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Breve contextualizacao do problema e relevancia do tema

Hemoglobinopatias graves - Falciforme e Talassemias 300 000 / ano

(mundial) 80% paises de baixa e media renda
WeatheralD. The inherited diseases of hemoglobin are an emerging global health burden . Blood 2010;115:4331.

v" Doenca Falciforme como problema de saude publica

World Health Organization .Fifty-ninth World Health Assembly: resolutions and decisions . Geneva:WHO,2006

v" Programa Nacional de Triagem Neonatal
Portaria no 822/GM, junho de 2001

Doentes Tragos

BA  1:500 79 v Politica Nacional de Atengdo as Pessoas com Doenga Falciforme
Portariano 1.018 /GM julho 2005

MG  1:1383 3,3%

RJ 1:1400 4%
Huttle et al Sickle Cell Disease in Latin America and the United States. Ped Blood Cancer 2015;62;1131

— B MINISTERIO DA —@W . ‘
Susug SAUDE =\ Sfopc 8

Cientifico e Tecnoldgico G F

>
5 a
5
a
L)
9
a
g
-
g
a
)
e



Hemoglobina

Iron Heme

e Tetraméros:2a 2
* Grupo Heme-Fe*
* Transporte/Troca

de gases.

Polypeptide Oxygen
chain molecules



Ontogenia
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DOENCA FALCIFORME - FISIOPATOLOGIA

Uma Unica substituicio de base no DNA do gene da
hemoglobina [GTG>GAG], causa substituicdo do acido
glutamico por valina na 62 posicao da cadeia B da globina;

Producao de hemoglobina S, estruturalmente anormal,

Em condi¢des de desoxigenacao - polimerizacao da
hemoglobina;

Hb S polimerizada causa dano de membrana, desidratacao
celular, aderéncia aumentada as células endoteliais,
liberando produtos téxicos ao endotélio (agentes oxidantes),
com lesao vascular.

rede de anormalidades celulares—> o0s dois maiores eventos
fisiopatoldgicos:

HEMOLISE e VASO-OCLUSAO

Image from: http://emedicine.medscape.com/article/205926-

overview#aw2aab6b2b4

Isquemia tecidual
Disfun¢ao organica aguda e cronica



PROGRAMA

PESQUISA PARA O SUS

Gestao Compartilhada em Saude - PPSUS

Breve contextualizacao do problema e relevancia do tema

Complicagdes da Doenca Falciforme

Referéncia: ). Kanter, R. Kruse Jarres./ Blood Reviwes 2013; 27; 279-287

Hb S (Sickle cell disease /doenca falciforme )
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Breve contextualizacao do problema e relevancia do tema

Distrito Federal: .

Programa Triagem Neonatal FA
Cobertura 100% nascidos hospitais publicos;

HAB LAB focalizagao isoelétrica (IEF) FSC
HPLC ; FSA

FSU

HCB Centro de Referéncia diagnéstico FC

e acompanhamento Hbpatias SES DF

FAS

FAC

Problemas e necessidades : FAB

v" hemoglobinas variantes com perfil eletroforético semelhante Hb S;

v’ diagndstico da talassemia beta;
v’ diagnostico da alfa talassemia;

Normal

Anemia Falciforme
S/Beta® talassemia
S/ HPFH

Duplo heterozigoto Se C
S/Beta* talassemia
S/Hb variante

Hemoglobina C disease
C/Beta® talassemia

Trago S
Trago C
Presenca de Barts

AA

SS
SB°-Talassemia
S-HPFH

SC
SB*-Talassemia
S-Variante

CcC
CR°-Talassemia

AS
AC

v Co herancas de diferentes defeitos das hemoglobinas dando origem a serie de

genotipos complexos e fenotipos clinicos.
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= - PPSUS

