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1 Introducio geral

1.1 Anemias hemoliticas

Em condi¢des normais, a eritropoese no adulto ocorre na medula ossea,
que produz cerca de 200 milhdes de hemécias diariamente, para substituir as
células que sdo perdidas devido ao seu esgotamento metabolico e alteragdes
degenerativas. Apos cerca de 120 dias em circulagdo as hemécias sdo removidas e
destruidas, especialmente no bago, figado e medula éssea (ZAGO et al., 2004).

Nos processos hemoliticos, os eritrocitos sdo destruidos antes de seu
periodo de vida normal. Os estados hemoliticos, na maioria, sdo assintomaticos, €
menos frequentemente, resultam numa anemia quando a eritropoese nao ¢
suficiente para repor as células vermelhas perdidas. A anemia ¢ uma condigdo
caracterizada, pricipalmente, pela diminui¢do da concentracdo de hemoglobina no
sangue. Também pode ser observada reducdo do hematdcrito ou da concentracio
de hemacias por unidade de volume, em comparagdo com parametros de
referéncia. Além disso, os individuos podem apresentar ictericia e reticulocitose
(DHALIWAL et al., 2004; ZAGO et al., 2004; COYER, 2005).

Ha dois mecanismos hemoliticos, o intravascular € o extravascular. A
hemolise intravascular é a destrui¢do de eritrdcitos na circulacdo com libera¢do do
conteudo celular para o plasma. A hemoglobina assim liberada liga-se a
haptoglobina, proteina plasmatica sintetizada pelo figado, e o complexo formado ¢
levado ao figado onde € catabolizado. No entanto, se a quantidade de
hemoglobina plasmatica exceder a capacidade de ligacdo da haptoglobina, a
hemoglobina ¢ filtrada pelos rins podendo ser reabsorvida ou excretada na urina.
A hemolise extravascular mais comum ¢é a remocao e destrui¢do dos eritrocitos,
com alteragdes na membrana, pelos macrofagos do baco e figado (DHALIWAL;
et al., 2004; ZAGO et al., 2004).

Na anemia hemolitica, o excesso de ferro decorrente da destrui¢do dos
eritrocitos e transfusdes sanguineas periddicas pode levar a producdo de radicais
livres resultando em danos de 6rgdos e tecidos, em especial o miocardio, os

hepatécitos e as glandulas endocrinas, por catalisar reacdes de oxidagdo de
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biomoléculas (COHEN; SCHUWARTZS, 1979; FERREIRA; MATSUBARA,
2007). Estudos sobre os mecanismos de danos oxidativos tém confirmado a agéo
de metais nas reagdes que levam a essas lesdes. O ferro, metal pesado mais
abundante nos organismos, ¢ um catalisador de reagdes de oxidagdo e, em
excesso, estimula a lipoperoxidacdo de membranas celulares, destruindo sua
estrutura e fungao (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; EMERIT et al., 2001).

As anemias hemoliticas podem ser adquiridas ou herdaveis. As formas
adquiridas, resultantes de fatores extrinsecos aos eritrocitos, podem ser
ocasionadas por anticorpos; ruptura mecanica dos eritrdcitos; agentes quimicos,
bioldgicos ou microorganismos; sequestro no bago por qualquer etiologia. As
formas herdéaveis, que sdo intrinsecas dos eritrocitos, podem ser ocasionadas por
defeitos na hemoglobina, nas vias metabolicas ou na membrana do eritrocito (LEE
et al., 1998; DHALIWAL et al., 2004.; ZAGO et al., 2004). As alteracdes na
sintese da hemoglobina incluem as hemoglobinas variantes e as talassemias.
Dentre as enzimopatias, a alteragdo mais comum ¢é a deficiéncia da glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PD), uma das alteragdes prevalentes no mundo

(DHALIWAL et al., 2004; PRCHAL; GREGG, 2005; BEUTLER, 2008).

1.2 Talassemias

As talassemias sdo caracterizadas por reducdo na produgdo de uma ou
mais cadeias polipeptidicas que formam o tetrdmero de hemoglobina, resultando
geralmente, no desenvolvimento de anemia microcitica e hipocromica. Os defeitos
moleculares podem afetar a sintese das cadeias alfa, beta, delta ou gama, sendo
que as alteracdes sdo classificadas de acordo com a cadeia globinica deficiente
(CUNNINGHAN, 2008).

As talassemias sdo as alteracdes monogénicas mais frequentes no mundo
com estimativa de 270 milhdes de portadores, dos quais 80 milhdes possuem
mutagdes para a talassemia beta (THEIN, 2005). No Brasil, tanto a alfa quanto a
beta talassemias tém alta incidéncia. Isto se deve a intensa miscigenagdo da
populagdo brasileira com a grande imigracdo ocorrida no final do século XIX e

inicio do século XX, em que o Brasil recebeu milhdes de imigrantes europeus e
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asiaticos. A frequéncia das sindromes talassémicas reflete a diversidade de origens
étnicas, com prevaléncias diferenciadas em cada regido do pais (ZAGO et al.,
1983; BONINI-DOMINGOS et al., 2000; BONINI-DOMINGOS, 2004).

O gene B, responsavel pela sintese da globina beta, esta localizado no
brago curto do cromossomo 11 (11p15.4) em uma regido de 70 kb que contém um
grupamento com cinco genes funcionais e um pseudogene: 5° € - % -y - ¥B - § -
B 3°. Antes do inicio do complexo da globina beta localiza-se a regido
controladora do lécus (LCR), que ¢ essencial para a expressdo de todos esses
genes. A regido transcrita do gene beta estd contida em trés regides codificantes
chamadas éxons, separadas por duas ndo coficantes, os infrons ou seqliéncias
intercalantes (IVS). Sequéncias importantes para a funcdo génica sdo encontradas
nas juncdes éxon-intron e na regido ndo traduzida 3’ (3’-UTR) no final das
sequéncias do RNA mensageiro (THEIN, 2005).

Nas talassemias beta, as mutagdes pontuais sdo as principais causas de
redugdo ou auséncia na sintese da cadeia polipeptidica (BANK, 2005). Quando a
expressdo génica é parcial denominam-se beta’ talassemias e, quando a expressdo
é ausente, sdo chamadas de beta’ talassemias. Mais de 200 mutacdes afetando o
gene da globina beta foram descritas até o momento, sendo as maiores
prevaléncias encontradas em populagdes oriundas da Regido Mediterranea e do
Sudeste Asiatico (HUISMAN, 2008). No Brasil a frequéncia de portadores na
populacio caucaséide ¢ de cerca de 1%, sendo os alelos beta’ 39 (C—T), beta®
IVS-1-6 (T—C), beta” IVS-I-110 (G—A) e beta’ IVS-I-1 (G—A) responsaveis
pela quase totalidade dos casos nas Regides Sul e Sudeste. No Nordeste, além
destes, também ¢ encontrado o alelo beta” IVS-I-5 (G—C) (ARAUJO et al., 2003;
BONINI-DOMINGOS, 2004; SONATI; COSTA, 2008).

