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A funcdo principal dos eritrécitos é o transporte
de oxigénio desde os pulmdes aos tecidos periféricos. Esta fun¢do depende da
hemoglobina a qual constitui mais do 90% da proteina solivel nos glébulos
vermelhos. A molécula de hemoglobina (Hb) é formada por duas cadeias de tipos alfa
(a0 ou §) e duas cadeias de tipo beta (g, y, d ou B), cada uma contendo um grupo
prostético heme-(Fe™) que pode-se ligar forma reversivel ao oxigénio (Figura 1).
Portanto, a fun¢do do eritrécito depende da sintese balanceada das cadeias globinicas
a e P e, de seu arranjo em um tetramero de hemoglobina funcional (LIEBHABER,
1989). O desequilibrio na sintese destas cadeias globinicas origina as talassemias alfa
ou talassemias beta, dependendo da diminui¢do na sintese de cadeias globinicas alfa
ou beta, respectivamente (HONIG; ADAMS, 1986).

Uma definicdo ampla para as talassemias alfa foi
dada por Liebhaber (1989): “A talassemia alfa é uma anemia hereditdria que resulta
da sintese deficiente de globina alfa. A falta de globinas alfa decorre na producdo
insuficiente de hemoglobina normal, e ao aciimulo de tetrameros instdveis y; (Hb
Bart’s) ou B4 (Hb H) com a consegiiente destrui¢do acelerada de glébulos vermelhos.
A talassemia alfa pode ser herdada ou adquirida e, pode ser originada por defeitos

em um ou mais dos quatro genes de globina alfa”.
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Figura 1. Molécula de Hemoglobina; vermelho: cadeias beta; amarelo:
cadeias alfa; verde: grupos heme (PUTKEY, 2000).
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1.1 Resenha Historica.

Os primeiros relatos cientificos das formas mais
graves de talassemia alfa (Doencas de Hb H e Hidropsia Fetal por Hb Bart’s), foram
realizados em meados de 1950 e inicio de 1960, a partir da associacdo entre
hemoglobinas anormais (Hb H e Hb Bart’s) com anemia microcitica hipocromica em
auséncia de deficiéncia de ferro'. Nessa época, a introducdo da eletroforese nos
laboratédrios de pesquisa de hemoglobinopatias permitiu identificar uma hemoglobina
mais rdpida que a Hb A, posteriormente denominada Hb H. No mesmo paciente,
foram observados precipitados intra-eritrocitarios nos esfregacos de sangue corados
com Azul Cresil Brilhante, coloracdo utilizada rotineiramente na contagem de
reticuldcitos. Associou-se, portanto, a Hb H presente na eletroforese com os
precipitados intra-eritrocitarios. Estudos posteriores mostraram que a Hb H era um
tetrAmero instdvel, formado por cadeias globinicas beta (B4), com uma afinidade pelo
oxigeénio dez vezes maior que a Hb A (NAOUM; BONINI-DOMINGOS, 1998).

Mais tarde, em estudos com sangue de cordio
umbilical, identificou-se uma nova Hb anormal, eletroforéticamente mais rdpida que
a Hb A e mais lenta que a Hb H. Esta nova hemoglobina foi chamada de Hb Bart’s
por ter sido descoberta no Hospital Sdo Bartolomeu de Londres. A Hb Bart’s,
formada unicamente por cadeias gama (Yys), apresentava problemas fisioldgicos
similares aos da Hb H (NAOUM; BONINI-DOMINGOS, 1998).

A identificacdo dos tetrameros formados pelas
cadeias de tipo beta (Hb H e Hb Bart’s), nas formas mais graves de talassemia alfa,
proporcionaram a primeira evidéncia de que esta condicdo era provocada pela sintese

deficiente de cadeias globinicas alfa’. Sugerindo que se tratava de uma doenca

! MINNICH et al., 1954; RIGAS et al., 1955; GOUTTAS et al., 1955; LIE-INJO et al., 1960 apud HIGGS, 1989.

2
JONES et al., 1959; KEKWICK; LEHMANN, 1960; HUEHNS et al., 1960; RAMOT et al., 1959; DANCE et al., 1963 apud
HIGGS et al., 1989.
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causada por defeitos nos genes alfa. No entanto, foi mais complicado entender a base
genética desta doenca que das outras hemoglobinopatias, principalmente devido ao
fato de que, os parentes de individuos com Doenc¢a de Hb H e Hidropsia Fetal por Hb
Bart’s, também portadores de talassemias alfa, apresentavam uma expressdao
fenotipica varidvel. Isto levou a diferenciar os portadores nos tipos moderado (c-
talassemia 2) e grave (O-talassemia 1), segundo o nivel de Hb Bart’s presente ao
nascimento ou ao grau de anormalidade nos indices hematolégicos (HIGGS et al.,

1989).

Em 1965, foi possivel medir a taxa de sintese das
cadeias alfa e beta, observando-se uma progressiva diminui¢do das cadeias alfa nos
individuos portadores de Doenca de Hb H e Hidropisia Fetal por Hb Bart’s,

. 3
respectivamente™.

A andlise molecular das talassemias alfa foi
inicialmente dificil de ser realizada, pelo desconhecimento do nimero de genes alfa.
Baseados na observacdo de mutantes estruturais sugeriu-se que o individuo normal
possuia quatro genes alfa®. Estudos moleculares confirmaram efetivamente a presenga
de quatro genes alfa no individuo normal (oo/oo), dois em cada um dos
cromossomos 16, e a falta de um (-o/o), dois (-o/-at ou --/o), trés (-0/--) ou quatro

(--/--) genes alfa nas formas talassémicas S,

3 KAN et al., 1968; POOTRAKUL et al., 1975; WEATHERALL et al., 1965; WEATHERALL et al., 1970 apud HIGGS et al.,
1989.

4 HOLLAN et al., 1972; MELONI et al., 1980 apud HIGGS et al., 1989.
5 OLTTOLENGHI et al., 1974; TAYLOR et al., 1974; KAN et al., 1975; OLD et al., 1983 apud HIGGS et al., 1989.
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1. 2 Localizacao e estrutura do Cluster alfa

O agrupamento dos genes globinicos do tipo alfa
ou “Cluster alfa”, com aproximadamente 29 Kb, localiza-se na porcdo distal
(13p13.3) do braco curto do cromossomo 16. Este inclui um gene de expressao
embriondria (), trés pseudogenes (Y, yal, yo2), dois genes idénticos de
expressdo fetal e adulta (0, e o), e um gene (0;) de fungdo desconhecida;
arranjados na seqiiéncia 5’ G-yl -yop-you-0p-04-6; 3’ (Figura 2) (HONIG;
ADAMS, 1986; SHAW et al., 1987; HIGGS, 1989).

Virios segmentos de DNA repetidos em tandem
(minisatélites) encontram-se distribuidos dentro e adjacentes ao cluster alfa. Estes
foram inicialmente identificados como regides hiper-varidveis (HVRs: Hypervariable
regions), localizadas no extremo 3’ do cluster (a-globina 3’HVR); entre o gene ;e
pseudogene y(, (interzeta-HVR); dentro dos introns (IVS1 e IVS2) dos genes de tipo
€ e a 70 Kb acima do gene { (5’HVR) (Figura 2) (HIGGS et al., 1981; JARMAN et
al., 1986; JARMAN; HIGGS, 1988; HIGGS, 1990).

Aproximadamente a 40 Kb acima do cluster alfa
existe uma regido conhecida como HS-40, contendo vérios sitios hipersensiveis a
acdo da enzima DNAse (HS: Hight Sensibility) e de ligacdo a fatores de transcricao
(Figura 2). Delecdes naturais nesta regido silenciam a expressdo dos genes alfa,
demonstrando que sua integridade € essencial para a expressao regulada dos genes do
cluster. Os individuos portadores destas mutacdes apresentam um fendtipo alfa

talassémico (HIGGS et al., 1990; JARMAN et al., 1991; WAYE; CHUI, 2001).
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Figura 2. Localizacdo e estrutura do cluster de globina alfa (parte superior da
figura); e estrutura de um gene alfa (parte inferior direita) (Adaptado de VOGEL;
MOTULSKY, 1997).
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1. 3 Estrutura e expressao dos genes de tipo alfa

Os genes tipo alfa possuem a mesma estrutura,
comum a todos os genes globinicos, de trés exon separados por dois introns. Nos
genes alfa, o exon 1 codifica os primeiros 31 aminodcidos, enquanto que o exon 2
codifica os seguintes 67 aminodcidos e o exon 3 os 42 aminodcidos finais da cadeia

polipeptidica de 141 aminoacidos (LAUER; SHEN; MANIATIS, 1980).

Os genes de tipo alfa evoluiram por meio de
duplicagdes e divergéncia de seqiiéncia e, apesar de, os genes o e { mostrarem uma
homologia de s6 58%, os genes 0, e o sdo altamente homodlogos. As divergéncias
entre os genes alfa limitam-se as regides ndao codificantes (IVS I e regido 3’ ndo
codificante), como conseqiiéncia produzem cadeias polipeptidicas idénticas. Um
mecanismo de “evolu¢do concertada”, por meio da qual, genes alfa seriam trocados
de um cromossomo para outro por um processo de conversdo génica ou
recombinacdo homologa desigual, tem sido proposto como o responsdvel pela
manutencdo da homologia entre os genes alfa (LIEBHABER; GOOSSENS; KAN,
1981; HIGGS et al., 1984; HONIG; ADAMS, 1986).

Apesar dos genes alfa produzirem polipeptidios
idénticos, estudos com os transcritos, demonstraram que o gene 0 codifica de duas a
trés vezes mais proteina que o gene ;. Conseqiientemente, mutacdes no gene O

estdo associadas a fendtipos mais graves de talassemia alfa (ORKIN; GOFF, 1981;

LIEBHABER; KAN, 1981; LIEBHABER; CASH; BALLAS, 1986).

Durante a ontogenia das hemoglobinas, os genes
do tipo alfa sdo expressos na mesma seqiiéncia em que estdao localizados ao longo do
cluster. O gene ( se expressa nas primeiras cinco semanas de desenvolvimento
embriondrio, nos eritrobldstos primitivos do saco vitelino. As globinas { associam-se
com as globinas de tipo beta épsilon (€) para formar a Hb Gower-I ({,¢,), primeiro

tetraimero de hemoglobina detectado no embrido. Em seguida forma-se a Hb
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Portland-I ({,Y») ao aumentar a sintese das cadeias globinicas y (LIEBHABER, 1989).
A partir da sexta semana de desenvolvimento, a eritropoese comeca a ter lugar
principalmente no figado fetal. A transcricdo dos genes { decresce, a0 mesmo tempo
em que a transcri¢do dos genes alfa (o e o) € ativada, funcionando desde a vida
fetal até adulta. As globinas alfa combinam-se com as globinas do tipo beta e dao
origem a Hb Gower-II (0€;) ainda no periodo embriondrio, a Hb Fetal (a,},) no
periodo com o mesmo nome, e as hemoglobinas A e A, (0, € 03;) caracteristicas
do periodo adulto (WEATHERALL; CLEGG, 1981). Na Tabela 1, detalha-se as
hemoglobinas presentes nos diferentes periodos do desenvolvimento e suas
respectivas porcentagens e, a Figura 3 ilustra a ontogenia das cadeias globinicas em

cada uma das fases do desenvolvimento

Tabela 1- Constituicdo de hemoglobinas normais de acordo com o periodo de
desenvolvimento (HONIG; ADAMS, 1986).

Embrionario Fetal Adulto

Gower I ({x€,) 20-40 % Fetal (atzy2) 90-100 % A (0P>) 96-98 %
Portland ({o72) 5-20 % A (02B2) 5-10 % A (068)) 2,5-3,5 %

Gower 11 (06282) 10-20 % A, (06252) 0 Fetal (OCQ'YQ) 0-1,0 %
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Figura 3. Ontogenia das cadeias globinicas. Sintese das cadeias globinicas ao
longo do desenvolvimento (FUCHAROEN; WINICHAGOON, 2002)
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1. 4 Base Molecular das Talassemias alfa

As lesdes moleculares, responsdveis pelas
talassemias alfa, podem ser caracterizadas como defeitos ot ou OLO, se afetam parcial
ou completamente a producio de cadeias alfa, respectivamente 6,

Mais de 95% dos fenétipos de talassemia alfa
sdo resultado de grandes dele¢des (3-100Kb), as quais removem de um a quatro genes
alfa. Porém, ao menos 48 mutacdes nao delecionais, a maioria localizada no gene o,
tém sido relatadas causando talassemia o' (ORON-KARNI et al., 2000) 7

Entre as delecdes podemos distinguir trés
grupos, aquelas que eliminam um tnico gene alfa (a-talassemia-2 ou o -talassemia),
aquelas que eliminam os dois genes alfa ou até o cluster por completo (o-talassemia-
1 ou oco—talassemia) e as delecoes afetando o HS-40 (KATTAMIS et al., 1996). As
delecdes o-talassemia-2 (") sdo as mais comuns das o-talassemias, com duas formas
predominantes (—oc3 Te -oc“) distribuidas ao redor do mundo (EMBURY et al.,1980;
KATTAMIS et al., 1996; BAYSAL; HUISMAN, 1994).

Os genes O e 0l estdo localizados dentro de dois
segmentos duplicados altamente homologos, de 4 Kb de longitude, cuja identidade de
seqiiéncia foi mantida ao longo da evolu¢do por eventos de conversdao génica e
recombina¢do homoéloga desigual. Estes segmentos foram subdivididos em trés sub-
segmentos homodlogos (X, Y e Z) separados por regides ndo homologas (I, II e III).
Estando as regides duplicadas Z separadas por 3.7 Kb e, as regides duplicadas X por
4.2 Kb (Figura 4, A) (LAUER; SHEN; MANIATIS, 1980; ZIMMER et al., 1980;
HIGGS et al., 1984; HESS; SCHIMID; CHEN, 1984).

6 KATTAMIS et al, 1996; PROVAN; GRIBBEN; 2000 apud NEISHABURY et al., 2001.
" http://.globin.cse.psu.edu
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A delecdo de 3.7 Kb, conhecida como delecdo
direita (rigthward deletion), é causada pelo pareamento errdbneo e recombinacdo
homoéloga desigual entre regides homologas Z ndo correspondentes. Como resultado
deste evento, gera-se um cromossomo com um gene alfa a menos (-), responsavel
pela talassemia, e outro com trés genes alfa (oo™ *7) (Figura 4, B, i) (HIGGS et al.,
1980; GOOSSENS et al., 1980; HIGGS et al., 1984). Existem trés tipos de rearranjos

3.7 3.71 3.710 37111
o0 (o, - e -

) dependendo do ponto exato do segmento Z onde ocorre a
recombinacdo (LIEBHABER, 1989). Esta delecio ¢ comum em todas as dreas
talass€émicas do mundo, sendo mais prevalente entre individuos africanos,
mediterraneos e asiaticos (EMBURY, 1980; FOGLIETTA, 1996; OLD 2003).

O alinhamento errdneo e, a recombinacdo
homologa desigual entre as regides homélogas X, separadas por 4.2 Kb, da origem ao
alelo -o**. Esta delecdo, também conhecida como delecdo esquerda (leftward
deletion), origina um cromossomo portando a delecdo de um gene alfa (-a*?) e outro
com trés genes alfa (oo™ (Figura 4, B, ii) (HIGGS et al., 1984). A delecio -o**
é encontrada principalmente no Sudoeste da Asia, mas também foi relatada em outras
populacdes como nas ilhas do pacifico, em negros, mediterraneos, dentre outros
(EMBURY, 1980; LIEBHABER 1989; OLD, 2003)

Além das delecoes e -0(4'2, uma variedade
mais extensa, porém menos freqiiente de delecdes, ocorre dentro do cluster alfa,

afetando adversamente a expressao dos genes. Algumas delecdes provocam a perda

5.2 SEA 20.5 MED
32 SEAL(g)203, _MED)

9 b

de ambos dos genes o deixando o gene ( intacto (Ex.

~ . .. . . FIL
enquanto que outras delecdes maiores, eliminam o cluster alfa por inteiro (Ex. --", --

THAL - __ AWy (WINICHAGOON et al., 1984; FISCHEL-GHODSTAN et al., 1988;
FORTINA et al., 1988). Na Figura 5 estdo representadas estas e outras delecdes. As

responsdveis pela o-talassemia-1 sdo de limitada distribuicio geografica e,

20.
05 o

EA . co MED A
excetuando -->F* de origem asidtica, -(o) - encontradas no Mediterraneo,

esporddicas e identificadas em familias isoladas (WINICHAGOON et al., 1984;
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FISCHEL-GHODSIAN et al., 1988; FORTINA et al.,1988, KATTAMIS et al.,
1996).