Objetivos propostos x realizados

OBJETIVO GERAL: estabelecer diagndstico confirmatdrio complementar as metodologias
disponiveis por meio de técnica de biologia molecular da doenca falciforme e outras
hemoglobinopatias.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

implantacdo e validacdo de métodos diagndsticos de biologia molecular p/ hbpatias;
estabelecer algoritmo racional complementar as metodologias disponiveis ;

ampliar precisao diagnostica e qualificacao do servico de triagem neonatal da SES DF
e do Centro de Referéncia em Hemoglobinopatias da SES DF;

beneficiar de imediato os pacientes com diagndstico precoce e intervencoes clinicas
guando indicado pela uniao da pesquisa translacional com a pratica clinica;

gerar conhecimento pelo estudo epidemioldgico na populacao examinada;
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Materiais e Métodos

* Nao houve modificacdo da metodologia proposta inicialmente;

 Diante de alguns casos inconclusivos, mas com clinica clara, propomos a
incorporacdao do kit de MLPA para o cluster génico da beta globina e o
sequenciamento da delta globina ao rol de testes moleculares:

e Justifica-se o uso desse kit para pesquisa de alteracdes no numero de copias
(CNVs) no cluster génico da beta globina com intuito de diagnosticar beta-
talassemias raras, persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal, talassemia
delta-beta, entre outras alteracdes no numero de copias;

* O sequenciamento da delta globina é necessario para diagndstico de variantes e
alteracOes na expressao da hemoglobina A2.
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Compartilh Saude - PPSUS

Atividades planejadas x realizadas

Mes/ano inicio atividade Mes/ano fim da atividade

Coleta de amostras Julho 2017 Maio 2020
Extracao DNA a partir de leucocitos de sangue Julho 2017 Maio 2020
Implanta¢do dos testes moleculares para Julho 2017 Abril 2019.

hemoglobinopatias quantitativas e qualitativas

Detecgao de mutagdes relacionadas a persisténcia  Abril 2019 Junho 2020
de Hb fetal

Sequenciamento dos casos indicativos de outras Julho 2017 Junho 2020
variantes

Estudos epidemiologicos na populacao estudada Fevereiro 2019 Julho 2020
Analise de dados para publicagdo Fevereiro 2019 Margo 2021
Apresentacao de trabalho em evento cientifico Julho 2018 Junho 2019
Redacgao de artigo cientifico Janeiro 2020 Julho 2021

Vigéncia do projeto 28/06/2017 a 29/12/2019 + 6 meses de Prorrogacao
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Recurso aprovado x gasto

EXECUGCAO FINANCEIRA

Recursos Liberados Recursos Gastos Saldo

Capital RS 33. 640,00 RS 33.640,00 0

Custeio* RS 157 923,98 RS 152.322,12 RS 5.601,86

Saldo RS 191.563,98 R$S185.962,12 RS 5601,86 + R$S2.515,76 (rendimentos)
= RS 8.117,62 devolvidos

Data da 12/12/2018 13/12/2019 19/08/2020

situacao
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Resultados alcancados

Variantes

PCR-RFLP (S, C, D,

Hasharon, G Philadelphia) .

E Teste do Pezinho —Triagem Clinica

HPLC / Focalizacao Isoelétrica

— Alfa — MLPA, GAP-PCR

Se negativo

—> Sequenciamento Sanger

> Beta — PCR-AE(IVS1-1,1VS1-6,

IVS1-110, CD39)
L— Se negativo
Sequenciamento Sanger

PHHF < DELTA-BETA
MLPA, GAP-PCR MLPA, GAP-PCR
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Resultados alcancados

e 424 pacientes no total: 335 criancas e 89 familiares

Do total das solicitacdes de exame de biologia molecular para esclarecimento de
hemoglobinopatias:

- 92 casos tinham hipotese diagndstica de Alfa-talassemia

- 36 de Beta-talassemia

- 03 de co-heranca de hemoglobina variante com Alfa-talassemia
- 15 de co-heranca de hemoglobina variante com Beta-talassemia
- 08 de hemoglobina variante