A talassemia beta apresenta heterogeneidade molecular e expressdo
fenotipica variavel, podendo ser assintomatica ou resultar em anemia que pode
variar de leve a intensa. A talassemia menor, também denominada trago
talassémico, & caracterizada pela heterozigose das formas beta’ ou beta” e os
individuos sdo geralmente assintomaticos, podendo apresentar anemia em

situagdes como na infincia, na gravidez e no estresse. A talassemia maior,
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resultante da homozigose beta’/beta’ ou dupla heterozigose beta’/beta”
corresponde a anemia grave, com dependéncia de transfusdes sanguineas
regulares. Na talassemia infermedidria, caracterizada pela homozigose beta'/beta”
sdo encontrados fendtipos clinicos intermediarios entre o trago talassémico e a
talassemia maior (BANK, 2005; HUISMAN, 2008; SONATI; COSTA, 2008).

Na talassemia beta, a producdo deficiente de cadeias beta durante a
eritropoese pode levar a anemia. As cadeias alfa em excesso formam agregados
insoliveis e instdveis que danificam a membrana do eritrocito e levam a
destrui¢do prematura das células. Esse processo ocorre tanto nos precursores
eritrdides imaturos, gerando eritropoese ineficaz, quanto nas células maduras,
levando a hemdlise (RUND; RACHMILEWITZ, 2005). Hemacias talassémicas
tém uma taxa de destrui¢cdo de 10 a 15 vezes maior que a observada em hemacias
normais (SONATI; COSTA, 2008). Nos processos hemoliticos, a liberagdo do
grupo heme e do ferro produzem metahemogobina e espécies reativas de oxigénio
que alteram o potencial de oxi-redu¢do do eritrocito, ocasionando aumento de

danos oxidativos (KASSABI-CHEKIR et al., 2003; CHENG et al., 2004).

1.3 Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD)

Os eritrocitos perdem a capacidade de realizar a fosforilagdo oxidativa e a
sintese protéica devido a perda do nucleo, mitocondrias e ribossomos durante o
seu processo de maturacdo. No entanto, necessitam de um metabolismo ativo para
manter a flexibilidade e integridade da membrana e preservar a hemoglobina na
sua forma funcional, assegurando o transporte adequado de oxigénio (PRCHAL;
GREGG, 2005). A glicose, principal substrato dos eritrocitos, €, portanto,
metabolizada por duas vias principais: a via bioquimica de Embden-Meyerhoff e o
ciclo das pentoses. A via de Embden-Meyerhoff, também chamada de via
glicolitica ou via do metabolismo anaerobico, ¢ responsavel pela degradagdo de
90% da glicose até lactato, produzindo adenosina-trifosfato (ATP), nicotinamida
adenina dinucleotideo (NADH) e 2,3 di-fosfoglicerato (2,3 DPG). A segunda via
de metabolismo, denominada ciclo das pentoses ou via metabdlica da hexose

monofosfato, gera gas carbonico (CO,) e nicotinamida adenina dinucleotideo
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fosfato reduzido (NADPH). Essa via metaboliza de 5% a 10% da glicose utilizada
pelas células vermelhas (LEE et al., 1998; CAPPELINI; FIORELLI, 2008).

A G6PD ¢ uma enzima vital para todas as células. Ela catalisa a primeira
etapa da via metabdlica do ciclo das pentoses permitindo a conversao de glicose-
6-fosfato (G6P) em 6-fosfogluconato (6PG). Nessa reagdo, NADP ¢ reduzido em
NADPH, o qual ¢ utilizado nas vias de prote¢do contra danos oxidativos
(BILMEN et al., 2001). Nos eritrécitos esta via ¢ a unica fonte de NADPH,
tornando-os mais vulneraveis que outras células aos efeitos dos agentes oxidantes
(SANCHEZ et al., 2003; BEUTLER, 2008).

A deficiéncia de G6PD ¢ a enzimopatia mais comum no mundo. O gene
responsavel pela sintese de G6PD esté situado no brago longo do cromossomo X
(Xg28) e consiste de 13 éxons e 12 introns. O gene apresenta 20 Kb e codifica um
mondémero com 515 aminoécidos, sendo que a por¢do da regido do RNA
mensageiro correspondente ao primeiro cddon e parte do segundo, ndo sdo
traduzidas. As mutacdes que levam a deficiéncia enzimatica sdo as que afetam as
sequéncias codificadoras. Aproximadamente 140 mutagdes ja foram identificadas,
as quais resultam em mais de 400 variantes enzimaticas, classificadas segundo as
propriedades eletroforética e bioquimica da enzima deficiente (BEUTLER,;
VULLIAMY, 2002; FRANK, 2005; CAPPELLINI; FIORELLI, 2008).

As variantes de G6PD podem ser divididas em trés categorias dependendo
do grau de hemolise. As mais comuns estdo associadas a anemia hemolitica aguda
intermitente. Em contraste, as variantes associadas com anemia hemolitica cronica
sdo raras e a gravidade da hemolise é altamente varidvel. O terceiro tipo de
variante ndo esta associado a risco de hemdlise (PRCHAL; GREGG, 2005;
CAPPELLINI; FIORELLI, 2008).

A forma normal e mais comum da enzima é a B, sendo encontrada
principalmente em caucasoides e asidticos. A variante G6PD A" apresenta alta
frequéncia em africanos e ndo possui atividade catalitica alterada. A forma G6PD
A" difere da G6PD B por substitui¢do do aminoacido asparagina por aspartato na
posicdo 126 da proteina. Outra variante comum em negros, a G6PD A’, esta

associada a hemolise de grau leve a moderado e ¢ resultante de mutagdes
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diferentes, tais como 202 (G>A), 680 (G>T) e 968 (T>C). A variante G6PD
mediterranea ¢ a mais comum em populagdes caucasoides, particularmente da
area mediterranea. Apresenta atividade catalitica reduzida e a hemolise pode ser

grave (LEE et al., 1998).