Os mecanismos responsdveis pelas grandes
delecdes ndo estdo claramente definidos. Andlises realizadas nos pontos de ruptura
sugerem que algumas destas delecdes podem ser produzidas por recombinacdo entre
regides curtas de seqiiéncias homdélogas dentro e ao redor do cluster (NICHOLLS et
al. 1985; NICHOLLS; FISCHEL-GHODSIAN; HIGGS, 1987). Andlises de
seqiiéncias mostraram que membros da familia de repeticdes Alu estdo presentes
dentro ou préximos aos pontos de quebra (W.H.O., 1987).

Além das delecdes que afetam diretamente os
genes do tipo alfa, foram descritas quatro dele¢des (RA, TI, IJ e MM) que removem a
regido reguladora HS-40, deixando os genes estruturalmente intactos (HATTON et
al., 1990; LIEBHABER et al., 1990; WILKIE et al., 1990; ROMAO et al., 1991). Os
portadores destas dele¢des possuem um fenétipo similar ao dos portadores de o —
talassemia, sugerindo que ambos os genes alfa, no mesmo cromossomo, estdo sub-
regulados ou completamente inativos, confirmando a importancia critica desta regido
na expressdo dos genes do tipo alfa in vivo (SILVESTRONI-BIANCO, 1998;
WAYE; CHUI, 2001).
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Figura 4. A) Representacao simplificada do cluster alfa, destacando com barras
os segmentos homodlogos X, Y e Z. B). Representacdo esquemdtica da
recombinacio homéloga desigual proposta para origem da delecdo -0’ (i) e -
o' (ii) (Adaptado de KAZAZIAN,1990)

B

Figura 5. Representacdo das principais delecdes que provocam a perda de dois
genes alfa ligados ou do cluster alfa completo (SILVESTRONI-BIANCO, 1998).
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As formas ndo delecionais de
talassemias alfa envolvem mutagdes de ponto e pequenas dele¢des ou insergdes, € sao
indicadas genericamente como . Mais de 30 destas mutacdes sdo citadas na base de

dados de mutagdes no gene de globina humano (http://globin.cse.psu.edu). As

mutacdes afetam principalmente o gene alfa 2. Essa distribuicdo diferencial pode ser
explicada pelo fato de que, mutacdes neste gene sdo fenotipicamente mais graves que
mutacdes no gene alfa 1, permitindo seu rdpido reconhecimento e estudo
(LIEBHABER, 1989; CHUI; FUCHAROEN; CHAN, 2003).

A maioria das mutacdes ndo delecionais afetam
etapas criticas da expressdo génica, como o processamento e tradu¢do do RNA
mensageiro, levando, em alguns casos, como na Hb Constant Spring (transi¢ao T>C
no cédon 142 TAA>CAA do gene o) e Hb Pakse (transversio A>T no cddon 142
TAA>TAT do gene o) a produgdo de cadeias alfa anormalmente alongadas. A
mutacdo Constant Spring é a forma ndo delecional mais freqiiente, com prevaléncia
no sudeste da Asia. Outras mutagdes produzem hemoglobinas ou cadeias alfa
altamente instdveis, tais como Hb Arginio, Hb Suan-Dok, Hb Quong Sze, e Hb Pak
Num P6, e levam a um fenétipo alfa talassémico (LIEBHABER, 19809;
KANAVAKIS, 2000; CHUI; FUCHAROEN; CHAN, 2003).



Introducdo 26

1. 5 Fisiopatologia das Talassemias Alfa

A sintese balanceada de cadeias do tipo alfa e
beta é essencial para a formacdo dos diferentes tipos de hemoglobinas em cada
periodo do desenvolvimento. Com a diminui¢do da sintese de globinas alfa, as
cadeias de tipo beta, que deveriam parear com estas para formar o tetrimero de
hemoglobina, ficam em excesso. Neste estado, as cadeias do tipo beta pareiam-se
formando homo-tetrameros. Durante o desenvolvimento fetal, as cadeias de globina 7y
formam tetrdmeros y4 (Hb Bart’s), enquanto que, nos adultos, as cadeias [ excedentes
formam tetrdmeros B4 (Hb H). Estas hemoglobinas possuem uma elevada afinidade
pelo oxigénio, carecem de interagdo heme-heme e de efeito Bohr, sendo incapazes de
liberar eficientemente oxigénio nos tecidos, provocando hipéxia (CHUI,
FUCHAROEN; CHAN, 2003).

Além da elevada afinidade pelo oxigénio, estas
hemoglobinas sdo relativamente instdveis, podendo precipitar na membrana celular
eritrocitiria. A presenca de subunidades hemoglobinicas dispara uma reacgdo
oxidativa em cadeia que gera espécies reativas de oxigénio, assim como radicais
superoxido e hidroxila. Os radicais livres provocam danos nos componentes da
membrana celular, principalmente em proteinas do citoesqueleto, essenciais para a
sustentacdo da membrana, e nos fosfolipidios (NAOUM; BONINI-DOMINGOS,
1998; RUND; RACHMILEWITZ, 2001). A proteina banda 3 € a principal afetada.
Lesdes nesta proteina, que funciona como bomba anidnica e sitio de ancoragem para
proteinas do esqueleto celular, afetam a estrutura do citoesqueleto tornando os
eritrécitos mais rigidos que os normais, o que dificulta sua passagem através da
microvasculatura (NAOUM; BONINI-DOMINGOS, 1998; DONDORP et al., 1999).
Em algumas situagdes, as lesdes também podem afetar a funcdo de bomba anidnica
desta proteina, levando a uma hiperhidratacdo e conseqiiente aumento do volume

eritrocitario (BUNYARATVE] et al., 1994; KANAVAKIS et al., 2000).
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O estresse oxidativo, produzido pelos radicais
livres na membrana celular, pode afetar a distribui¢dao dos fosfolipidios na membrana
(KUYPERS et al., 1998). A perda da assimetria normal da membrana citoplasmaética,
particularmente a exposicdo de fosfatidilserina na superficie externa das células
talass€micas, provavelmente media a apoptose eritrobldstica intramedular e a
fagocitose dos eritrocitos anormais ou envelhecidos pelos, macréfagos do Sistema
Reticulo Endotelial, provocando a destruicdo precoce dos eritrocitos e
hiperesplenismo (CHUI; FUCHAROEN; CHAN, 2003).

A diminuic@o da concentracdo de hemoglobina,
produzida pela sintese deficiente de globina alfa, a incapacidade de liberar oxigénio
no tecidos das hemoglobinas H e Bart’s, e a destruicio prematura dos eritrocitos
(hemdlise) provocada pela formagdo dos tetrimeros instdveis (Hb H e Bart’s) levam a
anemia. A hipodxia tecidual provocada pela anemia induz a sintese de eritropoetina
com o objetivo de estimular a producdo de novos eritrécitos e sanar a anemia. Porém,
como a talassemia alfa é uma desordem genética, os novos eritrocitos produzidos
carregam os mesmos problemas que os anteriores. A medula 6ssea, sob o estimulo
constante da eritropoetina pode, nos casos mais graves de talassemia alfa, levar a
expansdo medular e deformidades dsseas (CHUI; FUCHAROEN; CHAN, 2003). Na
Figura 6 representa-se a fisiopatologia das talassemias alfa, tomando como exemplo a

Doenca de Hb H.
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Figura 6. Esquema representando os efeitos fisiopatologicos e
eritropatoldgicos causados pela diminuic@o na sintese de cadeias de globina
alfa na Doeng¢a de Hb H. (NAOUM; BONINI-DOMINGOS, 1998).
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1. 6 Classificacao das Talassemias Alfa

E possivel dividir as talassemias alfa em quatro
categorias fenotipicas: Portador silencioso (trés genes alfa funcionais); Tracos de
talassemia alfa (dois genes alfa funcionais); Doenca de Hb H (um gene alfa
funcional) e Hidropisia fetal por Hb Bart’s (nenhum gene alfa funcional). No entanto,
pode existir superposi¢do entre estes grupos, devido a gama de expressao clinica de
cada grupo, decorrente da variabilidade genética. A expressdo clinica pode variar de
mudangas sutis, apenas distinguiveis do normal, a formas graves e incompativeis com
a vida como, no caso da Sindrome de Hidropsia fetal por Hb Bart’s (W.H.O., 1987;
HIGGS et al., 1989; KAZAZIAN, 1990).

A expressdo fenotipica das talassemias alfa estd
diretamente relacionada ao grau de reducdo da sintese de globina alfa, sendo que trés
grandes fatores estdo envolvidos na determinagdo do fenétipo: 1) ndmero de genes
afetados, 2) grau de diminuicdo na expressdo (parcial o total) e, 3) quanto o gene
afetado contribui para a sintese de globina alfa. Como a expressdo do gene alfa 2 é
maior que a do gene alfa 1, alteracdes neste gene produzirdo um efeito fenotipico
mais grave. De forma geral, a perda de um unico gene pode resultar em, uma
diminuicao leve, moderada ou grave, da sintese de globina alfa, dependendo de como
ocorre esta perda (delecao ou ndo delecdo) e que loci estd envolvido (alfa 1 ou. alfa 2)
(LIEBHABER, 1989; HIGGS et al., 1989; KAZAZIAN, 1990). No Quadro 1,
encontram-se resumidas as alteragdes laboratoriais da cada categoria fenotipica em

comparacao ao normal.
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Quadro 1. Alteragdes laboratoriais dos diferentes fenétipos de talassemias alfa
comparadas com o fenétipo normal (NAOUM; BONINI-DOMINGOS, 1998)

00 | g | e | e | oy |
Genes Alfa 4 3 2 ! 0
Funcionais (oo (-cefouce) {-~fooe) (--f-t) (kD)
an nI:::i?:::tsu (%) Zero 0-2 2-10 10-40 80-100
Hb H (%) Zero fragos -5 5-20 0-20
In;:;!::iirtil:::l Zero 1-3/5000 L-10/5000 20-100/5000 1000/5000
VCM () 76-95 -85 72-80 fi0-72 a0-100
HCM pg) 21-33 25-30 23-48 13-23 <13
Hh g/ 12-16 11-15 10-13 B-10 <7
Microcitose ] 0+ + o+ 4+
Hipocromia ] 0f+ + 4+ 4+
Priguilocitnse 0 0 0+ e+ 4+
Eritrohlastos ] 0 0 0+ I

0: ausente; +: presente em grau discreto; ++: moderado; +++: acentuado.
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1. 6. 1 Portador Silencioso

E originado pela perda de um tinico gene alfa (-
a/o0r), sendo a delecdo - a principal responsével por esta condi¢do. O portador
silencioso € assintomdtico e, apesar dos parametros hematoldgicos, tais como a
concentracdo de hemoglobina, indices eritrocitdrios e nimero de glébulos vermelhos
estarem dentro dos limites de normalidade, € possivel observar uma discreta
microcitose e hipocromia (LIEBHABER, 1989).

Na eletroforese de hemoglobinas, podem ser
observados tracos de Hb H nos individuos adultos e de Hb Bart’s nos recém-nascidos.
A pesquisa intraeritrocitdria dos corpuisculos de inclusdo de Hb H, apds incubagio
com Azul Cresil Brilhante pode revelar em média 1 a 3 células positivas para cada
cinco mil células avaliadas (LIEBHABER, 1989, NAOUM; BONINI-DOMINGOS,
1998). Porém, nem sempre € possivel detectar um nimero de células tdo baixo

(CLARKE; HIGGINS, 2000).

1. 6. 2 Traco de Talassemia Alfa

Esta condi¢do resulta da heterozigose para um
determinante de alfa talassemia’ (--/ o) ou, como homozigoto (-o/-o) ou duplo
heterozigoto (-o/0i-) para determinantes de alfa talassemia®, originados por dele¢do
ou ndo. O homozigoto para a delecdo de 3.7 Kb (-o*"/-a™") é a forma mais freqiiente
para este tipo de alteracdo (W.H.O., 1987; LIEBABHER, 1989).

Os individuos com trago talass€émico sdo
freqiientemente normais do ponto de vista clinico. No entanto, podem apresentar
discretas alteragdes hematoldgicas e clinicas, como modificacdo na morfologia

eritrocitdria, leve grau de anemia e microcitose (VCM entre 72-80f]) (LIEBAHBER,



Introducdo 32

1989). Alguns individuos com trago talassémico, especialmente criancas, apresentam
anemia moderada, que junto com uma microcitose moderada, podem levar a um
diagnéstico errdneo de anemia por deficiéncia de ferro (KAZAZIAN, 1990).

Na eletroforese de hemoglobinas, a Hb H pode
ser observada em concentragdes baixas, de 2 a 5 %, ou estar ausente nos individuos
adultos, enquanto que a Hb Bart’s pode estar presente em concentracdes de 2 a 10%
nas amostras de recém-nascidos (EMBURY, 1980 apud LIEBHABER, 1989;
NAOUM; BONINI-DOMINGOS, 1998).

Em aproximadamente 60% dos individuos com
traco de talassemia alfa pode-se observar, em numero bastante reduzido (1-10 em
cada 5000 células analisadas), células contendo corpusculos de inclusdo de Hb H
(GALANELLO et al, 1984; HIGGS et al, 1989). Os portadores de trago talassémico,
apesar de serem normais do ponto de vista clinico, podem apresentar: fraqueza,

cansaco, dores nas pernas e palidez. (NAOUM; BONINI-DOMINGOS, 1998).

1. 6. 3 Doenca de Hb H

A doenca de Hb H € a forma mais grave de

talassemia alfa compativel com a vida. As Doencgas de Hb H produzidas por duas

37 /__MED 42 SEA

delecdes, uma oe outra o (ex, -o ou -o ) sdo conhecidas como

Doengas de Hb H delecionais, enquanto que, aquelas produzidas pela combinagdo de

MED, ., CS = .
- o o), sdo conhecidas como

uma delegdo o e uma mutacio ndo delecional (ex. -
Doengas de Hb H néo delecionais (KANAVAKIS et al., 2000; WAYE et al., 2001).
A gravidade da doenca estd diretamente
relacionada com o nivel de supressdo da sintese de cadeias de globina alfa, que varia
com as diferentes combinacdes de mutantes. Tem-se observado que, em geral,

pacientes com defeitos ndo delecionais, afetando predominantemente o gene alfa 2,
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interagindo com um determinante de talassemia o (——/OLOCT ou —-/OLCSOL) possuem
maior nivel de Hb H, com hemoglobinas totais diminuidas e um quadro clinico mais
grave que os pacientes com genoétipo --/-o0 (W.H.O., 1987; LIEBABHER, 1989). Em
alguns casos, individuos com a mesma base molecular podem ter diferente curso
clinico, indicando que outros fatores genéticos e mesmo ambientais podem ser
importantes na variacdo clinica e hematolégica (MIRABILE et al., 2000;
WEATHERALL; CLEGG, 2001).

O quadro clinico dos pacientes com Doenga de
Hb H varia de uma anemia moderada até uma anemia dependente de transfusdes.
Porem o quadro mais comum € de uma talassemia intermédia, com anemia
microcitica hipocromica, ictericia e hepato-esplenomegalia. Uma vez que o principal
mecanismo da anemia é a hemolise, muito mais que a eritropoese ineficaz,
unicamente 35%7dos pacientes apresentam marcada expansdao medular (W.H.O.,
1987).

Nas andlises eletroforéticas de sangue de
individuos adultos, a Hb H pode ser observada em concentracdes que chegam a até
20%. Entretanto, em amostras de recém-nascidos, a Hb Bart’s estd presente em
concentragdes que variam de 10 a 40%. Os precipitados intra-eritrocitirios de Hb H
sao facilmente visiveis, podendo-se observar vdrias células com precipitado em um
mesmo campo microscopico (NAOUM; BONINI-DOMINGOS, 1998). Pode haver
uma reducdo nos niveis de hemoglobina total, hemoglobina corpuscular media
(HCM) e volume corpuscular médio (VCM); acompanhados, em alguns casos, de
reticulocitése, policromasia e moderada anisopoiquilocitéose (W.H.O., 1987;
KATTAMIS et al., 1988; HIGGS et al., 1989, NAOUM; BONINI-DOMINGOS,
1998).

Algumas complicacdes que podem ocorrer nos
portadores desta doenca sdo: esplenomegalia grave com hiperesplenismo; anemia

aguda devido a episédios hemoliticos, em resposta a drogas, infec¢des, febre ou
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ingestdo de componentes oxidativos; presenga de ulcera nas pernas; calculos biliares;
deficiéncia de folatos; alteracdes Osseas ou de crescimento; retinopatias; tumores
hematopoéticos extramedulares; risco de processos tromboembolicos 8 (W.H.O.,
1987; HIGGS et al., 1989).

Na gravidez usualmente hd um aumento na
intensidade da anemia, possivelmente relacionado ao aumento do volume sangiiineo.
Em determinadas ocasides, o nivel de Hb pode diminuir consideravelmente fazendo
necessario o uso de transfusdes para manter a saide da made e do feto em
desenvolvimento. Outras complicagdes como pré-eclampsia, falha cardiaca
congestiva, aborto e morte perinatal em prematuros t€ém sido observadas

(VAEUSORN; FUCHAROEN; WASI, 1988; GALANELLO et al., 1992).