- 181 casos de traco S (F>S>A =S beta Thal+ ao teste do pezinho)

MINISTERIO DA @CNPq
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Resultados alcancados
Achados:

Variantes de Beta-globina

B-talassemia:

e HbS * |VS-I-6
e HbC e IVS-I-5
* Hb D-Los Angeles e CD39
* Hb Korle-Bu e IVS-I-(-2)
* Hb Grange-Blanche e |VS-I-110
* Hb Porto Alegre * .-79A>G
 Hb La Desirade e C.-151C>T
* Hb N-Baltimore * .-138C>T
* Hb City of Hope e PHHFle?2
Variantes de Alfa-globina a-talassemia:
 Hb Kokura « a3’
* Hb Kurosaki « a*?
* HBAZ2: c.69delC (p.Glu24Serfs*26)
sus i MlNlSTéRslgL,JDDAE @C@Pq Fapof é
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Resultados alcancados

* Pai: AS-like; Mae: AS; Paciente: S?? T TAGTGATGGC
Korle Bu
 Meétodos: PCR-RFLP para S e Sanger

TTAGTRATGSGTC

TTAGTAATGGTC

ﬂl

HB9

TTAGTGATGGC
N

HBOP [\
AN

Genotipo:  AS AA SS AA Hb Korle Bu‘t

Paciente é HbS/HbKB
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Resultados alcancados

* Indicacao: B-talassemia intermediaria
* Métodos: PCR-Alelo Especifica e Sanger

CTRL HB16
I
O To) 5 G T TGGTATC A
CE e e
(7p)]
>
;2;_ 3 G T TGOGUTCATOC A

5 G T T GG GC AT C A
Ctrl interno -

Gendtipo: Homozigoto IVS1-6 IV51,6,c.92+6T>C 4

Paciente € homozigoto IVS1-6
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Resultados alcancados

* Indicacao: Triagem neonatal FF
* |dade: 1 ano e 2 meses

 Métodos: Eletroforese capilar, MLPA de B-globina e Sanger

FIGURA

CD39 c.118C>T
F b
I TCTACCCTTGGACCTAGAGGTTCTTTGA
_ . ) N ’ Crianga: CD39
A=0,5% | | Aol r | 'lx .1\ Homozigoto
F=97% i 1\ | V!
A2=2,5% ('
i . L ]

Pai: CD39
Heterozigoto

HiBHB12e

HEB HBI2UN

Crianca: | 18 asEi S il - M3e:
PHHF tipo 1 ;;pnnﬂ@mﬂcﬂﬂﬁégagggﬁa?ﬁnggﬂ | eaB O[] ses naE Rt naa e e ek
: | = )

£3
2y

ssedgeis®  DHHF tipo 1
TEapdsntaglanyed

f

Paciente € PHHF1 + CD39




Resultados alcancados

 NUmero de alteracdes encontradas em pacientes e familiares

Variante

(79) (12) (15)  (33)




Resultados alcancados

* Perfil genotipico de doentes falciformes

B\
v

Total=40

HbS + B-tal (10) 25%

HbS + a-tal (8) 20%

HbS homozigoto (8) 20%
HbS + Porto Alegre (4) 10%
HbS + HbD (3) 7,5%

HbS homozigoto + a-tal (2) 5%
HbS + Korle Bu (1) 2,5%
HbS + HbC (1) 2,5%

HbS + LaDesirade (1) 2,5%
HbS + N-baltimore (1) 2,5%
HbS + City of Hope (1) 2,5%




PESC{UISA PARA O SUS

e - PPSUS

Resultados alcancados

* Notdrio os beneficios alcancados com incorporacao de métodos moleculares
de alta sensibilidade para diagndstico confirmatorios precoces e instituicao de
estratégias terapéuticas adequada, assim como elucidacao de falsos positivos
como p.ex teste triagem FS para combinac¢oes de HbS/PHFH, FSA x FAS;