1.4 Estresse oxidativo

Assim como as demais células, os eritrocitos estdo sujeitos aos efeitos
nocivos de agentes oxidantes que podem ser resultantes do proprio metabolismo
celular ou por fatores exdgenos, como drogas e infecgcdes. Se a eficiéncia do
sistema antioxidante for superada pela magnitude destes fenomenos oxidativos,
ocorrerd o estresse oxidativo, que culminard em hemdlise (LEE et al., 1998;
CHENG et al., 2004; FERREIRA; MATSUBARA, 2007).

As espécies reativas do metabolismo do oxigénio (ERMO), como o radical
superoxido (O;7), o radical hidroxil (OH) e o peroxido de hidrogénio (H,0,), sdo
encontradas em todos os sistemas bioldgicos. O ferro é um importante catalisador
de rea¢des de oxidac¢do de biomoléculas, como observado nas reagdes de Fenton e
de Haber-Weiss, nas quais sdo formados diferentes tipos de ERMO, conforme
descrito abaixo (FERREIRA; MATSUBARA, 2007).

Reagdo de Fenton:

Fe” + 0, < Fe” + 0Oy

20,7 + 2H > 0, + H0,

Fe” + H,0, > Fe” + OH + 'OH
Reacdo de Haber-Weiss:

Fe” + 0y & Fe? + 0

Fe” + H0, — Fe” + OH + 'OH

0, + H)O, » O, + OH + OH

Os processos hemoliticos com liberagdao de hemoglobina e ferro favorecem
as reagdes oxirredutoras. A producdo elevada de ERMO leva ao estresse
oxidativo, que ¢é caracterizado por desequilibrio entre a producdo de agentes
oxidantes e a capacidade de neutralizé-los. Nos eritrdcitos, o estresse oxidativo €

marcado pela desnaturacdo das proteinas de membrana, oxida¢do da hemoglobina
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a metahemoglobina e lesdo oxidativa ao componente lipidico da membrana,
levando a lipoperoxidagdo. Se a eficiéncia do sistema antioxidante for superada
por esses fendomenos, ocorrerd lesdo do eritrocito e lise celular (FERREIRA;
MATSUBARA, 2007).

A maioria das células possui enzimas que estdo envolvidas na
detoxificacdo celular. Uma grande familia de enzimas ¢é conhecida como
citocromo P450 (CYPs) as quais convertem moléculas hidrofébicas em
substincias mais soliveis para a excrecdo. Embora as CYPs atuem com rapidez e
precisdo, alguns compostos sdo reduzidos parcialmente, produzindo espécies
reativas de oxigénio, como o radical superdxido O,” (SHARMA et al., 2000).

Outras enzimas s3o a superdxido dismutase, a catalase e a glutationa
peroxidase (BERNARDINI et al., 2005). A enzima superdxido dismutase,
presente em quase todas as células, é considerada a primeira linha de defesa
contra as espécies reativas de oxigénio e catalisa a coversdo do O,” em H;0,.
Este, por sua vez, reage produzindo outras espécies reativas de oxigénio, as quais
sdo degradadas em agua e oxigénio por enzimas como a catalase e a glutationa
peroxidase (GSH-Px), sendo que esta ultima utiliza a glutationa (GSH) como
agente  redutor (YENCHITSOMANUS; WASI, 1983; FERREIRA;
MATSUBARA, 2007).

Durante o processo de detoxificagdo oxidativa, a GSH ¢ convertida em
glutationa oxidada (GSSG), diminuindo o nivel de GSH. O restabelecimento de
GSH ¢ realizado pela acdo da glutationa redutase (GSSG-Rx) que cataliza a
reducdo de GSSG para GSH. O processo ocorre na presenga de NADPH que ¢
gerado pela G6PD na primeira reagdo enzimatica da via metabdlica da hexose
monofosfato (VOET et al., 2002). Alteragdes nas atividades das enzimas
envolvidas no sistema redox da GSH refletem na defesa celular e podem servir
como marcadores para muitas doengas (RAHMAN et al., 1999).

A Glutationa S-Transferase (GST) é uma familia de enzimas que atua na
detoxificagdo de eletrolitos exdgenos e enddgenos que podem causar danos
celulares. Esses eletrolitos podem ser conjugados a GSH, ndo-enzimaticamente,

ou por reacdes catalisadas pelas GSTs. A GSH-conjugada (GS-E) € entdo
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transportada, ou convertida em 4cido mercapturico para posterior excre¢do. O
transporte de GS-E é essencial para o funcionamento do eritrocito, pois seu
acumulo pode causar toxicidade e inibicdo de algumas enzimas da via glicolitica e
das enzimas de detoxificagdo como as GSTs e a glutationa redutase (SHARMA et
al., 2000).

Em humanos, as GSTs sdo subdivididas em quatro subfamilias principais
denominadas a (alfa), p (mi),  (pi) e O (teta) as quais apresentam polimorfismos
bem estabelecidos na populacdo, sendo que alguns deles estdo associados a
doengas como Parkinson, esclerose multipla, Alzheimer e varios tipos de canceres
como pulmio, prostata, colo-retal e outros (SRISVASTAVA et al.,, 2004;
PINHEL et al., 2008; MO et al., 2008; KONDO et al., 2009). Os gendtipos das
GSTs também influenciam o processo antioxidante. Os genes GSTMI (1pl13.3) e
GSTTI (22q11.23) sdo altamente polimoérficos. Os polimorfismos sdo resultantes
de dele¢cdes em um ou ambos os genes e sdo chamados genotipos nulos. Os
homozigotos para os genotipos nulos GSTMI e GSTTI ndo possuem a respectiva
atividade enzimadtica, resultando em deficiéncia na metabolizacdo de agentes
oxidantes (DUSINKA et al., 2001; BERNARDINI et al., 2005).

Para o gene GSTPI (11q13), o polimorfismo mais estudado é o resultante
da transicdo de A->G levando a troca do aminoacido isoleucina por valina no
codon 105 (MO et al.,, 2009). A enzima codificada possui menor atividade
catalitica e possivelmente, atua de forma diferente na metabolizacdo de eletrélitos
resultantes do estresse oxidativo e de outros processos de biotransformagio
(BERNARDINI et al. 2005).

Diante da possibilidade de estresse oxidativo em portadores de talassemia
beta e em individuos com deficiéncia de G6PD, avaliamos se a expressdo
fenotipica varidvel depende dos mecanismos de detoxificagdo de agentes
oxidantes. Assim, a nossa hipotese ¢ que a expressdo clinica variavel observada
em beta talassémicos heterozigotos e em individuos com deficiéncia de G6PD ¢

dependente da eficiéncia dos mecanismos envolvidos na detoxificacdo celular.
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2 Objetivos

2.1 Objetivos gerais

O nosso objetivo foi analisar a expressdo fenotipica de individuos beta
talassémicos heterozigotos e individuos com deficiéncia de G6PD, identificando
as mutagdes para as respectivas alteragdes, avaliando marcadores de estresse

oxidativo e comparando-os com um grupo controle.