1. 6. 4 Sindrome de Hidropisia Fetal por Hb Bart’s

A forma mais grave de talassemia alfa é a
Sindrome de Hidropisia Fetal por Hb Bart’s. O fetos afetados herdam dele¢cdes que
removem todos os genes alfa (--/--). Nestes individuos, as cadeias de globina vy
formam homo-tetrameros y4 (Hb Bart’s) incapazes de liberar oxigé€nio nos tecidos. Os

fetos homozigotos para dele¢des que eliminam o gene embriondrio { junto com os

FIL, _FIL

genes alfa (ex. — ) sdo incapazes de produzir qualquer tipo de hemoglobina

funcional e, portanto sucumbem por hipdxia grave ainda no inicio da gestacdo. Por

C SEA, FIL EA
outro lado, os fetos portando a0 menos um gene embriondrio { (ex. -->""/--"~ ou -- "/

--SEA) intetizam pequenas quantidades de Hb Portland 1, a qual € suficiente para
manté-los vivos ao longo do segundo e terceiro trimestre de gestacdo. Porém, a
quantidade desta hemoglobina € insuficiente para acompanhar o rdpido crescimento e

desenvolvimento do feto, especialmente no terceiro trimestre. Finalmente, os fetos

8 DANESHMEND, 1978; DANESHMEND; PEACHEY, 1979 apud CHUI; FUCHAROEN; CHAN, 2003.
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afetados falecem por hipdxia e falha cardiaca no tutero ou logo apds o nascimento
(CHUI; WAYE, 1998).

Como conseqiiéncia dos danos provocados pela
hipéxia durante a embriogénese e da eritropoese extramedular, os fetos afetados
freqlientemente apresentam problemas de desenvolvimento em vérios sistemas e
orgdos, incluindo o sistema nervoso central (CHEN et al., 2000). A eritropoese
extramedular é amplamente observada em muitos 6rgdos, sendo a causa da extensa
hepatomegalia (CHUI; WAYE, 1998). Ao nascimento, os fetos apresentam-se
palidos, grandes e edematosos, com sinais de problemas cardiacos, tais como
cardiomegalia, efusdo pericéardica, efusdo pleural e ascite e, de anemia intra-uterina
prolongada (LIANG et al., 1985).

Além dos problemas observados nos fetos, existe
um aumento das complicagdes maternas, tais como hipertensdo, pré-eclampsia,
eclampsia e hemorragias. Outras complicagdes menos freqiientes incluem,
coagulacdo intravascular disseminada, falha renal, e efusdo pleural. Também foram
relatados: diminuicdo no liquido amnidtico, trabalho de parto prematuro e falha
cardiaca (GUY et al, 1985; ABUELO; FORMAN; RUBIN, 1997) °,

No pés-parto foram relatados: retencdo da
placenta, hemorragia, hipertensdo, pirexia puerperia e anemia (GUY et al., 1985;
BOWMAN et al, 1987) '°. Na figura 7, resume-se a fisiopatologia da Sindrome de
Hidropsia Fetal por Hb Bart’s.

® KAKAYAMA et al., 1986 apud CHUL, WAYE, 1998.
' TAN et al., 1989 apud CHUIL, WAYE, 1998
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Figura 7. Fisiopatologia produzida pela auséncia dos genes de globina alfa (CHUI;
WAYE, 1998).
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1.7 Métodos de estudo

1. 7. 1. Indices eritrocitdrios

As talassemias alfa sdo caracterizadas por uma
reducdo no conteido de hemoglobina dos eritrécitos, a qual se manifesta nos dados
laboratoriais como uma reducdo nos indices eritrocitirios (SKOGERBOE et al.,
1992). A microcitose (Volume Corpuscular Médio: VCM<80fl) ou a hipocromia
(Hemoglobina Corpuscular Média: HCM<27pg) sdo os critérios de diagndstico mais
importantes para detectar portadores de talassemias (CHUIL; WAYE, 1998).

A reducdo dos indices eritrocitarios pode ser
produzida por defeitos na sintese do grupo heme, por deficiéncia de ferro ou por
alteracdes na sintese de globina, nas talassemias alfa e beta (STEIN et al., 1984).

O HCM e VCM variam muito pouco entre
individuos normais e heterozigotos para talassemia alfa 2 (-o/at), portanto ndo
podem ser utilizados para o diagndstico deste gendtipo talassémico. Para os gendtipos
mais graves existe uma correlagdo entre o nimero de genes de globina alfa afetados e
a microcitose, fazendo do VCM e HCM indicadores tteis do provavel gendtipo
(WILLIAMS et al.,1996). No entanto, existe uma considerdvel superposi¢do dos
indices eritrocitdrios entre os varios gendtipos, que ndo permite sua utilizagdo como
unico parametro para sugerir um determinado genétipo (SKOGERBOE et al., 1992;
SONATI; KIMURA; FERREIRA, 1992; WILLIAMS et al., 1996).

Lafferty (1996) considera o uso de um VCM <
72fl, como um critério laboratorial para a selecdo de amostras para testes de
talassemia, com sensibilidade e especificidade similar, independente da populagao.
Estratégias de triagem atuais se baseiam unicamente em VCM< 80fl ou HCM < 27pg
como critérios para identificar individuos com mutagdes clinicamente relevantes

(CHAN et al., 2001).
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1. 7. 2. Eletroforese de hemoglobinas

Além da utilizagdo dos indices eritrocitarios na
avaliacdo da anemia, metodologias destinadas a identificacdo das hemoglobinas H e
Bart’s, tém sido amplamente difundidas como ferramentas de diagndstico das
talassemias alfa . Tradicionalmente a eletroforese em acetato de celulose pH alcalino
(pH 8.6) tem sido o método de eleicdo para a identificacdo e quantificacdo de
hemoglobinas variantes. Este método € rdpido, reprodutivel e capaz de separar as
hemoglobinas variantes mais comuns (CLARKE; HIGGINS, 2000; Ou;
ROGNERUD, 2001). Na eletroforese em pH alcalino a Hb Bart’s migra mais rdpido
que a Hb A, e a Hb H migra ainda mais rdpido, acima da Hb Bart’s (NAOUM, 1997).

Quando identificadas inicialmente na
eletroforese alcalina, as hemoglobinas H e Bart’s podem ser confirmadas em
eletroforese em pH neutro. Este pH corresponde ao ponto isoelétrico da maioria das
hemoglobinas, as quais ndo migram nestas condi¢des, permitindo a separacdo das
hemoglobinas H e Bart’s que migram em direcao ao pdlo positivo (WEATHERALL;
CLEGG, 1981; DACIE; LEWIS, 1995).

Como para os indices eritrocitarios, existe uma
relacdo direta entre o nimero de genes inativos e os niveis de hemoglobinas H e
Bart’s, os niveis destas hemoglobinas podem ser utilizados para sugerir o possivel
gendtipo (Quadro 1). No entanto, como a eletroforese pH 8.6 é a metodologia mais
utilizadas na andlise de hemoglobinas, diagndsticos incorretos ou inconclusos podem
ocorrer devido a sua limitada resolugcdo, especialmente na deteccio de baixas
concentracdes de Hb H e Bart’s presentes quando 1 ou 2 genes alfa estdo afetados
(JONES et al., 1981; STEINBERG, 1991; HIGGS, 1993; CLARKE; HIGGINS,
2000; Ou; ROGNERUD, 2001). Por essas hemoglobinas serem altamente instaveis,
as amostras de sangue utilizadas devem ser o mais frescas possiveis, dado que em
poucos dias a concentracdo de Hb H diminui significativamente (RIBEIRO;

ARAUIJO, 1992).
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1. 7. 3 Pesquisa Intraeritrocitdaria de Hb H

Um método, simples facil e econdomico de
triagem e diagndstico de talassemias alfa é a coloragdo com Azul Cresil Brilhante
(ACB). Ap6s a coloragdo supravital dos eritrocitos com o corante ACB, a Hb H,
altamente instdvel, precipita e agrega, formando inclusdes intracelulares, dando aos
eritrécitos um aspecto de bola de golfe (CLARKE; HIGGINS, 2000; PAN et al.,
2005). O niimero de células com inclusdes de Hb H € influenciado pelo gendtipo
talass€émico, aumentando nas formas mais graves de talassemias alfa, onde existe
maior numero de cadeias beta em excesso (Quadro 1) (NAOUM; BONINI-
DOMINGOS, 1998, WINICHAGOON; ADIROJNANON; WASIL 1980,
SKOGERBOE et al, 1992).

Este método € muito sensivel e especifico para a
detec¢do de portadores de genétipos de risco (--/at ou --/-ou), capazes de gerar
descendéncia com Sindrome de Hidropisia Fetal por Hb Bart’s (THOMPSON et al.,
1989; SKOGERBOE et al., 1992; SABATH et al., 2003; PAN et al., 2005). Varios
trabalhos relatam melhoras na técnica que aumentam sua eficiéncia na identificagdo
dos corpusculos de inclusd@ao de Hb H (JONES et al., 1981; LIN et al., 1990; LIN et al,
1991; SABATH et al., 2003; PAN et al., 2005). No entanto, ndo deve ser utilizado no
diagnostico de portadores dos genétipos -o/odt ou -o/-o0 (THOMPSON et al., 1989).
Nestes pacientes, o nimero de células contendo inclusdes de Hb H é muito baixo,
sendo dificeis de detectar. Por esse motivo, a auséncia de inclusdes de Hb H ndo € um

critério de exclusdo (CLARKE; HIGGINS, 2000).
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1. 7. 4 Cromatografia Liquida de Alta Pressdo (HPLC)

A HPLC de troga idnica tem emergido como um
método de eleicdo para o rastreamento inicial de hemoglobinas variantes e
quantificacdo das hemoglobinas A, A, e Fetal (EASTMAN et al.,, 1996). Virios
estudos demonstraram a utilidade deste sistema na triagem pré-natal e pds-natal de
hemoglobinopatias e talassemias (VAN DER DIJS et al., 1992; LOREY et al., 1994;
EASTMAN et al., 1996; WINICHAGOON et al., 2002). Adicionalmente, estudos
realizados no Colégio de Patologia Americano, mostraram uma equivaléncia ou
superioridade da HPLC sobre os métodos eletroforéticos (CLARKE; HIGGINS,
2000).

O sistema automatizado de HPLC VARIANT
(Bio-Rad), com o programa BTS (Beta Thalassemia Short), foi desenvolvido
inicialmente para a separacdo e quantificacdo das hemoglobinas F e A,, que auxiliam
no diagndstico de talassemia beta, e na detec¢do de outras hemoglobinas anormais
(JONES; CLARK, 1994). No entanto, mesmo este sistema sendo incapaz de
quantificar as hemoglobinas H e Bart’s, ele pode identificar qualitativamente estas
hemoglobinas auxiliando no diagndstico das talassemias alfa (FUCHAROEN et al.,
1998). Papassotiriou (1999), realizando modificacdes no programa BTS, conseguiu
quantificar as hemoglobinas H e Bart’s e, obter uma correlagdo entre os genotipos e o
nivel destas hemoglobinas em individuos com Doenga de Hb H.

Dada a incapacidade do BTS em quantificar as
hemoglobinas H e Bart’s, foi desenvolvido o programa ATS (Alpha Thalassemia
Short) para identificar e quantificar a Hb Bart’s nas talassemias alfa. Este sistema
permite o diagnostico neonatal de Doenca de Hb H (FUCHAROEN et al., 1998),

porem ndo comercializado no Brasil.
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1. 7. 5 Diagnostico molecular das talassemia alfa

Mesmo com a utilizacdo das metodologias,
anteriormente descritas, como testes de triagem, e a correlacio dos achados
laboratoriais aos possiveis genétipos, um diagndstico definitivo s6 serd possivel por
meio da identificacdo molecular do defeito genético.

Uma ampla revisdo e uma breve descricdo das
metodologias utilizadas na detec¢do dos mutantes responsdveis pelas talassemias alfa,
foram realizadas por Kattamis et al (1996) e Old (2003), respectivamente.

A caracterizacdo dos defeitos moleculares, nas
talassemias alfa foi realizada por muitos anos usando as andlises de restricdo
enzimdtica do DNA gendmico, seguida por Southern blotting e hibridacio com
sondas radioativas para os genes alfa. O advento da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) revolucionou a biologia molecular, e simplificou a deteccdo das mutagcdes
mais comuns de talassemia alfa por ser esta uma técnica simples, mais segura, rapida,
e pritica que a convencional andlise de restricdo enzimdtica (KATTAMIS et al.,
1996).

Para a deteccdo de mutacdes ndo delecionais
foram desenvolvidas vérias estratégias utilizando a amplificacdo seletiva dos genes o,
ou 0. Os produtos de PCR podem ser ligados em membranas de nylon e hibridizados
com sondas oligonucleotidicas alelo especificas (ASO), ou ser digeridos com
endonucleases de restricdo, quando a mutacdo cria ou elimina um sitio de clivagem
(LEBO et al, 1990). Quando estas metodologias ndo permitem identificagdo da
alteracdo molecular, a caracterizacdo direta da mutacdo pode ser realizada pelas
andlises da seqiiéncia de DNA, empregando estratégias de seqiiénciamento manual ou

automatico (KATTAMIS et al., 1996).



Introducdo 42

Uma metodologia envolvendo a aplicacdo
combinada de métodos de deteccdo indiretos, eletroforese em gradiente desnaturante
(DGGE) e andlise da conformagdo do DNA de fita simples (SSCA), seguida de
seqiiénciamento direto do DNA tem sido descrita por Harteveld et al. (1996) para a
andlise de mutacdes de ponto e polimorfismos nos genes alfa.

Para a deteccdo das formas delecionais, tem sido
utilizada a amplificagdo seletiva dos alelos mutante e normal, por meio de primers
especificos; em alguns casos seguidos pela digestdo enzimética para a determinacao
de haplétipos (DODE et al, 1992; BOWDEN et al., 1992; BAYSAL; HUISMAN,
1994, FOGLIETTA, et al 1996, ORON-KARNI, et al 1998).

Nos dltimos anos, a PCR miltipla (Multiplex-
PCR), a qual permite a amplificacio e identificacdo do alelo normal e vérios alelos
mutantes em uma mesma reacao de amplificacdo, tem sido aplicada nos programas de
rastreamento para a identificacdo das mutagdes de ponto e delecdes génicas (SHAJI
et al, 2000; CHONG, et al 2000; LIU et al.,2000; LIU et al, 2004; TAN et al, 2001;
WANG et al., 2003).

Estratégias utilizando PCR em tempo real (Real
Time PCR), HPLC desnaturante (DHPLC) e microarrays tém sido desenvolvidas
recentemente para o rastreamento das principais mutacdes responsdveis pelas

talassemias alfa (SUN et al., 2001; GUIDA et al., 2004; BANG-CE et al., 2004).
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1. 8 Distribuicao Geografica das Talassemias Alfa

As anemias hereditdrias representam uma das
principais doencas genéticas que contribuem de forma expressiva para a morbidade e
mortalidade infantil em diversos paises em desenvolvimento (W.H.O.,1982). Em
geral, a elevada prevaléncia das hemoglobinopatias pode ser conseqiiéncia de dois
mecanismos principais: as mutacdes foram “favorecidas” nas populacdes autdctones,
como conseqiiéncia do efeito seletivo da maléria, onde os individuos afetados sdo
mais resistentes; ou alternativamente, foram inseridas por migracao de individuos de
uma populagdo previamente afetada. O primeiro mecanismo, explica as altas
freqiiéncias de hemoglobinopatias nos paises da regido Mediterranea, no Oriente
Médio, Sudeste da Asia e na Africa (FLINT et al., 1986).

Como resultado da vantagem dos heterozigotos
contra a maldria, as desordens hereditirias de hemoglobinas sdo a doencas

" Tem sido estimado que aproximadamente 7% da

monogénicas mais comuns
populacdo mundial € portadora de algum tipo de hemoglobinopatia e que, 300.000-
400.000 criangas com formas graves dessa doenca nascem a cada ano (W.H.O.,
1989). Porém, estas condi¢cdes ocorram com maior freqiiéncia nas regides tropicais, a
migracdo populacional tem garantido que agora sejam encontradas na maioria dos
paises (WETHERALL; CLEGG, 2001).

Nas talassemias alfa, as formas mais brandas
(alfa” talassemia) sdo extremamente comuns, oscilando entre 10 a 20% em partes do
Saara Africano, chegando a 40% ou mais em algumas popula¢des Indianas e do
Oriente Médio, alcangando 80% no norte de Papua Nova Guinea e em grupos
isolados do Nordeste da India (Figura 8). As formas o possuem uma distribuicdo

mais restrita, ocorrendo em alta freqii€ncia unicamente no Sudeste da Asia e na bacia

do mar Mediterraneo (FLINT et al., 1993; WEATHERALL; CLEGG, 2001).

