassémia
1 individuo portador de B-talassémia

Centro

3 individuos portadores de a-talassémia
6 individuos portadores de B-talassémia

Lisboa e Vale do Tejo

16 individuos portadores de a-talassémia
1 individuo portador de variante de Hb

Alentejo

6 individuos portadores de a-talassémia
4 individuos portadores de B-talassémia

Algarve

5 individuos portadores de a-talassémia
5 individuos portadores de B-talassémia
1 individuo portador de variante de Hb

Madeira

14 individuos portadores de a-talassémia
4 individuos portadores de B-talassémia

Acgores

3 individuos portadores de a-talassémia
2 individuos portadores de B-talassémia
1 individuo portador de variante de Hb

|~ ¢

»

74

LISBOAE
VALE DO TEIO

°
-

ACORES *

= MADEIRA W
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Resultados e
Discussao

Associacdo das hemoglobinopatias com as caracteristicas
de satude

Circular Normativa da DGS n2 18/DSMIA de 2004, onde sdo definidas as condutas e regras
para a prevengdo das formas graves de hemoglobinopatias.

E recomendada a detecdo precoce de adultos portadores de hemoglobinopatias, cujo
primeira etapa passa pela solicitagdo do hemograma.

Percegdo de saide dos individuos portadores de
¢+ Dos 77 individuos portadores de uma hemoglobinopatia, 57 hemoglobmopatias e com médico de famiha

individuos possuem médico de familia. _
Muito boa

Boa
+»+ Dos 160 individuos que possuem médico de familia, 76 tém Normal
anemia, mas apenas 2 individuos fizeram o seu Ma
autorreporte. 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Numero de Individuos

Conclusoes

Validédmos a base molecular mais Validamos a base molecular mais
frequentemente associada a a- frequentemente associada a B-
talassémia sintomatica na talassémia em Portugal: Cd39 (C>T),
populag3o residente em Portugal: IVS-I-1 (G>A), IVS-1-6 (T>C), IVS-I-
=T 110 (G>A), Cd15 (G>A) e Cd6 (-A).

Detetdmos casos de Verificdmos que 37,7% dos
hemoglobinopatias em todas as fenétipos de hipocromia e/ou
regides de Portugal continental e microcitose sdo justificados por
ilhas. N3o foi possivel estabelecer um uma doenga genética: uma

padrdo de distribui¢do geografico. hemoglobinopatia.

10
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Estudos Futuros

<

*
o

Avaliagdo do status do ferro dos individuos que ficaram com o seu fenétipo de hipocromia e/ou
microcitose por esclarecer = Possivel anemia ferropénica.

’:...

®,
<

Pesquisa de alteragbes delecionais e ndo-delecionais nos genes HBA2 e HBA1 na totalidade dos
participantes do INSEF, de modo a ser possivel concluir sobre a prevaléncia da a-talassémia na
populagdo portuguesa.

] ee, %% 0
00.

®,
o

Realizagdo de um novo estudo epidemiolégico
= Amostragem total maior e ajustada face ao nimero de habitantes por regido, de modo a obter um padrdo de
distribuicdo geografica e prevaléncia fidedigna de portadores de hemoglobinopatias.

= Incluir a andlise bioquimica de hemoglobinas previamente a analise molecular, para a detecdo de variantes de
hemoglobina (HbS e outras).

o

* Refor¢o da atividade do Programa Nacional de Controlo de Hemoglobinopatias através de ~N
acoes de formagdo aos médicos de medicina geral e familiar.
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