2.2 Objetivos especificos

1. Rastrear os portadores de talassemia beta heterozigota e os portadores de
deficiéncia de GO6PD por anélises citoldgicas e bioquimicas para a composi¢io dos

grupos de estudo.

2. Identificar as mutagdes nos portadores de talassemia beta heterozigota e nos

portadores de deficiéncia de G6PD por PCR alelo especifica e PCR/RFLP.

3. Avaliar a peroxidagdo lipidica e a capacidade antioxidante por quantificagdes

enzimaticas.

4. Analisar os polimorfismos das Glutationa S-Transferases: GSTMI, GSTTI e
GSTPI.
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3 Material e Métodos

3.1 Casuistica

Foram analisadas 590 amostras de sangue, colhidas por pun¢do venosa,
apds consentimento informado, no periodo de marco de 2007 a agosto de 2008.
Do total analisado, 426 amostras foram de doadores de sangue do Hemocentro de
Sao José do Rio Preto/SP, com idade entre 18 ¢ 61 anos (34,40 £10,86 anos),
sendo 122 (29%) do género feminino e 304 (71%) do género masculino. A
amostragem geral tabém foi constituida por 118 amostras de individuos de uma
institui¢@o de ensino superior da regido noroeste do Estado de SP, com idade entre
15 e 85 anos (32,19 +£14,39 anos), sendo 77 (65%) do género feminino e 41 (35%)
do género masculino. Essas amostras foram utilizadas para o rastreamento do
grupo com deficiéncia de G6PD e para a selecdo do grupo controle. Para a
composi¢do do grupo com talassemia beta heterozigota foram utilizadas 46
amostras de sangue de individuos provenientes da cidade Sdo Carlos/SP, com
diagnéstico clinico prévio de talassemia beta heterozigota, com idade entre 18 e
79 anos (41,79 +£17,38 anos), sendo 33 (69%) do género feminino e 15 (31%) do
género masculino.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UNESP/IBILCE e desenvolvido obedecendo aos principios éticos estabelecidos
na Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude (CNS), sob protocolo
nimero 0008.0.229.000-06.

3.2 Métodos
Foram separados de acordo com a alteragdo avaliada. Os protocolos

completos de cada metodologia utilizada encontram-se no anexo 1.

3.2.1 Metodologias para o diagndstico de talassemia beta
O fluxo de metodologias para o diagnostico de talassemia beta seguiu os
seguintes passos: Analise da morfologia eritrocitaria = Resisténcia globular

osmotica em NaCl a 0,36% —> Eletroforese de hemoglobina em pH alcalino 2
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Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) para avaliacdo dos valores
de hemoglobina A, e hemoglobina fetal > PCR alelo especifica para a

identificacdo das mutagoes.

3.2.1.1 Analise, a fresco, da morfologia eritrocitaria
Os esfregacos sanguineos, a fresco, foram analisados no microscopio de
luz, quanto ao tamanho, forma e quantidade de hemoglobina nos eritrdcitos

(BONINI-DOMINGOS, 2006).

3.2.1.2 Resisténcia globular osmotica em solucio de NaCl a 0,36 %

A técnica foi utilizada como um dos testes de triagem para detectar a
talassemia do tipo beta, principalmente na forma heterozigota, pois nesses casos
os eritrocitos microciticos sdo mais resistentes a hemolise nesta solugdo. No
entanto, a resisténcia globular ndo € especifica para talassemia beta heterozigota,
j& que resultados positivos sdo encontrados também em anemias carenciais € em
outras hemoglobinopatias, como nos heterozigotos para hemoglobina C e

esferocitose (SILVESTRONI; BIANCO, 1975).

3.2.1.3 Eletroforese em pH alcalino

As amostras de sangue, previamente hemolisadas segundo Naoum
(1990), foram submetidas a eletroforese de hemoglobina em pH 8,6 para
qualificagdo e quantificacdo de hemoglobinas normais e grande parte das

hemoglobinas anormais (MARENGO; ROWE, 1965).

3.2.1.4 HPLC em sistema automatizado VARIANT Bio-Rad

Consiste em uma cromatografia de troca catidénica em que moléculas com
cargas positivas sdo adsorvidas em uma fase estacionaria da coluna
cromatografica, seguida por elui¢des induzidas pela passagem de um liquido com
alta concentragdo de cations. O eluato ¢ detectado opticamente e quantificado,
determinando a area do grafico correspondente a fracdo de hemoglobina eluida. O

kit utilizado nas andlises foi o “P Thalassemia Short Program” e os valores de
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hemoglobina A, considerados normais foram de 2,0 a 3,5% e os de hemoglobina
fetal até 1,3%, previamente estabelecidos e fornecidos pelo fabricante

(INSTRUCTION MANUAL OF BIO-RAD, 2006).

3.2.1.5 Identificacdo dos genotipos de talassemia beta

O DNA genomico foi previamente obtido pela técnica do
fenol/cloroférmio segundo PENA e colaboradores (1991) e submetido a
amplificacdo génica alelo especifica para a identificacio das mutagdes CD39,
IVS-I-110 e IVS-I-6 (BERTHOLO; MOREIRA, 2006).

Para a realiza¢do da PCR alelo especifica foram utilizados os primers B5a
5’-GGC TGT CAT CAC TTA GAC CTC-3’ (sense) e B5Sb 5’-AGA AGG GGA
AAG AAA ACA TCA-3’ (antisense) como controle interno da reag¢do e primers
que se acoplam na posi¢do do alelo mutante (M) e na respectiva posi¢do do alelo
normal (W). A mutacdo CD39 foi identificada utilizando os primers PS39W 5°-
GAC TCA AAG AAC CTC TG-3’ (antisense) e PS39M 5’-GAC TCA AAG
AAC CTC TA-3’ (antisense). Para a pesquisa da mutagdo IVS-I-110 foram
utilizados os primers TB110W 5°-GGG TGG GAA AAT AGA CC-3’ (antisense)
e TB11OM 5-GGG TGG GAA AAT AGA CT-3’ (antisense). Ja para a
identificacdo da mutagdo IVS-I-6 foram utilizados os primers IVSI6W 5° -GTC
TTG TAA CCT TGA TA- 3’(antisense) e IVSI6M 5 -GTC TTG TAA CCT
TGA TG- 3’ (antisense).