" STEINBER et al., 2001; WEATHERALL; CLEGG, 2001 apud WEATHERALL; CLEGG, 2001.
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No Brasil, estudos feitos na regido sudeste
relatam uma freqiiéncia de 20 a 25% de talassemias alfa devido a delecdo o™’ na
populacdo negra (SONATI et al., 1991), e de aproximadamente 48% em pacientes
adultos com microcitose e hipocromia sem anemia (BORGES et al., 2001). Na regido
nordeste, estudos feitos em um grupo de mulheres gravidas heterozigotas para Hb C,
mostraram uma freqii€éncia de 22,6% da delecao -7 (COUTO et al., 2003). Uma
freqiiéncia similar para esta delecdo (22.2 %) foi encontrada em recém nascidos da
mesma regido (ADORNO et al.,2005).

Em outros estudos, por meio da identificagdo de
Hb Bart’s, foi calculada uma freqiiéncia de 2,5%, 3,67% e 7.77% para talassema alfa
em neonatos das regides, Rio de Janeiro-RJ, Porto Alegre-RS e Sdo José do Rio
Preto-SP, respectivamente (PEDROLLO, 1990; FLEURY, 1994; MENDEZ-
SIQUEIRA, 2000). Trabalhando com amostras de bancos de sangue e escolares do
Triangulo Minero-MG, Alves de Melo (1993) encontrou uma freqiiéncia de 5,5% de
talassema alfa.

Pode-se estimar uma freqiiéncia de 10% na
populacdo selecionada ao acaso, e entre 20-30 % em grupos especificos, como por

exemplo, individuos com anemia ndo ferropriva (BONINI-DOMINGOS, 1993).
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Figura 8. Distribuicio Mundial de o Talassemia (adaptado de W.H.O., 1987).
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A elevada freqiiéncia de talassemias alfa no
Brasil, relatadas na literatura e em estudos realizados no Laboratério de Hemoglobina
e Genética das Doencas Hematologicas (LHGDH), demonstra a expressiva
contribuicdo das talassemias alfa nas anemias e, destaca a necessidade de seu
diagndstico.

Como destacado por Leoneli (2000), o correto
diagndstico laboratorial das talassemias alfa requer a associacdo de diferentes
metodologias laboratoriais que, apesar de simples, precisam de pessoas treinadas para
a interpretacao dos resultados, o que, nem sempre € possivel em todos os laboratérios
de andlises. O diagnodstico definitivo sé € possivel por meio da andlise por biologia
molecular, metodologia ainda pouco difundida nos laboratérios de anélises.

Em virtude da dificuldade diagndstica das
talassemias alfa e da elevada freqii€ncia com que esta patologia foi encontrada em
estudos realizados no Brasil, elaborou-se o presente projeto, com a finalidade de
contribuir para o conhecimento desta alteragdo, sua expressdao nos métodos de
diagnéstico tradicionais e relacdo como os mutantes teoricamente mais freqiientes no

Brasil.
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Os objetivos do presente estudo foram:

Caracterizar laboratorialmente as talassemias alfa por procedimentos de rotina,

incluindo a HPLC.

Identificar portadores da delecio -0 por meio da Reacdo em Cadeia da

Polimerase (PCR).

Correlacionar os achados moleculares e laboratoriais classicos.
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3. 1 Casuistica

Apds a coleta de sangue periféric em tubos
contendo anticoagulante (EDTA 5%), nos locais de origem, as amostras foram
encaminhadas ao LHGDH (IBILCE-UNESP). Ao chegarem ao laboratério, foram
codificadas para preservar a identidade dos individuos.

O grupo de amostras inseridas neste trabalho foi
selecionado a partir de amostras com resultados sugestivos de talassemia alfa nos
testes laboratoriais, sendo incluidas apenas aquelas que possuiam valores para os
indices eritrocitdrios.

Todas as amostras pertenceram a individuos
adultos de ambos sexos, sem distingdo étnica provenientes de dois estados das regides
nordeste e sudeste do Brasil, totalizando 399 amostras.

O presente estudo € parte integrante de amplo
estudo sobre essa alteracdo genética desenvolvido no LHGDH desde 2000, com
aprovagao pelo CONEP no parecer N° 1153/2000 e processo N° 25000.057566/2000-
42.
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3. 2 Detalhamento Técnico

3. 2. 1 Preparacado de Hemolisados

Para que as amostras fossem submetidas a
procedimentos eletroforéticos e testes bioquimicos para caracterizar as fracdes de
hemoglobinas, foi necessdrio lisar as células para a obteng¢do da solugdo de

hemoglobinas pelo seguinte procedimento:

3. 2. 1. I Hemolisado Rdpido:- com saponina

(NAOUM; BONINI-DOMINGOS, 1998)

Esse procedimento € o mais indicado para a
realizacdo da triagem e o recomendado para observacdo de interacdes com outras
hemoglobinas. Nao ¢ aconselhdvel utilizd-lo para dosagens bioquimicas de

hemoglobinas, especialmente de Hb Fetal.

Reativo hemolisante:
Saponina P.A. lg
Agua destilada 100 mL

Procedimento:

- Em placa de Kline misturar 1 volume de sangue com 1 volume de reativo
hemolisante;

- A homogeneizacdo deve se processar até a hemolise completa da mistura;

- Utilizar o hemolisado ap6és 5 minutos e até, no méaximo, 24 horas apds sua

preparacao.
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3. 2. 2 Testes de Triagem

3. 2. 2. 1 Resisténcia Globular Osmética em Solucdo Cloreto de Sodio a 0,36%
(SILVESTRONI; BIANCO, 1975)

Principio:

Técnica utilizada para detectar talassemia beta,
principalmente na forma heterozigota, pois, nesses casos, os eritrocitos microciticos
s@0 mais resistentes a hemolise nesta solugdo. A resisténcia globular ndo € especifica
para talassemia beta heterozigota, ja que resultados positivos sdo encontrados também
em anemias carenciais e outras hemoglobinopatias, como os heterozigotos para
hemoglobina C. Cerca de 97% dos portadores de talassemia beta heterozigota
apresentam positividade para esse teste. E uma metodologia utilizada para triagem de

todas as hemoglobinas anormais, preconizada no LHGDH- IBILCE/UNESP.

Reagentes:
Solucao estoque - NaCl a 10% - pH 7,4 NaCl 90¢g
Na,HPO, 1,36g
NaH,PO4.H,O 0,28¢g
Agua destilada q.s.p 100mL

Solugdo trabalho
NaCl 10% 36mL
Agua destilada q.s.p 1000mL

Procedimento:
Em tubo de hemolise colocar 1,5 mL de solucao de NaCl a 0,36% e 10 uL

de sangue total. Agitar, suavemente por inversao, e aguardar 10 minutos para leitura.
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Interpretacdo:

Colocar o tubo de hemodlise com a amostra na
solu¢do de NaCl a 0,36% a 2,0 cm de uma folha branca com linhas negras. A
resisténcia aumentada a hemolise do eritrécito torna a amostra opaca e ndo visualiza-
se as linhas negras. Em amostras com resisténcia normal a hemolise, visualiza-se
facilmente as linhas através da solu¢do, como ilustrado na figura 9. Submeter as
amostras com resisténcia aumentada a exames posteriores para o diagndstico da

talassemia beta heterozigota.

3. 2. 2.2 Andlise da Morfologia Eritrocitiria (BONINI-DOMINGOS, 1993)

Em esfregaco sangiiineo a fresco analisa-se o tamanho, a forma e a coloracao
dos eritrécitos como ilustrado na figura 10. Os resultados padronizados no LHGDH-
IBILCE/UNESP podem ser expressos da seguinte maneira:

- alteragdes discretas: (+)
- alteragdes moderadas: (++)
- alteracdes acentuadas: (+++)

- células normais: (N)
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Figura 9: Resisténcia globular osmética em
solugdo de cloreto de sédio a 0,36%. O tubo
1 ilustra um teste negativo e o tubo 2 um
teste positivo.

Figura 10: Esfregaco sangiiineo
apresentando  discretas  alteracdes  dos
eritrdcitos.
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3. 2. 2. 3 Eletroforese em Acetato de Celulose pH Alcalino
(MARENGO; ROWE,1965)

Principio:

E uma técnica utilizada para qualificacio e
quantificacdo de hemoglobinas normais e anormais. As diferentes mobilidades
eletroforéticas das hemoglobinas anormais sdo originadas por alteracdo de carga
elétrica, causada por substituicdes de aminodcidos nas cadeias formadoras das
moléculas. As hemoglobinas anormais que se originam de mutagdes onde ndo ocorre
mudanca de carga elétrica, migram na posi¢do de hemoglobina A. Nestes casos para a
caracterizagdo dessas hemoglobinas, utilizam-se outros processos eletroforéticos.

Separa todas as hemoglobinas normais e parte das anormais.

Reagentes:

Tampao TRIS-EDTA-BORATO, pH 8,5

Tris hidroximetil aminometano 10,2g
Acido etilenodiaminotetracético 0,6g
Acido Bérico 32g
Agua destilada q.s.p 1000mL
Corante:
Negro de amido 10B 0,5g
Alcool metilico 45,0mL
Acido acético glacial 5,0mL

Agua destilada 45,0mL
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Procedimento:

- Embeber as fitas de acetato de celulose por 15 minutos no minimo € no maximo por
seis horas, em tampao TEB pH 8,5;

- Secar as fitas entre duas folhas de papel absorvente e colocd-las na cuba de
eletroforese, conectando-as com os compartimentos eletroliticos através de tiras de
papel mata-borrao;

- Aplicar as amostras de hemoglobinas a 1,0 cm da extremidade da fita que estd em
contato com o pélo negativo;

- Passar 300 volts por 40 minutos.

Analisar as fragdes sem coloragdo e posteriormente corar com negro de
amido, embebendo as fitas em um dos corantes por cinco minutos, € posteriormente
em solucdo descorante de acido acético a 5%. A interpretacdo das hemoglobinas
deverd ser feita seguindo o mapa de migracao ilustrado da figura 11.

Ap6s os procedimentos de triagem e direcionamento das fra¢cdes anormais, as

amostras foram submetidas a metodologias especificas visando a sua caracterizagao.

3. 2. 3 Provas complementares para Talassemia Alfa

3. 2. 3. 1 Eletroforese em Acetato de Celulose pH Neutro (DACIE; LEWIS, 1985):

Principio:

Técnica utilizada para qualificacdo e quantificacdo da hemoglobina H e Bart’s.

Reagentes:
KH,PO,4 3,11¢
NazHPO4 1,66 g

Agua destilada q.5.p. 1000 mL
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Procedimento:

- Embeber as fitas de acetato de celulose por quinze minutos no minimo em tampao
pH neutro. Colocar o mesmo tampao nos compartimentos eletroliticos da cuba de
eletroforese;

- Secar as fitas entre duas folhas de papel absorvente e colocd-las na cuba de
eletroforese conectando-as com os compartimentos eletroliticos por meio de tiras de
papel mata borrao;

- Aplicar as amostras de hemoglobina a 1,0 cm da extremidade da fita que estd em
contato com o pélo negativo;

- Passar 300 Volts por 30 minutos;

- Analisar as fracdes sem coloragao.

Interpretacdo: a visualizacdo da hemoglobina H devera ser feita sem coloragao como
ilustrado no esquema da figura 12, destacando-se a presencga (+) ou auséncia (-) da

fraca de Hb H.
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Figura 11: Mapa de interpretacdo dos padrdes
eletroforéticos em pH alcalino (pH 8.5).

A =
Hb H
B Hb Bart's
QOutras
Hemoglobinas

[ ] [ = Origem
Adulto Adulto RN RN
normal anormal normal anormal

Figura 12: Representacdo esquemdtica do padrdo de migracdo de
hemoglobinas humanas em pH neutro.
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3. 2. 3. 2 Pesquisa de Corptisculos de Inclucdo de Hemoglobina H
(PAYANNOPOULOS; STAMATAYANNOPOULOS, 1974)

Principio:

Os corptsculos de inclusdo de hemoglobina H sd@o formados por precipitacao
do tetrimero de cadeias beta oriundos da desnaturacdo. Apds coloragdo esses
corpusculos apresentam-se dispostos homogeneamente no interior dos eritrocitos

como pequenos pontos azulados.

Reagentes:

Solugdo salina:

Cloreto de s6dio 0,9¢

Agua destilada q.s.p. 100 mL
Solugdo citrato:

Citrato de s6dio 22¢g

Agua destilada q.s.p. 100 mL
Solu¢do de Azul Cresil Brilhante:

Azul Cresil brilhante 1,0g

Solugdo salina 100 mL

Solucdo citrato 25 mL
Procedimento:

- Colocar 50 pL de sangue total em tubo de ensaio pequeno e adicionar 50 pL de
solucdo de azul Cresil brilhante. Agitar o tubo suavemente;
- Incubar o material a 37°C por 30 minutos;

- Fazer esfregagos finos e examinar ao microscopio em objetiva de imersao.



Material e Métodos 60

Interpretacdo:
A presenca de hemoglobina H nos eritrdcitos
aparece como fina granulacdo distribuida homogeneamente, caracterizando um

portador de alfa talassemia como ilustrado na figura 13.

3. 2. 4 Cromatografia Liquida de Alta Resolu¢cio (HPLC)

Principio:

O equipamento utilizado foi o VARIANT da
BIO-RAD com Kit de andlise Beta Talassemia Heterozigota. A Cromatografia
Liquida de Alta Performance (HPLC), neste equipamento, consiste da cromatografia
de troca ibnica em um sistema fechado, no qual duas bombas de émbolo duplo e uma
mistura de tampdes de diluicdo com controles de gradientes pré-programados passam
através de uma coluna analitica em alta pressio. Um fotdmetro de filtro de
comprimento de onda duplo (415 e 690 nm) monitora a eluicdo da hemoglobina na
coluna, detectando as alteracdes de absorbancia a 415 nm. O filtro secundério corrige
a linha de base para efeitos provocados pela mistura dos tampdes com forcas idnicas
diferentes. As mudancgas na absorbincia sdo monitoradas e exibidas como um
cromatograma da absorbancia versus tempo. Os dados de andlise provenientes do
detector sdo processados por um integrador embutido e impressos no relatério da
amostra de acordo com o tempo de retenc¢do, é o tempo transcorrido entre a inje¢ao da
amostra até o dpice do pico da hemoglobina. Cada hemoglobina tem um tempo de
retencdo caracteristico. No final da andlise da amostra, uma cdpia do cromatograma e

os dados do relatdrio sdo automaticamente impressos.
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Procedimento:

Misturar, em um tubo, SuL. de sangue total com
1 mL de solu¢do hemolisante fornecida no kit de andlise. Apds hemdlise total,
acondiciond-los nos recipientes adequados e alojd-los no equipamento, que ird

realizar os procedimentos pré-programados de leitura das amostras.

Interpretacdo:

Permite a quantificacdo das diferentes fra¢des de
hemoglobina em uma amostra e a identificacdo do perfil de variantes, comparando os
valores obtidos com padrdes de calibragdo. A figura 14 ilustra o cromatograma de um
individuo normal e um com talassemia alfa, donde se destaca um pico em forma de

agulha, com tempo de retencdo proximo a zero, correspondente a Hb H.
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/
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Figura 13: Corptisculos de inclusio de Hb H (seta)
observados apds coloragdo vital com Azul de Cresil

brilhante.

TECH ID#
WiALe

ANALYTE 1D

F a8.5
P2 5.6
P3 3.6
Ao B87.3
AZ 3.0

Nt

[

[ T ——r———

TIME AREA

2

B

z 3 o ]

Figura 14. Cromatograma de um individuo normal (A),onde
pode ser observados os picos de Hb F e Hb A, (setas)e;. de um
com talassemia alfa (B) apresentando um pico com tempo de

retengdo proximo de zero (seta).
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3. 2. 5 Extracao de DNA

Para a obtenc@o do DNA gendmico utilizado nos
procedimentos moleculares foram realizadas metodologias de extracdo conforme

segue:

3. 2. 5. 1 Extragdo Fendlica por Meio de Sangue Periférico (PENA, et al. 1991)

Principio:

Técnica utilizada para extrair DNA gendmico a
partir de sangue total. Os tampdes de lise rompem os eritrécito e glébulos brancos. O
fenol € utilizado para a remocdo de proteinas e enzimas contaminantes. O DNA ¢é

precipitado com etanol.

Reagentes:

1. Solucao de lise 1 ( utilizado na lise de células vermelhas)

Sacarose 0,32M 10,95 ¢
Tris HC1 10mM 1 mL
MgCl, SmM 0,5 mL
Triton 1% 100x 1 mL
Agua mili-Q autoclavada q.s.p. 100 mL

2. Solucao de lise 2 (utilizado na lise de células brancas)

NaCl 0,075 M 2,19¢
EDTA 0,02 M 20 mL
Agua mili-Q q. s. p. 500 mL
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3. Proteinase K (20 mg/mL)
Proteinase K 20 mg
Agua mili-Q q.s.p. I mL

Conservar em freezer.