* Interacao ciéncia laboratorial e pratica clinica - os casos até fechamento do
diagnostico sao discutidos em conjunto entre hematologistas e bidlogos;

» (Capacitacao profissional (bolsista de iniciacdo cientifica) e educacao para
saude com criacao do GRUPO de ESTUDOS em HEMOGLOBINOPATIAS;

* Educacdao em saude para o usuario com a comunicacao dos resultados da
pesquisa aos familiares com orientacdes genéticas e sobre os cuidados em
saude dentro de sua condicao especifica.

SUS ? SA U D E Conselho Nacional d

Cientifico e Tecnolo,
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GRUPO DE ESTUDOS EM

HEMOGLOBINOPATIAS

A doenga falciforme é uma das doengas

genéticas mais frequentes, com prevaléncia \
elevada no Brasil (1:1000). As \
hemoglobinopatias despertam particular \
interesse de saude publica em decoméngia das \
mocbidades associadas 20 curso da doenca, que '
inicia nos primeiros meses de vida com

repercussdes até 3 idade adulta, caracterizadas por

uma mirfade de complicagdes graves sabidamente

em decorréncia de comprometimento vascular
sistémico, Recentes avangos tecnolégicos tém

permitido maior compreensdo das alteragdes

genéticas associadas ds diferentes manifestagdes 4 Qg'

clinicas das hemoglobinopatias hereditdrias 4 0?’

PARTICIPANTES

8 Hematologistas pedidtricos e 27 de ma"¢°
bidlogos do Hospital da Crianga 29 de maio
de Brasilia; .

B Profissionais da equipe de 31 de JUIhO
Triagem Neonatal do Hospital 25de setembro
de Apoio de Brasilia;

u Técnicos do nicdeo de apoio a 27 de novembro
protocolos e estudos;

" Pediatras;

k3 Residentes médicos e
estudantes de graduagio

14h as16h
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Como os resultados poderao ser incorporados pelo SUS?

O algoritmo se mostrou eficiente para deteccao das hemoglobinopatias,
possui baixo custo e exige laboratério de biologia molecular com estrutura
basica: termocicladores e sequenciador Sanger.

Métodos de menor custo sao primeiramente aplicados numa sequéncia
|6gica, utilizando dados clinicos hematoldgicos e de prevaléncia conhecidas.
O teste de maior valor constante no algoritmo foi o MLPA (RS 80,00);

O MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) € um método
capaz de detectar perda (delecdo) ou ganho (duplicacdo) de material
genético. Através da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) multiplex,
permite analisar alteracdes no numero de copias em diversos genes.

o MLPA ¢é aplicado no diagndstico das alfas talassemias, onde 90% da causas
sao delecdes génicas. A execucdao desse teste in loco, desde que com
estrutura laboratorial ja montada, apresenta custo 30 vezes menor do que o
praticado em laboratdrios privados .

Conselho Nacional d

”
Cientifico e Tecnolo: Fundagao de Apoio & G DF
Pesquisa do Distrito Federal
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Como os resultados poderao ser incorporados pelo SUS?

e Diante da modernizacao da medicina - agora personalizada — é condicao sine
qua non Laboratérios de Biologia Molecular no servico publico de saude;

 Dessa forma, laboratdrios basicos, podem por em pratica a pesquisa das
alteracdes mais frequentes e com impacto clinico no universo das hbpatias
apenas com a aquisicao de um termociclador, uma cuba para eletroforese e
um fotodocumentador;

e Assim, além da economia do teste executado in house, é indiscutivel a
rapidez  do fechamento diagndstico, UM DIAGNOSTICO PRECOCE E
DEFINITIVO, culminando em uma terapéutica assertiva e personalizada. Por
consequéncia, reduzindo internacdes, consultas, medicacdes, mortalidade e

morbidades.
OBRIGADA !
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