3.2.2 Metodologias para o diagnostico de G6PD
Para o diagndstico da deficiéncia de G6PD seguiram-se os seguintes
passos: Rastreamento da deficiéncia de G6PD pelo método de Brewer —>

Quantificagdo da enzima G6PD —> Identificagdo da mutagdo por PCR/RFLP.

3.2.2.1 Método de Brewer Modificado
O teste de Brewer foi utilizado para rastrear os portadores de deficiéncia
de G6PD. Nele, a metahemoglobina (ou Hb Fe™) se forma por ac¢do do nitrito

sobre a hemoglobina (Fe™?). Na presenca de azul de metileno, ocorre estimulagio
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da via da pentose fosfato com produgdo de NADPH, reconvertendo a
hemoglobina oxidada a sua forma reduzida. A velocidade de redugdo ¢

proporcional a atividade de G6PD eritrocitaria (BREWER et al., 1960).

3.2.2.2 Determinacio da Atividade Enzimatica da G6PD

Apoés a realizagdo do teste de Brewer, as amostras com suspeita de
deficiéncia de G6PD tiveram sua atividade enzimatica quantificada. O teste mede
a taxa de reducdo de NADP a NADPH quando o hemolisado ¢ incubado com
glicose-6-fosfato. A atividade enzimética ¢ expressa em ULgHb".min™ a 37°C em
pH 8,0 sendo que uma unidade de atividade enzimatica (UI) ¢ definida como a
quantidade de enzima que reduz 1 pmol de NADP' por minuto a 37°C
(BEUTLER, 1984).

3.2.2.3 Identificaciio do gendtipo de deficiéncia de G6PD

O DNA gendmico, previamente obtido pela técnica do fenol/cloroférmio
segundo Pena e colaboradores (1991), foi submetido a PCR/RFLP utilizando os
primers 5° CAG CCA CTT CTA ACC AC 3’ (sense) e 5> AAC CAG GCT GGG
GGA G 3’ (antisense) para a amplificagdo de um fragmento de 314 pb que,
posteriormente, foi submetido a digestdo com a enzima Nla Il (New England

BioLabs) (HAMEL et al., 2002; FERREIRA, 2004).

3.2.3 Dosagens bioquimicas para determinacio da peroxidacio lipidica e

capacidade antioxidante total

3.2.3.1 Dosagem de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
A dosagem plasmatica das espécies reativas ao 4acido tiobarbiturico
(TBARS) foi utilizada para avaliar a peroxidagao lipidica das amostras. O método
¢ basecado na reagdo do malondialdeido e outros aldeidos com o acido
tiobarbitirico (TBA) em pH baixo e temperatura elevada, para formar um
complexo com absor¢do maxima em 535nm. Valores até 440ng/mL sdo

considerados normais (MIHARA; UCHIYAMA, 1978; PERCARIO et al., 2004).
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3.2.3.2 Determinaciio da capacidade antioxidante em equivaléncia ao
Trolox (TEAC)

A capacidade antioxidante das amostras (TEAC) foi determinada segundo
a sua equivaléncia ao Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrameticromono-2-
carboxilico), um antioxidante andlogo sintético hidrossolivel da vitamina E. A
técnica colorimétrica ¢ baseada na reagdo entre o ABTS (2,2’-azinobis-3-
etilbenzotiazolinaacido-6-sulfonico-diamonio) com persulfato de potassio
(K2S,05) que produz o radical cation ABTSe+, cromoforo de coloragdo
verde/azul. A adi¢do de amostras contendo antioxidantes a este radical céation pré-
formado o reduz novamente a ABTS e a descoloragdo ¢ avaliada em 734nm
(MILLER et al., 1993; RE et al., 1999). Os valores de normalidade estabelecidos
no presente trabalho foram de 1,85 a 2,31mM/L.

3.2.4 Identificacio dos polimorfismos das GSTs

O DNA gendmico, previamente obtido pela técnica do fenol/cloroférmio
segundo Pena e colaboradores (1991), foi utilizado para a analise dos
polimorfismos de GSTMI, GSTTI ¢ GSTPI. Os polimorfismos para GSTMI e
GSTTI foram avaliados de forma simultanea pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) multiplex, utilizando os primers GSTMI1 sense 5° GAA CTC CCT GAA
AAG CTA AAG C 3’; GSTMI antisense 5° GTT GGG CTC AAA TAT ACG
GTG G 3’; GSTT1 sense 5> TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC 3’ e
GSTT1 antisense 5> TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA 3’. Como controle
interno da reagdo, foi amplificada uma sequéncia do gene CYPIAI com os primers
sense 5> GAA CTG CCA CTT CAG CTG TCT 3’ e antisense 5> CAG CTG CAT
TTG GAA GTG CTC 3’. Os gendtipos nulos (ambos os alelos com dele¢o) para
os genes GSTMI e GSTTI foram identificados pela auséncia dos fragmentos de
amplificacdo (ARAND et al., 1996; PINHEL et al., 2008).

O polimorfismo do gene GSTPI, resultante da transicdo de A=>G no
nucleotideo 313 do cédon 105 (Ile=> Val), foi investigado por meio da PCR/RFLP
utilizando os primer sense 105F: 5> ACC CCA GGG CTC TAT GGG AA 3’ ¢
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primer antisense 105R: 5> TGA GGG CAC AAG AAG CCC CT 3 para a
amplificagdo de um fragmento de 176 pb, posteriormente digerido com a enzima

Bsma I (New England BioLabs) (ISHII et al., 1999; PINHEL et al., 2008).

3.3 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados por meio de métodos descritivos e
inferenciais. Apos a avaliacdo da normalidade pela inspe¢do grafica dos residuos e
da homogeneidade das variancias pelo teste de Levene foram utilizados testes
paramétricos, pois as premissas foram aceitas em todas as analises. Quando as
comparagdes envolveram dois grupos foi utilizado o Teste ¢ independente e
quando a compara¢do envolveu mais de dois grupos utilizou-se a Analise de
Variancia (ANOVA), complementada pelo teste de comparagdes multiplas de
Tukey. Para a andlise das variaveis qualitativas, foi empregado o teste do qui-
quadrado (x?). Nos casos em que as premissas para a realizacdo do teste foram
violadas, utilizou-se a estimativa por maxima verossimilhanca. O software

utilizado foi o Statistica 7 e o nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05).
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4 Resultados gerais

As 46 amostras com resultado clinico prévio de talassemia beta
heterozigota foram reavaliadas pelos métodos cléssicos de triagem e a mutagdo foi
identificada por PCR alelo especifica. O valor médio de hemoglobina A, obtido
foi igual a 5,6 £0,56%, variando de 4,0 a 8,7% e de hemoglobina fetal igual a 1,34
+1,92%, variando de 0,0 a 11,0%. Na analise por biologia molecular, 18 (39%)
amostras apresentaram a mutacdo CD39 em heterozigose; 22 (48%) confirmaram
a mutagdo IVS-I-110 em heterozigose; uma (2%) apresentou a mutagdo IVS-I1-6
em heterozigose e cinco (11%) apresentaram resultado negativo para as trés
mutacdes analisadas. Essas amostras também foram submetidas ao teste de
Brewer para a triagem da deficiéncia de G6PD e o resultado foi normal para todas
elas.