4. Fenol
5. Cloroférmio : dlcool isoamilico (24:1)
6. Etanol 70%

7. KCI 2M

Procedimento:

De 300 a 1000 ul de amostras de sangue
periférico, colhidas com EDTA foram colocadas em tubos eppendorf (1,5ml)
completando para um volume de 1.5 mL com solucdo de lise 1. Apds
homogeneizacdo, foi centrifugado por 5 minutos a 6500 rpm. Apds descartar o
sobrenadante se completou o volume para 1,5ml com solu¢do de Lise 1 e, apds
homogeneizar, se deixou descansar por 10 minutos. Depois deste tempo foi
centrifugado por 5 minutos a 6500rpm. Esta etapa foi repetida uma vez mais e logo
apos a centrifugagdo, o sobrenadante foi desprezado. Ao pellet foram acrescentados
450ul de solucdo de Lise 2, 25ul de SDS a 10% e 5uL de proteinase K 20 mg/ml.
Apd6s homogeneizagdo, o tubo foi colocado em banho-maria por 3 horas ou over-
night, a 37°C.

Apés trés horas ou no dia seguinte, foram
adicionados 500ul de fenol, em cada tubo e, apds homogeneizacdo e centrifugacio
por 5 minutos a 7000rpm, a fase superior foi transferida para outro tubo sendo
adicionados 500ul da solucao de cloroférmio e dlcool isoamilico.

O material foi homogeneizado e novamente

centrifugado por 5 minutos a 7000 rpm. Esse ultimo passo foi repetido por mais uma
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vez. O sobrenadante foi colocado em tubo, acondicionado em um recipiente com
gelo, contendo 50ul de solucao de KCI 2M, logo apds foram acrescentados 500ul de
etanol 100% (bem gelado). O tubo foi invertido vérias vezes até a precipitacdo do
DNA.

O material foi novamente centrifugado por 30
segundos a 13000rpm e o sobrenadante desprezado. O DNA no fundo do tubo foi
lavado com 200ul de etanol 70% (gelado), e apds nova centrifugacao por 30 segundos
a 13000rpm o sobrenadante foi desprezado deixando secar o DNA a temperatura
ambiente por 15 minutos.

Depois de seco, o DNA foi re-hidratado em 20-
100ul de dgua MilliQ em temperatura ambiente por 24hs,.e conservado em freezer —

20°C.

3. 2. 6 Reaciao em Cadeia da Polimerase (PCR) (SAIKI, 1992)

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ¢é
uma técnica para amplificacdo, in vitro, que sintetiza, enzimaticamente, seqii€éncias
especificas de DNA. A reacdo utiliza dois primers que se hibridizam em fitas opostas
e flanqueiam a seqiiéncia de DNA a ser amplificada.

O elongamento dos primers é catalisado pela
Taq polimerase. Os ciclos sdo séries repetidas de desnaturacdo do DNA, anelamento
e extensdo dos primers, pela Taq polimerase, resultando em um acimulo exponencial

de um fragmento especifico de DNA.

3. 2. 6. 1 PCR convencional para a deteccio da delecio -0’
(BAYSAL; HUISMAN, 1994, com modificacdes)

Esta metodologia permite a identificacdo da

delecdo -or™’ por meio da amplificacdo especifica da regido onde acontece a delegdo.
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Sao realizadas duas amplificacdes em separado, utilizando primers especificos, uma
para o alelo normal (gene o) e outra para o alelo o™’ (figura 15). O primer A, 5’
CCCTCCCCCTCGCCAAGTCCACCCC 3’, localiza-se 5° do gene o (nt.32741-
32761, GI 14523048 do GenBank), enquanto que o primer B, 5’
GGGGGGAGGCCCAAGGGGCAAGAA 3, estd localizado a 3° do gene o, (nt.
38297-38320, GI 14523048  GenBank) e o  primer C, 5’
GGGAGGCCCATCGGGCAGGAGGAAC 3’, anela a 3° do gene o (nt. 34482-
34506, GI 14523048 GenBank).

Amplificagdo in vitro:

Cada reacdo de PCR (25ul) contém
aproximadamente 250ng de DNA; 100mM (A+T) e 200mM (G+G) de dNTPs; 12,5
picomols dos primers A+C ou A+B; 8% dimetiosulfoxido (DMSO); 10 mM de [-
mercaptoetanol; 1,25 unidades de Taq DNA polimereas (Biotools) em um tampao
contendo 75 mM de Tris-HCI pH 8.0; 50 mM KCI; 20mM de (NH4),SO,, e 4 mM de
MgCl,. A amplificacdo foi realizada utilizando o termociclador I’Cycler (Bio-Rad)
com um passo de desnaturagdo inicial de 5 minutos a 95°C seguida de 35 ciclos de
95°C por 40 segundos, 63°C por 60 segundos e 72°C por 2 minutos, incluindo um

ciclo adicional de extensdo a 72°C por 5 minutos.
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Andlise dos produtos de PCR

Dez microlitros dos produtos de PCR foram
separados eletroforeticamente em géis de agarose 1% com brometo de etideo, em
tampao TEB (Tris Borato EDTA) 1X, durante 40-50 minutos a 80 volts. A bandas

especificas foram visualizadas usando um transiluminador UV.

3.7Kb

C
—

Figura 15. Localizacio dos primers A, B e C
para a deteccdo da delecdo o,

Interpretacado:
Ambas as combinagdes de primers (A+B ou
A+C) geram fragmentos de 1.8 Kb quando o alelo correspondente estd presente. A

interpretacdo se deu seguindo as combinacdes listadas na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados possiveis da amplificacdo utilizando os primers A, B e C.

*Combinaciio de *Resultado da endtipo
«Primers usada amplificaciio
*A+B -+ *Homozgoto para a delegéo -’
*A+C .
*A+B o+ =Heterozigoto para a delegao -a’’
*A+C -+
*A+B .- *Normal
A+C .
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3. 2. 6. 2 Multiplex-PCR para a identificacdo da delecao - a’

O desenho da estratégia molecular, utilizado
para a analise da delecdo -, foi baseado no trabalho publicado por Chong (2000).
No entanto os primers foram redesenhados e o protocolo de amplificagdo sofreu
modificacdes para adaptd-lo as nossas condicdes. O desenho dos novos primers foi
realizado com ajuda do programa primer3 2.

Esta nova estratégia permitiu a identificagdo do
alelo normal (gene o) e da delecdo -0 em uma mesma reacdo de amplificacio. Foi
realizada a amplificagdo utilizando primers especificos (figura 16). O primer
o/3.7F, 5° CTGGCCAAACCATCACTTTT 3’°, localiza-se a 5° do gene o
(nt.32684-32699, GI 14523048 do GenBank), enquanto que o primer R, 5’
GTGCAAGGAGGGGAGGAG 3’, esta localizado a 3* do gene o, (nt. 34515-34530,
GI 14523048 GenBank) e o primer 3.7R, 5> CTCCACTTTCCCTCCTCCAT 3,
anela no extremo 3’ do gene o (nt. 38517-38532, GI 14523048 GenBank). Na
presencga do alelo normal (gene o) os primers 0,/3.7F e 0;R geram um fragmento de
1.8Kb, enquanto que na presenca do alelo -0 os primers 0p/3.7F e 3.7R geram um

fragmento de 2.1kb.

2 http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi
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Amplificagdo in vitro:
Cada reagdo de PCR (25ul) contém

aproximadamente 250ng de DNA; 100mM (A+T) e 200mM (G+G) de dNTPs; 1,2
uM do primer 0/3.7F; 0,6uM dos primers xR e 3.7R; 8% de dimetiosulfoxido
(DMSO); 10 mM de B-mercaptoetanol; 1,25 unidades de Taqg DNA polimerase
(Biotools) em um tampdo contendo 75SmM de Tris-HCI pH 8.0; 50mM KCI; 20mM
de (NH4);SO;, e 4mM de MgCl,. A amplificagdo foi realizada utilizando o
termociclador I’Cycler (Bio-Rad) com um passo de desnaturagdo inicial de 5 minutos
a 95°C seguido de 35 ciclos de 95°C por 40 segundos, 63°C por 60 segundos e 72°C

por 2 minutos, incluindo um ciclo adicional de extensdo a 72°C por 5 minutos.

Andlise dos produtos de PCR

Dez microlitros de produtos de PCR foram
separados eletroforeticamente em géis de agarose 1% com brometo de etideo, em
tampao TEB (Tris Borato EDTA) 1X, durante 30-50 minutos a 80 volts. A bandas

especificas foram visualizadas usando um transiluminador UV.
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Figura 16. Localiza¢des dos primers especificos

para a identificacdo da delecdo -o*’ por Multiplex-
PCR.
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Interpretacdo:

A presenca de duas bandas, uma de 1.8Kb e
outra de 2.1Kb no gel de agarose indica um resultado heterozigoto para a delecado -
o', enquanto que a presenca de uma tnica banda, de 1.8kb ou 2.1Kb, indica um

gendtipo normal ou a homozigose para a delecao o7, respectivamente.

3. 2. 7 Analise estatistica

Para a andlise das freqiiéncias genotipicas foi
utilizado o teste de Qui-quadrado segundo Callegari-Jacques (2003), por meio da
construcdo de uma tabela de contingéncia. Este teste também foi utilizado na anélise
dos resultados da pesquisa de corpos de inclusdo de Hb H obtidos para cada grupo
genotipico. As restantes andlises estatisticas foram realizadas como o auxilio do
software BioEstat (AYRES et al, 2003).

Antes de realizar qualquer teste foram
calculados os valores extremos (outlier) positivos (média mais duas vezes o desvio
padrdo) e negativos (média menos duas vezes o desvio padrio). Os valores
localizados fora dos outliers foram substituidos pelo valor da média aritmética
calculada na auséncia de tais valores. Apds a eliminagdo destes valores foi testada a
normalidade e a homocedasticidade dos dados, utilizando o teste Shapiro-Wilk e o
teste F, respectivamente. As amostras com distribui¢do normal e com resultado
positivo para o teste de homocedasticidade foram comparados usando o teste
paramétrio t. Enquanto que as amostras que ndo apresentaram distribuicio normal
e/ou resultados negativos no teste F, foram comparadas utilizando o teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney. Em todas as anélises estatisticas foi utilizado um nivel

de significancia de 0,05 (a= 0,05).
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Neste trabalho foram analisadas 399 amostras de
sangue, sendo 127 provenientes do estado de Sergipe, regido nordeste e, 272 do
estado de Sao Paulo, regido sudeste. Os resultados globais obtidos para cada amostra
encontram-se nas Tabelas de N° 13, 14, 15, 16, 17 e 18 do Apéndice, ndo foram

incluidas aquelas amostras cujo gen6tipo ndo foi possivel determinar.

4.1 Resultados das andlises eletroforéticas e citologicas

Todas a amostras apresentaram resultados
laboratoriais que em conjunto foram sugestivos de talassemia alfa, isto é: resisténcia
osmotica em NaCl 0,36% negativa, alteragdes na morfologia eritrocitaria, Hb H na
eletroforese em pH alcalino, nos testes de triagem e, nas provas complementares para
talassemias alfa, foi identificada uma banda correspondente a Hb H na eletroforese
em pH neutro e, observados corpusculos de inclusdo de Hb H na maioria dos casos.

As Figuras 17, 18 e 19, mostram a Hb H
identificada pelos métodos eletroforéticos e, células contento corpusculos de inclusdo
de Hb H apds a coloragdo com ACB, de amostras que apresentaram resultados
laboratoriais expressivos. No entanto, na maioria dos casos, esses achados foram
menos evidentes; nos testes eletroforéticos foram observados tracos, as vezes muito
fracos, de Hb H e, os corpos de inclusdo, quando observados, estiveram presentes em
um ndmero reduzido de células, sendo dificil confirmar sua presenca, considerando-

se a andlise inconclusiva para esse teste.

4.2 HPLC

Por meio da cromatografia foram quantificadas
as hemoglobinas A, e Fetal. A Hb A; foi quantificada em 98% (116) das amostras
provenientes da regido NE e, em 65,4% (178) das amostras provenientes da regidao

SE.
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Figura 17. Identificacdo de Hb Figura 18. Identificacio de Hb
H na eletroforese alcalina. H na eletroforese neutra.

Figura 19. Corpusculos de inclusdo de Hb H, apds coloracdo com ACB.
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A maioria das amostras analisadas apresentou valores normais para Hb A, (2,5-3,5%)
e Hb F (< 1%). No entanto, foram identificados 44 individuos com Hb A, diminuida
(Hb A; < 2,5%), sendo 14 (12 mulheres e 2 homens) da regidao NE e, 31 (19 mulheres
e 12 homens) da regido SE. Também foi identificado um tnico individuo (mulher do
NE) com Hb F aumentada (2,1%). Estes valores permitiram descartar a talassemia
beta e a persisténcia hereditdria de hemoglobina fetal, nas quais as hemoglobinas A, e

F encontram-se aumentadas, respectivamente.

4. 3 Resultados da Andlise Molecular

As  metodologias de andlise molecular
precisaram ser otimizadas. Para este propdsito foram utilizadas sete amostras, trés
normais e 4 heterozigotos para a delecdo -or’’, previamente genotipadas por médio da
utilizag@o do kit comercial InstaGene Alpha Gene I (Bio-Rad).

Apds extensa revisdo bibliografica e diversos
testes otimizou-se as duas metodologias de andlise molecular apresentadas neste
trabalho. Como a metodologia convencional foi otimizada em primeiro lugar, a
genotipagem das primeiras quarenta amostras foi realizada por esta e, as demais
foram analisadas por Multiplex-PCR. Nas figuras 20 e 21 s3@o mostradas fotos dos
géis de agarose onde os produtos de PCR foram separados eletroforeticamente.

Todas as amostras foram analisadas, sendo
possivel genotipar a maioria delas, 367 de 399 (92%). Os resultados da anélise
molecular se resumem na tabela 3.

A andlise estatistica ndo mostrou diferencas
significativas entre as freqiiéncias dos gendtipos nas duas dreas estudadas
(p=0,4267). Portanto, os resultados foram agrupados e as freqiiéncias genotipicas
calculadas (Tabela 4). A partir destas foi obtida a freqiiéncia génica de 0,1 para o

alelo -0,
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PM N M N M N M N M

2000pb
1650pb

Resultados: 2 normal;1 e 3 heterozigotos -0[9'7; 4 homozigoto a’.

1 2 3 4 9 5]

PhA M M M M M A M M M A M A

2000pb
1650pb

Resultados: 1, 2, 3, 5, e 6 normais; 4 heterozigoto a’

Figura 20. Amostras amplificadas com PCR convencional.

PM 1 2 3 4 5 6 7

2000pb
1650pb

Resultados: 1,3 e 6 normais; 2, 5 e 7 heterozigotos a4 homozigoto a.

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14

2000pb

1650pb

Resultados: 1, 3, 6, 7, 12 e 13 normais; 2, 5, 9, 11 e 14 heterozigotos a4, 8¢ 10
homozigotos -a”.

Figura 21. Amostras amplificadas com Multiplex-PCR.
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Tabela 3. Distribui¢@o dos diferentes gendtipos nas duas
regides estudadas.

95 (80,51) 211 (84,74)

20 (16,95) 30 (12,05)
3(2.54) 8(321)
118 (100) 249 (100)

Tabela 4. Freqiiéncias genotipicas.
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4. 4 Correlagao dos achados moleculares com os laboratoriais

A presenca de Hb H na eletroforese em acetato
de celulose € o critério mais utilizado para encaminhar as amostras para os teste
confirmatérios de talassemia alfa. No grupo analisado, todas as amostras
apresentaram a banda de Hb H, as vezes muito fraca. No entanto, s6 16,62 %
apresentaram a delecdo -a*”. Resultado similar foi obtido quando comparou-se 0s
dados da eletroforese neutra e da anilise molecular. Neste caso s6 16,99% dos
individuos com resultado positivo na eletroforese neutra apresentaram a delecao.

Apdés a genotipagem, os individuos foram
agrupados por regido e origem. Uma vez agrupados foram analisados estatisticamente
os indices eritrocitirios (VCM e HCM) de cada gendtipo em cada grupo. Os
resultados da andlise estatistica inicial, que incluiram Media e Desvio Padrdo, estao
resumidos na Tabela 5.

Comparou-se estatisticamente os valores médios
de VCM e HCM entre os grupos genotipicos de cada regido (Tabela 6). Como ndo se
observaram diferencas, estatisticamente significativas, reuniu-se os dados em um

unico grupo (NE-SE) (Tabela 7).