O grupo com deficiéncia de G6PD foi composto a partir de um
rastreamento realizado nos 426 doadores de sangue do HEMOCENTRO de Sao
José do Rio Preto/SP ¢ em 118 individuos de uma institui¢io de ensino,
totalizando 544 amostras. Essa etapa do trabalho fez parte do projeto de conclusdo
de curso intitulado Frequéncia da Deficiéncia de Glicose-6-Fosfato
Desidrogenase na Regido Noroeste do Estado de Sdo Paulo, cujo resumo
encontra-se no anexo II. Os dados obtidos foram utilizados na elaboragdo do
artigo A importancia dos testes laboratoriais na investigacdo de hemoglobinas
variantes, talassemias e deficiéencia de G6PD em populacdo miscigenada
(Capitulo II) que foi submetido a Revista Brasileira de Hematologia e
Hemoterapia.

Apo0s o rastreamento dos portadores de talassemia beta heterozigota e dos
portadores de deficiéncia de G6PD, bem como a identificacdo das mutagdes para
as respectivas alteragdes, foi analisada a peroxidacdo lipidica e a capacidade
antioxidante de ambos os grupos, comparando-os com um grupo controle. Este foi
constituido por 81 amostras, selecionadas aleatoriamente a partir das 544 amostras
tendo como critério apresentar resultado normal nos testes para

hemoglobinopatias, deficiéncia de G6PD e analise de TBARS.
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Os resultados referentes ao estresse oxidativo na talassemia beta
heterozigota gerou o artigo intitulado Peroxidagcdo lipidica e capacidade
antioxidante na talassemia beta heterozigota: influéncia das mutagées CD39 e
1VS-1-110 (Capitulo III) que sera traduzido para a versdo em inglés e submetido a
revista “Free Radical Research”. A partir dos resultados obtidos na analise do
estresse oxidativo na deficiéncia de G6PD foi elaborado o artigo Lipid
peroxidation and antioxidant capacity in G6PD-deficient individuals with A-
(202G> A) mutation (Capitulo IV) que foi aceito para publicagdo na Genetics and
Molecular Research.

Os polimorfismos das GSTs: GSTM1, GSTTI e GSTPI foram avaliados
nos grupos com talassemia beta heterozigota, com deficiéncia de G6PD e no
controle. Os resultados obtidos estdo apresentados no artigo Avaliagdo dos
polimorfismos da glutationa S-transferase na talassemia beta heterozigota e na
deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (Capitulo V) que apds a elaboracio
da versdo em inglés, sera submetido a Free Radical Biology and Medicine.

Associando os valores de TBARS e TEAC com os polimorfismos
encontrados, verificou-se que para os grupos com talassemia beta heterozigota e
controle, que apresentaram frequéncia elevada do gendtipo nulo para GSTM1I, nao
houve influéncia desse polimorfismo nos valores de ambos os pardmetros
(p>0,18, Teste ¢ independente). Para o genotipo GSTMI+/GSTTI+ que
apresentou frequéncia elevada no grupo com deficiéncia de G6PD, também nao se
observou influéncia da presenca de ambos os polimorfismos sobre os valores de
TBARS e TEAC (p>0,65, Teste ¢ independente). Além disso, o grupo com
deficiéncia de G6PD apresentou alta frequéncia de homozigotos mutantes para o
genotipo GSTPI. No entanto, ndo houve diferenca nos valores de TBARS e
TEAC comparados entre os homozigotos selvagens, heterozigotos e homozigotos

mutantes (p>0,78, ANOVA).



Capitulo II

Este artigo foi submetido a Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia.
Fator de impacto: 0,16.
Qualis: B4.
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Resumo

Dentre as causas de anemias hemoliticas destacam-se as hemoglobinopatias, que
incluem as hemoglobinas (Hb) variantes e as talassemias, e as enzimopatias,
sendo a deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), a mais freqiiente
delas. Considerando a alta prevaléncia dessas alteragdes e a caracteristica
miscigenada da populacdo brasileira, objetivou-se neste trabalho investigar a
frequéncia dessas afeccOes genéticas, correlacionando-as com a etnia dos
portadores € com a importancia das metodologias nos testes de diagnostico
laboratorial de rotina. Foram analisadas 544 amostras de sangue periférico,
colhidas apo6s consentimento informado, de individuos entre 16 e 65 anos,
incluindo 426 doadores de sangue ¢ 118 de individuos de uma institui¢do de
ensino. As amostras foram primeiramente submetidas aos métodos classicos de
triagem, para hemoglobinopatias e deficiéncia de G6PD, com posterior
confirmacdo por metodologias complementares e especificas. Para hemoglobinas,
foram encontradas 15 (2,77%) amostras com fenotipo de talassemia beta
heterozigota, alteragdo de origem mediterranea; 12 (2,19%) com hemoglobinas
variantes em heterozigose, incluindo as Hb S, Hb C, ambas de origem aftricana, e
a Hb Hasharon, variante de origem européia. Para a deficiéncia de G6PD foi
encontrada frequéncia de 3,86%, com 81,48% das amostras apresentando a
mutagdo A-202 (G>A), de origem africana. Os diferentes fenotipos de
hemoglobinas anormais, bem como a alta frequéncia da deficiéncia de G6PD em
grupo populacional miscigenado, reforgam a importancia da investiga¢do dessas

afecgoes hereditarias com a devida confirmagao laboratorial.