Resultados 78

Tabela 5. Valores médios de VCM e HCM para cada genétipo das

regides estudadas.

YCM HCM

Regiao Genotipo n X+DP X+DP
oofoo 95 83,27+ 962 26,71 £ 3,61
Nordeste  -o’’/aa 20 79.96+680 2558223
37?7 3 699+310  21,20+2.720
aofao 211 83,25 + 9,04 27,51 + 3,30
Sudeste o oo 30 80,43 £ 4,60 2621+£1,79
S B A 8 72,10+ 1,69 22,43+ 215

X : média, DP: desvio padrio.

Tabela 6. Comparacdo dos valores médios de VCM e HCM de
cada grupo genotipico pertencentes as duas regides estudadas.

Gendtipos VCM HCM Gendtipos
aaloa p=08253 p= 00986 an/oa
Nordeste -a'’/ac p=07713 p=02740 -a*faa  Sudeste
AT gd T p=02616 p=0,3074 a7

Tabela 7. Valores médios de VCM e HCM para cada gendtipo.

VCM HCM

Regido Genotipo n X+DP £+ DP
aa/ao 306  83,25+9721 2732346
NE-SE -a*’laa 50 80,28 + 4,85 2585+ 2,12
-a>l-a?’ 11 71,43+ 2,23 22,55+ 1,47

NE-SE= grupo total avaliado.
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Merece destaque o fato de que as amostras
identificadas como normais (gendtipo oo/oet), sdo normais para a delecio o,
porém, ndo se elimina a possibilidade de outras mutacdes estarem presentes. Devido a
este fato ndo foi possivel comparar estatisticamente os valores de HCM e VCM deste
grupo fenotipico com os outros.

Com o intuito de realizar comparagdes separou-
se o grupo normal em dois: um (ao/a) incluindo individuos sem microcitose (VCM
> 80fl) e/ou hipocrdmica (HCM 2= 27pg), com poucas probabilidades de portar
alguma mutagdo e; um outro (ao/?) contendo individuos com microcitose (VCM <
80f1) e/ou hipocromica (HCM < 27pg), com maior probabilidade de possuir alguma
alteragdo molecular diferente da investigada.

Estabelecidos os dois grupos, foram calculados
os valores médios e desvio padrdo para Hb A,, Hb F, VCM e HCM. Na Tabela 8,
apresentam-se os valores médios e o desvio padrdo de VCM e HCM para cada grupo.
Como os individuos com genétipo oo/oa apresentaram valores médios para VCM e
HCM dentro dos pardmetros de normalidade, segundo valores previamente
estabelecidos para o Brasil, listados no Quadro 1, foram utilizados como ‘“grupo
normal” nas comparagdes estatisticas.

O grupo com genétipo aal/? apresentou valores
médios para VCM e HCM significativamente menores que os do grupo com gendtipo
heterozigoto (-0 loo), sugerindo a presenca de outras alteracdes moleculares com
expressdo fenotipica similar a apresentada pelo o grupo homozigoto (-o*/-a™") |
com o qual ndo apresentou diferencas significativas (Tabela 9).

Por outro lado, observaram-se diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05) para os valores de VCM e HCM entre os

grupos normal, heterozigoto e homozigoto (Tabela 10 e Figuras 22 e 23).
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Tabela 8. Valores médios de VCM e HCM.

VCM HCM

Regido Genotipo n XzDP X:DP
aa/aa 171 89,874,019 29,64 +£1,33
aw/? 135  73,03+6,80 23,23+2,78
NE-SE -o* oo 30 79,96+ 5,25 25,71 = 2,66
ot o’ 11 7,43£223 22,55 1,47

Tabela 9.Comparagdo dos valores médios de HCM e VCM entre
o grupo oo/? e os grupos heterozigoto e homozigoto.

Genotipos VCM HCM Genotipos
aa/? p= 0,000 p= 0,000 -a?7faa
aa/? p=0,1820  p=0,1421 -ad7l-a’7

Tabela 10.Comparagdo dos valores médios de HCM e VCM entre
os grupos genotipicos avaliados.

Genotipos VCM HCM Gendotipos

ac/aa p= 0,000 p= 0,000 -a7faa

-a*7laa p= 0,000 p=0,0000 -a7l-a3’
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Figura 22. Comparagdo dos niveis de VCM entre os grupos

genotipicos
40
£
tol B3 ]
% i |
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a I ™
15
aafaa -a? Taa -a? a??

Figura 23. Comparag¢ado dos niveis de HCM entre os grupos

genotipicos
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Na pesquisa de corpusculos de inclusdao de Hb H
foram obtidos trés tipos de resultados: positivo, negativo e inconclusivo.Células
contento corpusculos de inclusdao de Hb H foram observadas tanto em individuos com
a delecio como também em individuos sem a dele¢do (tabela 11). Nao foram
observadas diferencas significativas (p=0,4497) na comparacdo dos resultados
obtidos entre os trés grupos genotipicos. O mesmo resultado foi obtido quando a
comparagdo foi feita entre individuos com e sem a delecdo (p=0,1952). Os resultados
mantiveram-se apdés do reagrupamento do grupo com gendtipo normal, descrito
anteriormente, p= 0,2883 para comparagdo entre genotipicos e, p= 0,1157 para
comparacdo entre individuos com e sem dele¢do. Estes dados mostram que ndo
existem diferengas estatisticamente significativas para a presenca de corpusculos de
inclusdo de Hb H entre os grupos genotipicos ou entre individuos com ou sem a
delecdo.

Quando comparamos os valores de Hb A, e F
entre os diferentes gendtipos, observamos valores de Hb A, significativamente
menores no grupo homozigoto em relagdo aos grupos normal e heterozigoto (p<0,05)
(Figura 24). No entanto, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas para os valores médios de Hb F entre os grupos genotipicos (p>0,05).
Estes achados estatisticos se mantiveram apds o reagrupamento das amostras com
gendtipo normal. Na Tabela 12 apresentam-se os valores médios e o desvio padrdo

das Hb A; e F para cada grupo genotipico.
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Tabela 11. Resultado de pesquisa de corpusculos de
inclusao de Hb H.

Resultados
Genotipos + - Inconclusivo
aa/aa 80 166 60
@ laa 11 25 14
_aS.TI_aS.T 3 4 4

+= resultado positivo, -=resultado negativo.
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Tabela 12. Valores médios de Hb A; e F para cada grupo

genotipico
Hemoglobinas
A, F
Gendtipos X + DP X + DP
ao/aa 285+041 0,42+ 0,39
A7
-a lao 281+043  0,41+061
a 230+0,44 0,30 + 0,41
X : média, DP: desvio padrio.
z
-
ceot/owe -0 o a3 -3 7

Figura 24.Comparagdo dos niveis de Hb A, entre os grupos

genotipicos.
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A talassemia alfa é uma anemia que resulta da
sintese deficiente de globina alfa, levando a producdo insuficiente de hemoglobina
normal e ao acimulo de tetrdmeros instdveis v, (Hb Bart’s) ou B4 (Hb H), com a
conseqiiente destrui¢do acelerada de glébulos vermelhos. A talassemia alfa pode ser
herdada ou adquirida e, pode ser originada por defeitos em um ou mais dos quatro
genes de globina alfa (LIEBHABER, 1989). A gravidade depende do nimero de
genes alfa afetados (LIEBHABER, 1989; HIGGS et al., 1989; KAZAZIAN, 1990).
As delec¢des sd@o o principal defeito molecular, sendo a delecdo de 3.7kb a mais
freqiiente e amplamente distribuida pelo mundo (ORON-KARNI et al., 2000). No
Brasil, esta alteragdo tem sido encontrada em uma freqiiéncia considerdvel nos grupos
estudados (SONATI et al., 1991; BORGES et al.,, 2001; COUTO et al., 2003;
ADORNO et al., 2005).

Neste trabalho foram analisadas amostras de
sangue provenientes das regides nordeste e sudeste do Brasil. Na triagem bdésica para
talassemias, os resultados da andlise eletroforética em acetato de celulose, pH
alcalino, e pH neutro ndo mostraram correlacio com os resultados obtidos por
biologia molecular. Vérios autores (JONES et al, 1981; CLARKE; HIGGINS, 2000;
OU; ROGNERUD, 2001) alertam para o perigo de falsos negativos, devido a limitada
resolucdo dessas técnicas para identificar baixas concentragdes de Hb H ou Bart’s. A
Hb H ¢é quase sempre detectdvel na eletroforese quando trés dos quatros genes alfa
estdo deletados. No entanto, quando um ou dois genes alfa sdo afetados, a quantidade
de Hb H é quase sempre indetectavel em fitas de acetato de celulose (JONES et al.,
1981; STEINBERG, 1991; HIGGS, 1993). Os resultados deste trabalho apresentaram
uma correlac@o inversa, s6 uma fracdo dos individuos que apresentaram Hb H na
eletroforese teve seu resultado confirmado por biologia molecular, sugerindo
dificuldade metodoldgica ou de interpretacdo nos testes iniciais. Para todas as

amostras que nao confirmaram na biologia molecular, ndo foi possivel considerar a
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presenca de outras mutagdes, ndo pesquisadas neste trabalho, devido a delecdo -’
ser a mais freqiiente, segundo a literatura, para a populacao brasileira.

A supressdao da sintese normal de cadeias
globinicas alfa, provocada pela delecdo de um ou mais genes alfa, leva a um
desequilibrio proporcional das cadeias beta com a formagdo de tetramero de Hb H
(B4), 0s quais precipitam na membrana eritrocitdria, e podem ser visualizados quando
corados com ACB, dando as células um aspecto de bola de golfe (CLARKE;
HIGGINS, 2000; PAN et al., 2005). A identificagdo dos corptisculos de inclusdo de
Hb H, apds a coloracdo com ACB, é muito utilizada no diagnéstico das talassemias
alfa, considerada por vdrios autores como mais eficiente que a eletroforese para a
identificacdo de trago talassémico, sem o risco de falsos positivos (WINICHAGOON;
ADIROJNANON; WASE, 1980; JONES et al.,1981; SKOGERBOE et al., 1993;
PAN et al., 2005). Vérios trabalhos foram publicados relatando melhorias na técnica
que aumentam a eficiéncia na identificacdo das inclusdes de Hb H (JONES et al.,
1981; LIN et al., 1990; LIN et al., 1991; SABATH et al., 2003; PAN et al., 2005). No
entanto Thompson et al (1989) e Clarke & Higgins (2000) consideram este método
ineficiente para o diagndstico de portadores dos gendtipos -o/oo ou -0/-t, pois,
nestes individuos o nimero de células contendo corptisculos de Hb H é muito baixo
ou inexistente. Por esse motivo a auséncia de corpuisculos ndo é considerada um
critério de exclusio de talassemia alfa.

Em nosso estudo foram observadas células
contendo corpusculos de inclusdo tanto em individuos portadores da delecio como
em individuos genotipicamente normais para a dele¢io -o’, ndo mostrando
diferencas estatisticamente significativas para a presenga de corpusculos de inclusio
de Hb H entre os grupos genotipicos ou entre individuos com ou sem a dele¢do. Estes
resultados ndo correspondem aos publicados na literatura, nos quais ndo foram

observadas inclusées em individuos genotipicamente normais ou, com 0s genotipos

/o e -o/-a0 (GALANELLO et al., 1984; PAN et al., 2005). Mesmo utilizando
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reticulécitos enriquecidos, que aumenta a possibilidade de observar corpusculos de
inclusdo (THOMPSON et al., 1989; WANG et al., 2000; SABATH et al., 2003)

A pesquisa de corpos de inclusio de Hb H ¢é
trabalhosa, sendo os resultados altamente dependentes do observador (CHUIL; WAYE,
1998), e o desempenho da coloragdo com ACB pode variar amplamente dependendo
do fabricante e até do lote do corante. O tempo de andlise é muito importante, € o
espaco de tempo entre a coleta e andlise também (PAN et al., 2005). Dificuldades na
identificagdo dos corpuisculos de inclusdo sdo esperadas, conforme observado por
Clarke e Higgins (2000), pois o ACB nao € especifico para Hb H, podendo corar
também 4cidos nucléicos e proteinas, o que enfatiza a necessidade de pessoal bem
treinados para a identificacdo das inclusdes de Hb H. Com base nestes relatos, pode-
se considerar que os resultados obtidos evidenciam problemas metodolégicos ou de
interpretagdo, pois seria esperado encontrar corpusculos de inclusio s6 nos individuos
com alguma alteracdo molecular.

As hemoglobinas A, e F auxiliam o diagndstico de talassemia beta e da
persisténcia hereditdria de Hb F. Quando o interesse € o diagnéstico de talassemias
alfa a quantificac@o destas hemoglobinas tem sido utilizada para eliminar a presencga
de outras alteracdes, pois nas talassemias alfa os valores destas hemoglobinas
permanecem dentro dos limites de normalidade. Valores de Hb A, diminuidos abaixo
de 2% sao um forte indicador de talassemias alfa mais graves (OLD, 2003). A Hb A,
pode também estar diminuida na anemia ferropriva, cujo quadro laboratorial
assemelha-se ao das talassemia alfa. Sendo essa anemia freqiiente no Brasil, deve ser
afastada sua presencga.

Baysal, Qin e Huisman. (1994) observaram uma
correlagdo entre o nimero de genes alfa e a diminui¢do dos niveis de Hb F. Em
nossos estudos, os niveis de Hb F estavam dentro da normalidade (0-1%), entretanto,
o grupo homozigoto apresentou niveis menores de Hb F quando comparados aos
grupos normal e heterozigotos, que apresentaram valores muito similares desta Hb.

As diferencas observadas ndo foram estatisticamente significativas, sendo necessaria
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uma andlise mais ampla, incluindo um nimero maior de individuos homozigotos,
para confirmar estas diferencas.

Os niveis médios de Hb A, foram
estatisticamente inferiores no grupo homozigoto em relacdo aos grupos normal e
heterozigoto, entre os quais ndo se observou diferenca significativa. Resultados
similares foram encontrados por Head et al. (2003) quantificando Hb A; e Hb S em
individuos com e sem talassemia alfa. Apesar de existir superposicdo entre os valores
observados nos grupos, valores de Hb A, em torno de 2,30+0,44 podem ser utilizados
para sugerir o provavel gendtipo. Um estudo mais amplo deverd ser feito para
confirmar este achado.

As talassemias alfa sdo definidas como anemias
microciticas hipocromicas. Portanto, os indices eritrocitdrios (VCM e HCM) podem
ser utilizados no diagnoéstico desta alteracdo. Os valores médios para VCM e HCM,
obtidos para cada grupo genotipico neste trabalho, estdo de acordo com os observados
em outros estudos (BOWDEN et al., 1987; THOMPSON et al., 1989; SKOGERBOE
et al., 1992; WANG et al., 2000; CHAN et al., 2001). Existem pequenas diferencas
que podem ser justificadas por terem sido analisados diferentes grupos populacionais.
Ressalta-se que € possivel observar diferencas entre os niveis de VCM e HCM
citados na literatura e os encontrados em nosso grupo normal, que mesmo tendo sido
reagrupado ndo representou uma amostra randémica de uma populagdo normal.

Quando comparou-se os valores médios de
VCM e HCM entre os grupos genotipicos, observou-se diferencgas significativas,
mostrando uma correlacdo entre o nivel destes indices e o nimero de genes alfa
presentes. Apesar de existir esta correlacdo e, ser possivel estimar o genétipo a partir
dos valores de VCM e HCM (SKOGERBOE et al., 1992), existe uma sobreposicao
dos indices entre os grupos genotipicos avaliados, ndo sendo vidvel a utilizacdo
destes como parametros unicos para determinar o gendtipo dos individuos. Esta
mesma observagdo foi feita previamente por outros autores (SKOGERBOE et al.,

1992; SONATI; KIMURA; FERREIRA, 1992; WILLIAMS et al., 1996).
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A amostragem oo0/? obtida apdés o re
agrupamento do grupo com gendtipo normal, apresentou valores médios dos indices
eritrocitarios que sugerem a presenca de outras mutagdes diferentes da pesquisada,
possivelmente delecdes de dois genes alfa (genétipo: oo/--). Novos trabalhos serdo
necessarios para identificar os possiveis mutantes.

Neste estudo, a utilizacdo da andlise molecular
ndo s6 permitiu identificar os portadores da delecdo -/, como também avaliar os
métodos laboratoriais de rotina utilizados no diagndstico das talassemias alfa.