Palavras-chave: Hemoglobinas variantes, Talassemias, Deficiéncia de G6PD,

Frequéncia, Populagdo brasileira, Diagndstico laboratorial
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Abstract

The hemoglobin variants and thalassemias, as well as glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PD) deficiency can result in hemolytic anemia. Considering
the high prevalence of these genetic disorders and the Brazilian population with
high admixture, this study aimed investigate the genetic disorders frequency,
correlating with the ethnic origins and the importance of diagnostic tests. Were
analyzed 544 peripheral blood samples from individuals between 16 and 65 years
old, including 426 blood donors and 118 students from an educational institution.
The samples were evaluated by traditional methods for hemoglobinopathies and
G6PD  deficiency, with confirmation by specific methodologies. For
hemoglobinopathies, were founded 15 (2.77%) samples with beta thalassemia
heterozygote, 12 (2.19%) with hemoglobin variants, including Hb S and Hb C,
both African mutation and Hb Hasharon, European variant. For G6PD deficiency
was founded a frequency of 3.86% with 81.48% of samples showing the mutation
A-202 (G> A), an African mutation. Different hemoglobinopathies, high G6PD
deficiency frequency and miscigenated population reinforce the importance of

hereditary diseases research with appropriate laboratory confirmation.

Palavras-chave: Hemoglobin variants, Thalassemias, G6PD deficiency,

Frequency, Brazilian population, Laboratorial diagnostic
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Introducéo

As hemoglobinopatias podem ser resultantes de mutacdes que promovem
desequilibrio no conteudo quantitativo das cadeias polipeptidicas causando as
talassemias, ou ainda, serem originadas por alteracdes envolvendo genes
estruturais que levam a formag¢do de moléculas de hemoglobina (Hb) com
caracteristicas bioquimicas diferentes das Hb normais, denominadas Hb
variantes." As hemoglobinopatias apresentam alta prevaléncia, constituindo um
problema de satde publica no mundo, inclusive no Brasil. Seu diagndstico
permite melhora na qualidade de vida dos portadores, pela ado¢cdo de medidas
profilaticas e terapéuticas, além de orientagdo genética adequada.””

A deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) é a enzimopatia
mais comum no mundo. A alteracdo resulta de mutagdes que afetam a expressdo
normal da enzima, que catalisa a primeira etapa da via metabdlica do ciclo das
pentoses, permitindo a reducdo de NADP em NADPH, utilizado para a
manuten¢do de enzimas antioxidantes, como a catalase. A deficiéncia de G6PD
torna os eritrocitos mais vulneraveis aos efeitos nocivos dos agentes oxidantes,
como drogas antimalaricas, analgésicos compostos por acido acetilsalicilico e
sulfonas. O diagndstico da deficiéncia de G6PD permite alertar os portadores
sobre os riscos de crises hemoliticas.*’

Considerando a alta prevaléncia dessas afec¢des genéticas e a
caracteristica miscigenada da populacdo brasileira, incorporando povos de
diversas origens étnicas ao longo da sua histdria, consideramos de grande
relevancia a investigacdo laboratorial adequada, visando a identificagdo e
orientacdo dos portadores. As hemoglobinopatias e a deficiéncia de G6PD
constituem ainda um importante marcador genético de etnias e populagdes, sendo
Giteis nos estudos populacionais.”’ Dessa forma, neste trabalho realizamos o
rastreamento de hemoglobinas anormais e de deficiéncia de G6PD em individuos
sem sintomas clinicos, associando os achados as diferentes etnias, avaliando
também as metodologias de diagnostico utilizadas e disponiveis na rotina

laboratorial.
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Casuistica e Métodos

Foram analisadas 544 amostras de sangue periférico, colhidas apods
consentimento informado, de individuos com idade entre 16 ¢ 85 anos, sendo 346
(63,60%) homens e 198 (36,40%) mulheres. Segundo a etnia, 382 (70,22%) foram
caucasodides, 74 (13,60%) afro-descendentes e 88 (16,18%) de diversas origens
étnicas, incluindo orientais ¢ cruzamentos entre caucasoides e afro-descendentes.
Do total avaliado, 426 amostras foram provenientes do Hemocentro de Sdo José
do Rio Preto, que recebe doadores de diferentes cidades da regido noroeste do
Estado de Sao Paulo e 118 de estudantes universitarios.

As amostras foram submetidas aos testes de triagem para
hemoglobinopatias que consistiram de eletroforese de hemoglobina em pH 8,6 e
pH 6,2,*° as quais permitem a separagio das Hb normais e grande parte das
anormais, € Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) em Sistema
automatizado Variant (Bio-Rad)."

Para a triagem da deficiéncia de G6PD as amostras foram avaliadas pelo
método qualitativo de Brewer (1960), o qual ¢ baseado na formagdo de
metaemoglobina (Fe™) por agdo oxidativa do nitrito sobre a hemoglobina (F e™).
Na presenca de azul de metileno, ocorre estimulacdo da via da pentose fosfato
com producdo de NADPH, reconvertendo a hemoglobina oxidada a sua forma
reduzida. A velocidade de redugdo € proporcional a atividade de G6PD
eritrocitaria. No entanto, o teste ndo é especifico para deficiéncia de G6PD."

A atividade da G6PD foi determinada para os casos positivos na triagem,
utilizando o método preconizado por Beutler (1984), que mede a taxa de reducéo
de NADP a NADPH quando um hemolisado ¢ incubado com glicose-6-fosfato. A
atividade enzimatica é expressa em ULgHb'.min" a 37°C em pH 8,0 sendo uma
unidade de atividade enzimatica (UI) definida como a quantidade de enzima que
reduz 1 pmol de NADP™ por minuto a 37°C."

Para a pesquisa das mutagdes genéticas, por biologia molecular, o DNA
gendmico das amostras foi extraido pelo método do fenol/cloroférmio. A técnica
consiste no uso de tampdes de lise para o rompimento dos eritrécitos e dos

globulos brancos. Durante a extracdo organica, as proteinas contaminantes sao
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desnaturadas e mantidas na fase organica ou na interface entre as fases organica e
aquosa, enquanto que os acidos nucléicos permanecem na fase aquosa. Durante a
precipitacdo com etanol, os sais e outros solutos como os residuos da extragdo
fenol/cloroférmio permanecem em solugdo, enquanto os acidos nucléicos formam
um precipitado que ¢ separado por centrifugagdo."