Como ndo foram encontradas diferencas
significativas nas freqiiéncias genotipicas entre os grupos analisados, foram
agrupadas e calculadas as freqiiéncias genotipicas para o total das amostras
analisadas. A partir das freqiiéncias genotipicas, calculou-se a freqiiéncia génica do
alelo -’ Quando comparamos a freqii€éncia genotipicas obtidas em nosso trabalho
com as relatadas por outros autores, observamos que as freqiiéncias de talasssemias
alfa encontradas em nossos estudos para a regido nordeste estdo de acordo aos
encontrados por Couto et al.,(2003) em uma amostra de mulheres gravidas com Hb
AS e, Adorno et al. (2005) em recém-nascidos em Salvador, Bahia. Nao for possivel
comparar nossos achados com os relatados por Sonati et al (1991) e Borges et al.
(2001), pois estes trabalhos foram realizados em grupos populacionais especificos. As
freqiiéncias genotipicas encontradas para a regido sudeste concordam com as
observadas em S3o José do Rio Preto, Sdo Paulo, por Bonini-Domingos (1993).
Freqiiéncias menores, que as encontradas em nosso estudo, foram relatadas por varios
autores (PEDROLLO, 1990; ALVES DE MELO, 1993; FLEURY, 1994; MENDEZ-
SIQUEIRA, 2000). Estas diferencas sdo esperadas, tendo em vista que nesses
trabalhos, a freqiiéncia de talassemia alfa foi calculada por meio da identificagdo
eletroforética de Hb Bart’s. Como demonstrado por Sonati et al (1991), esta

metodologia de andlise pode subestimar a freqii€ncia de talassemias alfa.
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Leoneli et al. (2000), destaca a dificuldade no
diagnéstico das hemoglobinopatias de forma geral e, em particular, das talassemias
em sua forma heterozigota. A partir desses dados e com os resultados obtidos neste
trabalho destacamos a necessidade de:

Reavaliar a utilizacdo da eletroforese e da
pesquisa de corpusculos de inclusdo de Hb H no diagndstico das talassemias alfa.
Para a pesquisa de corpusculos de inclusdo € preciso contar com pessoal devidamente
treinado e disposto, por ser trabalhosa, tediosa e altamente dependente do observador.

Incluir a analise dos valores de Hb A, e Hb F
obtidos por HPLC, ndo sé para descartar a talassemia beta e PHHF, mas também
porque valores normais ou diminuidos destas hemoglobinas sugerem a presenca de
mutacdes nos genes alfa.

A andlise dos 1indices eritrocitdrios €
significativa para avaliar a gravidade da anemia e util no diagnostico das formas
graves de talassemias alfa. Individuos com microcitose (VCM < 80fl) e hipocromia
(HCM < 27pg) deverio ser investigados molecularmente para a presenga de mutagdes
clinicamente relevantes.

A andlise molecular tem mostrado ser o Unico
método, altamente sensivel, especifico e reproduzivel para o diagndstico e
confirmacdo das talassemia alfa. Portanto, € essencial sua introdu¢do como método de
diagndstico na rotina. A principal desvantagem € seu elevado custo, que nos dltimos
anos, esta se revertendo, sendo cada vez mais accessivel. Calculamos um custo de
aproximadamente R$ 10 por amostra para a identificagdo molecular da delecdo o,

pelo método aqui utilizado.
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Baseados em dados da literatura e nos resultados
obtidos neste trabalho, propomos o seguinte fluxo de avalia¢do para o diagndstico de

talassemias alfa:

=  Analise dos indices eritrocitarios, VCM e HCM.

= Analise dos niveis de ferritina e ferro sérico.

= Andlise da morfologia eritrocitdria para identificar alteracdes

compativeis com micrositose e hipocromica.

= Utilizacdo da eletroforese em pH alcalino para eliminar a

possivel presenca de outras alteragdes de hemoglobinas.

= Utilizacgio do HPLC para quantificar Hb A, e Hb F e,

identificar outras variantes.

= Naqueles individuos com microcitose (VCM<80fl) e/ou
hipocromica (HCM<27pg) que apresentarem padrdo de
hemoglobinas normais na eletroforese e HPLC, niveis normais
de ferro sérico e ferritina e, valores normais ou levemente
diminuidos de Hb A,, investigar molecularmente a presenca de
mutagdes clinicamente relevantes. Quando a andlise molecular
ndo for disponivel, é possivel sugerir o provadvel genétipo do
individuo por meio da avaliagdo cuidadosa dos resultados

laboratoriais.
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A partir dos resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que:

1.

A eletroforese em acetato de celulose, em pH alcalino e neutro, e a pesquisa
de corpusculos de inclusio de H ndo foram metodologias eficientes no
diagnostico das talassemias alfa devido a delecdo -o”, super estimando as

freqiiéncias destas.

Os valores médios de Hb A, sdo significativamente menores no grupo
homozigoto (-o’/-o’’) quando comparado ao grupo normal (cio/oicr) e

heterozigoto (-0 /owar). Podendo ser tteis no diagndstico de talassemias alfa.

Nao existem diferengas significativas para os valores médios de Hb F entre os

genotipos avaliados.

Os niveis médios de HCM e VCM foram estatisticamente diferentes nos
grupos genotipicos avaliados. Podendo ser utilizadas para auxiliar o
diagnostico das talassemias alfa, pois existe correlagdo entre estes valores e o

numero de genes alfa presentes.

A talassemia alfa devido a delecdo -o’ foi observada em uma freqiiéncia
considerdvel nos grupos analisados, confirmando os dados da literatura.
Sendo necessdrio associar varias metodologias de analises para realizar seu

diagndstico.
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Tabela 13. Resultados laboratoriais de homens e mulheres do nordeste normais para a delecao.

Codigo Molecular Sexo R.O. M.E. E. Alc. EN. ACB HbA2 HbF VCM HCM
138 N M - N/+ AA+H + + 2.7 0.7 79 26
222 N M - N/+ AA+H + + 29 0.5 91 31
224 N M - + AA+H + + 24 0.3 69 23
243 N M - + AA+H + + 3.5 0.5 85 28
299 N M - N/+ A+F+H + + 33 0.8 101 354
388 N M - N/+ AA+H + - 2.8 0 83.7 29
589 N M - N/+ AA+H + + 3.1 0.7 82 27.7
614 N M - N/+ AA+H + + 3 0 72 22
803 N M - N/+ AA +H + sugest. 3.7 0.1 77 22
876 N M - + A+F+H + + 32 0.2 68 21.1
1004 N M - +/++ AA+H + + 2.7 0 84 28.3
1090 N M - +++ AA+H + - 2.8 02 623 19
1162 N M - + AA+H + + 2.8 0.7 91 29
1197 N M - +++ AA+H + sugest. 2.8 0.6 90 27.3
1288 N M + ++ AA+H + + 3 0 63 19
1577 N M - N/+ AA+H + + 2.5 0 84 28
1593 N M - N/+ AA+H + sugest. 2.5 0 64 19
1602 N M - N/+ AA+H + sugest. 2.5 05 915 304
1928 N M - + AA+H + + 2.6 09 843 278

2027 N M - + AA+H + sugest. 32 0.4 89 29
2208 N M - +/++ AA+H + + 3 0.2 68 20
2258 N M - N/+ AA+H + - 2.5 0.5 833 286
694 N M - N/+ A+F+H + + 2.8 04 92 30
823 N M - + AA2dim+ H + + 1.8 0 69 20
2293 N M - N/+ AA+H + sugest. 353 0.8 91 31
100 N F - N/+ AA+H + + 2.7 0.5 88 29
101 N F - + AA+H + + 2.5 0.7 100 335
122 N F + ++/+++ AA+H + - 2.5 0.5 60 17
179 N F - + AA+H + + 2.5 0 79 25.6
214 N F - + AA+H + + 2.8 05 921 305
225 N F - N/+ AA+H + sugest. 3 0.8 82 26
232 N F - +++ AA+H + + 24 0.2 90 29
233 N F - N/+ AA+H + + 3.1 04 837 288
234 N F - N/+ A+F+H + + 3 0.5 81 27
239 N F - N/+ AA+H + + 3 0.5 99 324
240 N F - N/+ A+F+H + + 3 1 93 314
252 N F - N/+ A+F+H + + 3 0.5 89.1 295
321 N F - N/+ A+F+H + sugest. 32 0.5 85 29
362 N F - N/+ AA+H + sugest. 34 0.5 907 312
364 N F - N/+ A+F+H + sugest. 2.7 2.1 79 27.1
379 N F - N/+ A+F+H + + 2.7 0.6 944 31.7
403 N F - N/+ A+F+H + raros 3.2 1 87 29
597 N F - + AA+H + + 2.5 0 78 22.8
600 N F - N/+ AA2dim+ H+ F + + 2.8 0.8 91 27.8
608 N F - + AA+H + sugest. 3 0 909 303
611 N F - N/+ AA+H + + 32 0 89.5 295
612 N F - + AA+H + + 2.7 0 71.1 233
613 N F - N/+ A+F+H + + 2 0.5 75 24
701 N F - + AA +H + sugest. 2.5 0 85 26

R.O.: Resisténcia osmética CINa 0.36 % ; M.E.: morfologia eritrocitaria; E.Alc.: eletroforese alcalina;
E.N.: eletroforese neutra; ACB: Azul Cresil Brilhante; Hb A2: hemoglobina A2; Hb F: hemoglobina fetal;
VCM: volumem corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular media.

Cont.
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Cont.

Codigo Molecular Sexo R.O. M.E. E. Alc. EN. ACB HbA2 HbF VCM HCM
705 N F - N/+ A+F+H + + 35 1 89 29
716 N F - + AA +H + raros 3.5 0.2 95 31
787 N F - + AA +H + sugest. 3 0.1 93 27
797 N F - N/+ AA +H + + 3 0 79 24
799 N F - N/+ AA +H + + 3 0.5 99 30
880 N F - N/+ AA +H + sugest. 3.1 0.2 90 29.5
911 N F - N/+ AA+H + - 2.8 0 100 333
931 N F - N/+ AA2dim + H + sugest. 86 27
963 N F - + AA+H + sugest. 3 0.5 96 30.5
964 N F - + AA+H + - 94 30.6
965 N F - N/+ A+F+H + raros 3 0.3 93 30.4
995 N F - N/+ AA+H + - 2.8 0 89 29.2
996 N F - N/+ AA+H + - 2.7 0 88 29.5
1104 N F - N/+ AA+H + + 3 0 79 26
1109 N F - N/+ AA+H + + 2.5 0 85 28
1112 N F - +++ A+F+H + + 3.1 03 756 24.1
1117 N F - + AA+H + - 3 0 93 30
1129 N F - N/+ AA+H + raros 2 0 89 29
1139 N F - + AA+H + + 2 0 69 20.5
1175 N F - +++ AA2dim+ H + raros 1.7 0 60 154
1182 N F - +/++ AA+H + - 2.2 0 79.1 244
1212 N F - N/+ A+F+H + raros 2.5 0.5 81 25
1308 N F - N/+ AA+H + + 2.5 0 88.4 30
1310 N F - N/+ AA+H + + 2.5 0 77 26
1334 N F - N/+ AA+H + sugest. 3 0 94 31
1396 N F - + AA+H + raros 2.5 0 89.1 272
1418 N F - + AA2dim + H + + 1.96 0 114 36
1504 N F - + AA+H + + 2.5 0.8 79 25
1511 N F - + AA+H + + 2 0 72 24
1528 N F - +/++ AA2dim + H + + 1 0 66 21
1532 N F - N/+ AA+H + sugest. 1.8 05 758 239
1554 N F + ++ AA2dim + H + + 1.96 0 735 212
2031 N F - ++ AA2dim + H + sugest. 2.1 0.2 61 16.8
2169 N F - + AA+H + - 2.5 0.5 79 25
2209 N F - ++ AA2dim + H + + 2 0 71 22
2390 N F - +++ AA+H + + 3 0.5 65 20
2421 N F - N/+ AA+H + - 2.5 0.6 88 29.3
2430 N F - + AA2dim + H + - 24 0.2 69 23
1108 N F - +H++ AA+H + + 32 0.1 765 243
720 N F - + A+F+H + - 2.5 1 70 22
1030 N F - N/+ AA+H + + 2.5 0.5 82 26.8
1333 N F - N/+ AA+H + + 2.5 0 94 30

41 N F - N AA+H + + 2 0 81 25
116 N F - +/++ AA+H + + 2 1 62 18
76 N F - N/+ AA+H + + 3 0.6 93 31
172 N F - N/+ AA2dim + H + + 32 1.1 777 265
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Tabela 14. Resultados laboratoriais de homens e mulheres do nordeste heterozigotos para a delecio.

Codigo Molecular Sexo R.O. M.E. E. Alc. EN. ACB HbA2 HbF VCM HCM
449 H M - + AA+H + - 2.5 0 717 235
1698 H M - + AA+H + + 2.8 0.1 77.1 23.1
2030 H M - + AA+H + sugest. 3 07 778 247
330 H M - N/+ AA+H + sugest. 3 0 76.6  25.1
1801 H M - + AA+H + raros 3.1 0.5 92 32
384 H F + + A+F+H + + 32 04 834 28
405 H F - N/+ A+F+H + + 3.2 0.5 80 27
575 H F - N/+ AA+H + sugest. 2.8 0.1 86 28
615 H F - + AA+H + + 35 0 78 25
679 H F - + AA +H + raros 3 0.1 833 265
1064 H F - + AA+H + sugest. 32 0.2 86 28
1184 H F - + AA+H + - 2.5 0 84 24
1185 H F - +++ AA+H + + 2.6 0 82 25
1352 H F - N/+ AA+H + sugest. 2.8 0.2 81 24
1359 H F - +++ AA+H + - 35 0.5 66 19
1537 H F - + AA+H + + 3 05 792 256
1575 H F + ++ AA+H + + 303 05 70 22
1529 H F - N/+ A+F+H + + 2 0.5 85 29
423 H F - +++ AA+H + + 2.7 0 90 30
496 H F - +++ AA +H + + 3 0.8 70 22

Tabela 15. Resultados laboratoriais de homens e mulheres do nordeste homozigotos para a deleciao

Cddigo Molecular Sexo R.O. ML.E. E. Alc. EN. ACB HbA2 HbF VCM HCM
1190 HOM M - + AA +H + - 2 02 673 19.1
2229 HOM M - ++ AA+H + - 2.5 0 69 21.1

448 HOM F - N/+ AA2dim +H + sugest. 2 0 733 234
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Tabela 16. Resultados laboratoriais de homens e mulheres do sudeste normais para a deleciao

Codigo Molecular  Sexo R.O. M.E. E. Alc. E.N. ACB HbA2 HbF VCM HCM
450 N M + ++ AA+H + + 2.5 0.7 548 156
311 N M - N/+ AA+H + + 3 0 92.7 308
325 N M - N/+ AA +H + raros 3 83.8 27.7
427 N M - N/+ AA+H + - 2.6 0 724 234
481 N M - N/+ AA+H + - 83.2 292
492 N M - N/+ AA+H + - 2.5 92 304
594 N M - N/+ AA+H - raros 3 1 92 236
721 N M - N/+ AA +H + - 29 0 87.6 30.2
755 N M - N/+ AA +H + + 3.5 788 274
759 N M - N/+ AA +H + + 3.5 91 31.2
763 N M - + AA +H + - 703 238
772 N M - 4+t AA +H - sugest. 784 255
830 N M - + AA +H + + 659 214
837 N M - N/+ AA+H + raros 85.8 28.1
865 N M - N/+ AA+H + sugest. 84.8 28.5
873 N M - N/+ AA +H + + 72.6 243
1024 N M + ++ AA2dim + H + + 64 21.1
1113 N M - + AA+H + raros 2.5 0.2 72 24
1353 N M - N/+ AA+H + sugest. 679 204
1651 N M - N/+ AA+H + + 88.6 30.4
1652 N M - N/+ AA+H + + 683 223
1692 N M -+ AA+H + - 88.1 284
1736 N M - + AA+H + - 93.8 335
1742 N M - N/+ AA+H + + 715 275
1926 N M + +/M++ AA2dim+H + - 2 1 61.6 183
1960 N M - + AA+H + + 2.5 05 794 242
2065 N M - N/+ AA+H + - 3.1 88.6 31.2
2068 N M -+ AA+H + + 2.87 0.5
2083 N M -+ AA+H + sugest. 2.5 09 734 226
2107 N M - + AA+H + + 2.5 0 86.5 27.6
2110 N M - N/+ AA+H - sugest. 3 1.5 89 279
2112 N M +  H++ A+F+H + + 3.5 1 67 20.2
2183 N M - + AA+H + + 3.8 1 76.8 237
2198 N M - N/+ AA+H + sugest. 3 1 79 265
2199 N M - N/+ AA+H + - 3 0.8 72 249
2201 N M - N/+ AA+H + sugest. 29 1.5 75 25.7
2216 N M - N/+ AA+H + sugest. 2.5 05 932 31.8
2220 N M - ++ AA2dim + H + + 1.8 1 59.3 18
2223 N M - N/+ AA+H + + 2.5 0.5 76 252
2224 N M - N/+ AA+H + - 3 0.2 82 279
2225 N M -+ AA+H + + 2.5 0.5 76 25.6
2236 N M - + AA+H + - 3 0.7 853 273
2237 N M - + AA+H + + 3 09 849 265
2239 N M - +/++ AA2dim+F+H + - 2.3 1.6 485 124
2242 N M - + AA+H + - 24 0 1073 347
955 N M - N/+ AA+H + + 91 30.3
1931 N M - + AA+H + + 2.8 05 942 3038
921 N M - + AA+H + + 777 252
1754 N M - ++ AA+H + - 3.1 0 57.4 17
1929 N M - +/++ AA2dim+H + + 2 0.5 63.1 18.1
836 N M - + AA2dim + H + + 727 232
920 N M + + AA+H + + 77.6 253
2070 N M - + AA+H + + 88.7 28.5
2078 N M - + AA+H + - 2.5 0.5 809 258
924 N M + +/M++ AA2dim+H + + 583 173
1633 N M - + AA+H + + 2.5 0.4 80 259

Cont.
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Cont.