Para a realizagdo da PCR-RFLP para a pesquisa da Hb Hasharon foi
utilizado o primer sense L H1: 5 AGG CCC TGG AGA GGT GAG 3’ e o primer
antisense LH2: 5> GGA GCT GTG CAG AGA AGA GG 3’, amplificando um
fragmento de 481 pb. O processo de amplificacdo consistiu de uma desnaturagdo
prévia de 95°C por cinco minutos, acrescida de 35 ciclos de 95°C por 45
segundos, 61°C por um minuto, 72°C por um minuto, seguida de uma extensio
final a 72°C por 10 minutos. A digestdo enzimatica foi realizada com a enzima
Taq I (New England BioLabs). Como a mutagdo (GAC>CAC) elimina um sitio de
restricdo da enzima (tcga), o alelo normal gera trés fragmentos de 189 pb, 175 pb
e 117 pb e, 0 alelo mutante gera dois, um de 364 pb ¢ outro de 117 pb."*

Para a pesquisa da mutagdo A-202(G>A) para a deficiéncia de G6PD, por
PCR-RFLP, foi utilizado o primer sense 5> CAG CCA CTT CTA ACCAC3’¢eo
primer antisense 5° AAC CAG GCT GGG GGA G 3°, amplificando um
fragmento de 314 pb. O processo de amplificagdo foi realizado por uma
desnaturagdo prévia de 94°C por cinco minutos, acrescida de 35 ciclos de 94°C
por um minuto, 55°C por um minuto, 72°C por 50 segundos, seguida de uma
extensdo final a 72°C por cinco minutos. Apds a digestdo com a enzima Nla 1]
(New England BioLabs), o alelo normal gera um fragmento de 314 pb e o alelo

mutante dois fragmentos, um de 218 pb e outro de 96 pb.'*'®

Resultados

Nos testes de triagem para hemoglobinopatias, foram encontradas 31
(5,70%) amostras com resultado alterado, sendo 15 (2,77%) com fendtipo de
talassemia beta heterozigota; 12 (2,19%) com hemoglobinas variantes em
heterozigose e quatro (0,74%) com hemoglobina fetal acima dos valores de

normalidade. Os resultados dos perfis de hemoglobinas estdo apresentados na
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Tabela 1. O fenotipo de talassemia beta foi avaliado pelos valores da Hb A,
morfologia eritrocitaria e resisténcia osmética em NaCl a 0,36%_ As Hb S e Hb C
foram identificadas por meio da associacdo dos resultados eletroforéticos e
cromatograficos, ndo sendo realizada a confirmag@o por biologia molecular, por
apresentarem padrdo bem definido pelas metodologias de diagndstico utilizadas.
A Hb Hasharon, uma variante “S-like”, foi identificada pela associa¢do de
metodologias classicas, mas também confirmada por PCR/RFLP, devido a co-

migracdo de fracdes.

Tabela 1: Perfis de hemoglobinas observados nas 544 amostras de sangue

analisadas.

Fendtipo N Valor percentual
Hb AA, aumentada 13 2,40%
Hb AA, aumentada + Hb F 2 0,37%
Hb AS 9 1,65%
Hb ASF 1 0,18%
Hb AC 1 0,18%
Hb AHasharon 1 0,18%
Hb AA+F 4 0,74%
Hb AA 513 94,30%
Total 544 100%

N= Numero de amostras

Para o rastreamento da deficiéncia de G6PD, as amostras foram avaliadas,
primeiramente pelo teste de Brewer (1960). Das 544 amostras, 20 (3,68%)
apresentaram resultado positivo, sendo seis do género feminino e 14 do género
masculino; 37 (6,80%) apresentaram resultado de coloracdo intermedidria (entre
positivo e negativo), sendo classificado como duvidoso. Destas, 15 eram do
género feminino e 22 do género masculino. Nas 487 (89,52%) amostras restantes,

o resultado foi negativo. Como esse ¢ um método colorimétrico pouco sensivel, ¢
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comum a presen¢a de resultados intermedidrios. Na Tabela 2 foi relacionado a

positividade do teste segundo o género e a origem da amostra.

Tabela 2: Positividade no teste de Brewer segundo o género e a origem da

amostragem.
Género Feminino Género Masculino
Resultado Positivo Intermediario Positivo Intermediario
HEMOCENTRO 3 11 12 22
Institui¢do de ensino 3 4 2 0
Total 6 15 14 22

As amostras que apresentaram resultado positivo € duvidoso no teste de
triagem foram submetidas ao teste de Beutler (1984), para determinar a real
atividade da enzima GO6PD. Para a realizacdo do presente estudo, foram
estabelecidos valores de normalidade sob as condi¢des de analise laboratorial
local e grupo populacional, por meio da determinagdo da atividade enzimatica de
45 amostras que apresentaram perfis normais na triagem de G6PD. O resultado
variou de 8,03 a 14,80 UI.gHb'l.min'1 a 37°C, intervalo esse utilizado como
referéncia normal para esse grupo, regionalmente estabelecido.

Das 57 amostras com suspeita da deficiéncia de G6PD, foi confirmada a
deficiéncia enzimatica em 27, sendo todas as 20 com resultado prévio positivo no
teste de triagem, e em sete das 37 que apresentaram resultado duvidoso. Assim,
foi encontrado um indice de positividade no teste de 47% e a porcentagem de erro
foi de 53%. A frequéncia da deficiéncia de G6PD para o grupo avaliado foi igual
a 4,96% e retirando deste grupo seis individuos aparentados, a real frequéncia
obtida foi de 3,86%. Considerando apenas o conjunto amostral constituido pelos
doadores de sangue, do género masculino, foram encontradas 14 amostras com
deficiéncia de G6PD, correspondendo a 4,59%.

Segundo a etnia, 62,96% foram ndo caucasdides, com 44,44% tendo
origem afro-descendente. Avaliando a mutagdo A-202 (G>A) nas 27 amostras

com deficiéncia de G6PD, foi confirmada a presenga em 22 delas, o que
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corresponde a 81,48% do grupo com deficiéncia de GO6PD e a 4,04% da casuistica
de estudo. Destacamos ainda que, em uma amostra do género feminino, verificou-
se a presen¢a da mutacdo A-202 (G>A) para G6PD associada a Hb S e com Hb F
aumentada, e em outra do género masculino, associagdo com Hb F acima da

normalidade, ambas provenientes da Institui¢do de ensino.

Discusséo

Nos resultados dos testes laboratoriais de diagndstico para
hemoglobinopatias, a alteracdo mais comum foi a talassemia beta heterozigota, na
qual a maioria das mutagdes ¢ de origem mediterranea, seguida pelas Hb S e Hb C
em heterozigose, mutacdes de origem africana.'” Vale destacar, que para a
presenca da Hb Hasharon, variante de origem européia, que migra na mesma
posicdo da Hb S em eletroforese em pH alcalino, sdo necessérios testes
complementares, como a eletroforese em pH acido, HPLC e analise molecular,
para a confirmagdo da sua presenca.'® As hemoglobinas anormais encontradas
reforcam a importancia do rastreamento das afec¢des hereditarias das globinas, e
do diagnoéstico adequado, principalmente para as Hb variantes com co-migracio
eletroforética, visando a orientagdo genética aos portadores, em grupos
miscigenados.™’

Conside