Codigo Molecular Sexo R.O. M.E. E. Alc. E.N. ACB HbA2 HbF VCM HCM
1942 N M - + AA+H + sugest. 2.5 0.5 905 295
1007 N M - +/++ AA2dim +F+ H + + 743 229
2073 N M - + AA+H + sugest. 29 04 98.1 314
2081 N M - + AA2dim + H + + 2 0 59.2 16.8
1959 N M - +/++ AA2dim+H + + 1.8 1 59.9 16
2072 N M - N/+ AA+H + + 92  29.1
1368 N M - 4+ AA+H + - 3 0 77.6 253
925 N M - + AA2dim + H + + 2 02 663 19
440 N M - N/+ AA+H + - 24 0 76.7 245
1939 N M - + AA+H + sugest. 3 05 799 258
254 N M - N/+ AA+H - sugest. 3.5 85.7 29.3
1693 N M -+t AA+H + - 2.2 0 762 24.8
910 N M - + AA+H + + 2 05 682 214
374 N M - N/+ AA+H + + 2.8 0 80.2 27
953 N M - + AA+H + + 68.7 21.8
170 N F - N/+ AA+H + raros 2 2 79 26
229 N F - + AA+H + + 3.5 0.5 76 27
246 N F - N/+ AA+H - sugest. 3 0.5 94 30
329 N F - N/+ AA+H + + 3 0 99 31
342 N F - N/+ AA+H + + 3.1 0.4 95 31
365 N F - + AA+H + + 2.8 04 76.1 249
377 N F - N/+ A+F+H + sugest. 3 09 862 275
387 N F - + AA+H + + 2 0 80 26.6
416 N F - N/+ AA+H + - 73.7  25.1
476 N F - N/+ AA+H + + 3 0.5 76.1 25
490 N F + + AA+H + raros 2.7 0 65 18
500 N F - N/+ AA+H + + 3 0 654 20.6
516 N F - + AA+H + sugest. 096 743 244
538 N F - N/+  AA2dim+H + - 2.5 0.7 81.6 252
541 N F - + AA+H + + 0.8 70.1 20.6
547 N F - N/+ AA+H + + 3.1 0.7 909 304
548 N F - N/+ A+F+H + + 3.1 1.2 895 295
552 N F - + AA+H + raros 82.5 263
553 N F - N/+ AA+H + sugest. 0.5 808 264
565 N F - + AA+H + - 90.9 292
566 N F - N/+ AA+H + + 2 783 246
582 N F - + AA+H + - 59.8 18.6
683 N F - + AA +H + + 2.8 0.7 83 28
733 N F - + AA +H + sugest. 3 1.5 77 255
756 N F - N/+ AA +H + + 752 245
773 N F - + AA +H + raros 3.6 1 93.1 319
781 N F - N/+ AA +H + + 3.5 81 26.5
805 N F - N/+ AA +H - - 88.3 29
807 N F - N/+ AA +H + sugest. 79.7 263
811 N F - + AA +H + raros 773 253
822 N F - N/+ AA +H + + 91.8 305
824 N F - + AA +H + - 100.5 33.3
825 N F - N/+ AA +H + - 86.4 28.9
828 N F - N/+ AA +H + - 948 31
832 N F - N/+ AA +H + sugest. 91.3 295
833 N F + ++ AA2dim+ H + + 62.5 187
834 N F -+t AA+H + - 87.3 285
905 N F - + AA+H + + 92.8 309
985 N F - + AA+H + + 854 28.7
992 N F - N/+ AA+H + + 3.5 0 88 30.5

Cont.
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Cont.

Codigo Molecular Sexo R.O. M.E. E. Alc. E.N. ACB HbA2 HbF VCM HCM
1012 N F - N/+ AA+H + - 3 0.5 90 31.3
1013 N F - + AA2dim + H + sugest. 2 0 72 24
1025 N F - 4+ AA+H + raros 32 0.2 88  29.1
1027 N F -+ AA+H + - 3 0 882 30
1031 N F - N/+ AA+H + - 90.7 30.3
1032 N F -+ AA+H + + 1.5 73.8 233
1034 N F - N/+  AA2dim+H + + 323 03 86.7 292
1071 N F + AA+H + - 3 0.9 65 19.6
1083 N F - + AA+H + sugest. 2.5 0.5 704 235
1084 N F - + AA+H + raros 2.7 0.3 92  3l1.1
1085 N F - + AA+H + + 2.8 0.3 90 29.8
1247 N F - N/+ AA+H + sugest. 2.5 0 88 304
1249 N F - + AA+H + - 3 0 87 29
1351 N F -+t AA+H + sugest. 742 231
1354 N F - N/+ AA+H + - 98.2 327
1355 N F -+ AA+H + - 847 279
1356 N F - + AA+H + - 88.4 30.1
1357 N F - N/+ AA+H + - 3.1 0.2 89 29
1358 N F - + AA+H + - 2 0 94 31
1370 N F - N/+ AA+H + - 2.8 83.5 28.8
1372 N F + + AA+H + + 3.1 05 673 209
1384 N F - + AA2dim + H + - 2.4 64.1 20.1
1392 N F - N/+ AA+H + - 90.5 30.5
1650 N F - N/+ AA+H + + 64 18
1656 N F - N/+ AA+H + + 87.3 29.1
1731 N F - + AA+H + - 763 237
1870 N F + A+ AA+H + - 2.5 1.5 679 198
1920 N F - + AA+H + sugest. 89.9 31.7
1925 N F - + AA+H + sugest. 3 05 855 276
1935 N F - + AA+H + sugest. 2.5 0 94.8 30.1
2097 N F - N/+ AA + - 2.7 0 1046 334
2100 N F - + AA + - 3.2 0 83 249
2103 N F - N/+ AA+H + + 3 1 89.1 27.7
2104 N F - N/+ AA+H + sugest. 2.5 05 824 26
2113 N F - +  AA2dim+M+H  + + 1.8 05 937 293
2150 N F - + AA+H + - 3.8 05 774 264
2152 N F - N/+ AA+H + sugest. 3 05 86.6 283
2154 N F - + AA + - 3.5 64.7 20.8
2155 N F - + AA+H + + 3 0 79.7 26.6
2211 N F - N/+ AA+H + + 2.8 0.5 884 295
2212 N F - N/+ AA+H + sugest. 3 0.5 758 26.1
2213 N F -+ AA+H + - 3 0 93.6 30.9
2214 N F - N/+ AA+H + sugest. 2.8 05 86.6 299
2217 N F - + AA+H + + 2.8 1 88.1 30.8
2219 N F - + AA+H + - 3 0.8 757 249
2227 N F -+t AA+H + + 2.5 0.8 71 23
2228 N F - N/+  AA2dim+H + - 2 0.5 74 246
2231 N F - N/+ AA+H + + 3 1 96 299
2235 N F - + AA+H + sugest. 3.5 0 1013 32
2244 N F - N/+ AA+H + - 2.6 0.8 986 312
1240 N F - + AA+H + + 89.9 29
1705 N F - N/+ AA+H + + 66.4 20.5

181 N F - N/+ AA+H +  sugest. 3 833 279
2222 N F - N/+ AA+H + sugest. 3 0 77 264
326 N F - N/+ AA+H + + 82.1 27.1

Cont.
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Cont.

Codigo Molecular Sexo R.O. M.E. E. Alc. E.N. ACB HbA2 HbF VCM HCM
308 N F - N/+ AA+H + sugest. 2 92.1 31.2
1704 N F - + AA+H + + 84.2 28.7
1124 N F - N/+ AA+H + - 843 274
1689 N F - + AA+H + + 2 02 89.1 29.6
338 N F - N/+ AA+H + sugest. 2.8 0.5 93 31.6
309 N F - + AA2dim + H + + 1 87.8 29.7
1703 N F - N/+ AA+H + - 90  30.1
1945 N F - + A+H+F + + 3.5 1 93.1 299
1868 N F - N/+ AA+H + + 2.5 0 92 2938
1923 N F - + A+F+H + raros 3 1.5 88 283
2207 N F - + AA+H + - 2.5 71 24
1657 N F - + AA+H + - 86.7 28.7
1717 N F - N/+ AA+H + + 89.4 294
1696 N F - N/+ AA+H + - 844 28
1645 N F - N AA+H + + 2.8 0.5 936 324
1125 N F - N/+ AA+H + raros 3.5 90.3 29.6
670 N F - N/+ AA+H + raros 3.8 90.6 29.1
1965 N F - N/+ AA+H + - 3.5 1.2 589 204
1629 N F - N/+ AA+H + + 69.1 232
1658 N F - N/+ AA+H + + 804 26.6
245 N F - +/M++ AA2dim+H + + 2 92.1 31
2061 N F - + AA+H + + 90.7 309
1653 N F - + AA+H + - 90.5 304
2206 N F - N/+ AA+H +  sugest. 2.5 85 289
1362 N F - + AA+H + - 90.5 30.9
1984 N F - + AA+H + sugest. 3 0 92.7 302
2111 N F - N AA+H + raros 3 2 87.6 277
808 N F - + AA +H - - 89.1 29.6
1033 N F - + AA+H + - 92.5 305
174 N F - N/+ AA+H + - 90.7 30.2
352 N F - N/+ AA+H + - 2.7 08 953 32
188 N F - N/+ AA+H +  sugest. 32 04 925 31
695 N F - + AA2dim + H + + 2 75.7 242
2226 N F - N/+ AA+H + - 2.5 0.5 83 285
339 N F - N/+ AA+H + + 32 0.6 888 29.7
1732 N F - N/+ AA+H + - 84.7 28.1
682 N F - N/+ AA +H + + 2.5 0.1 802 259
1369 N F - N/+ AA+H + sugest. 90.3 3I1.1
1937 N F - + AA+H + + 3 02 965 309
1867 N F - + AA+H + sugest. 2.5 0 1025 33
757 N F - N/+ AA +H + + 87.1 29.6
238 N F - + AA+H + + 3 82.1 279
1922 N F - + AA+H + - 2.5 1 94.8  30.8
323 N F - N/+ AA+H + raros 2.5 97.6 322
2218 N F - N/+ AA+H + sugest. 3 0.5 869 2938
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Tabela 17. Resultados laboratoriais de homens e mulheres do sudeste hetorozigotas para a delecao

Codigo ~ Molecular ~ Sexo R.O. M.E. E. Alc. E.N. ACB Hb A2 HbF VCM HCM
83 H F - + AA+H + - 2.7 04 69 22
360 H F - N/+ AA+H + sugest. 2.5 0 81 26
386 H F - N/+ AA+H + + 3 0 79 25
549 H F - + AA+H +  sugest. 80.6 25
675 H F - N/+ AA+H + sugest. 3.5 787 248
680 H F - N/+ AA+H + + 24 0.9 80 26
693 H F - +++ AA +H + sugest. 3 0.2 67  20.6
1008 H F + + AA+H + + 83.8 27.1
1011 H F - N/+ AA+H + sugest. 2.5 0 864 29.2
1213 H F - + AA+H + - 782 259
1231 H F - N/+ AA+H +  sugest. 2.8 0.2 79 27
1381 H F - + AA+H + - 839 29
1741 H F - N/+ AA+H + + 845 278
1750 H F - N/+ AA+H + raros 89.1 29.6
2151 H F - + AA+H + sugest. 3.5 1 87.8 28.3
2230 H F - + AA2dim + H + sugest. 2 05 852 268
1683 H F - + AA+H + - 2.5 0 82 27
660 H F - + AA+H + + 3 87.5 29
1751 H F - + AA+H + - 67 19.2
2203 H F + + AA + - 3 0.5 71 23.6
1655 H F - + AA+H + - 80.9 27.2
717 H M - + AA +H + + 3 80.2 26.5
867 H M - 4+ AA+H + raros 78  26.1
1863 H M - + AA+H + + 2 0 774 252
2062 H M - N/+ AA+H + + 754 26.7
2108 H M - + AA+H - + 2 0 82.5 253
2170 H M - N/+ AA+H +  sugest. 2 76 252
2076 H M -+ A+H+F + + 29 2.1 80 254
904 H M - + AA +H + + 745 236
2102 H M + A+t AA+H + - 3 0.5 803 237

Tabela 18. Resultados laboratoriais de homens e mulheres do sudeste homozigotas para a delecio

Codigo ~ Molecular ~ Sexo R.O. M.E. E. Alc. E.N. ACB Hb A2 HbF VCM HCM
160 Hom F + A+ AA+H + + 2.1 0.6 73 24
561 Hom F - 4+ AA +H + sugest. 70.7 22
584 Hom F - + A+F+H + + 2.7 1 69 225

1029 Hom F - + AA+H + - 73.7  23.1
1320 Hom F + N+ AA2dim+H + + 1.8 0 74 24
1608 Hom F - ++ AA+H +  sugest. 713 223
282 Hom F + ++ A+F+H + sugest. 575 175
886 Hom M + + AA +H + + 3 73.0 24
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As talassemias alfa constituem um dos mais
prevalentes distirbios de hemoglobinas no mundo. No Brasil, as talassemias alfa tem
sido observadas em alta freqiiéncia nos grupos analisados. A expressdo fenotipica
variavel desta alteracdo dificulta seu diagndstico laboratorial e clinico. Em virtude da
dificuldade diagndstica e da elevada freqiiéncia das talassemias alfa; analisou-se
amostras de individuos adultos de dois estados do Brasil, com o objetivo de
caracteriza-as laboratorialmente por procedimentos de rotina, incluindo HPLC, e
biologia molecular. Todas a amostras apresentaram resultados laboratoriais
sugestivos de talassemia alfa, sendo identificados molecularmente 50 (14%)
heterozigotos e 11 (3%) homozigotos para a delecdo -or™’. As freqiiéncias genotipicas
ndo apresentaram diferencias nos grupos analisados. Ndo observou-se correlagcdo
entre os resultados obtidos na triagem e os da andlise molecular. O nivel médio da Hb
A, foi significativamente menor no grupo homozigoto quando comparado aos grupos
normal e heterozigoto. Porem, ndo foram observadas diferencas nos niveis de Hb F
entre os grupos genotipicos. Os valores médios de HCM e VCM foram
significativamente diferentes entre os grupos genotipos. Os resultadas deste trabalho
confirmam a freqiiéncia da talassemia alfa pela delecdo -o’ e, evidenciam a
dificuldade diagnostica desta alteracdo. A eletroforese em acetato de celulose e, a
pesquisa de corpisculo de inclusdo de Hb H, ndo foram métodos eficientes na
identificagdo das formas leves de talassemias alfa. No entanto, as diferencias
observadas para os niveis de Hb A, VCM e HCM, podem auxiliar o diagnostico desta

alteracdo.
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The alpha talassemias consist one of the most
prevalent disturbances of hemoglobins in the world. In Brazil, the alpha talassemias
have been observed in high frequency in the analyzed groups. The variable
phenotypic expression of this alteration difficult its laboratorial and clinical
diagnosis. Because of the diagnostic difficulty and of the high frequency of the alpha
talassemias, it was analyzed samples of adult individuals of two states of Brazil, with
the goal to laboratory caracterize them for routine procedures, including HPLC, and
molecular biology. The samples presented suggestive laboratory results of alpha
talassemia, being identified molecularly 50 (14%) heterozygotes and 11 (3%)
homozygotes for the deletion -o’. The genotypic frequencies didn’t present
differences in the analyzed groups. Correlation was not observed among the results
obtained in the routine screening and in the molecular analysis. Hb A; medium level
was significantly smaller in the homozygote group when compared to the normal and
heterozygotes groups. However, differences were not observed in Hb F levels among
the genotypic groups. The medium values of HCM and VCM were significantly
different among the genotypes groups. The results of this work confirm the high
frequency of the alpha talassemie for the deletion -0 and, make evidence the
diagnoses difficulty of this alteration. The eletroforese in cellulose acetate and, the
Hb H inclusion body study, were not efficient methods in the identification of the
light forms of alpha talassemies. However, the observed difference for Hb A,, VCM

and HCM levels can aid the diagnose of this alteration.
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