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Dentre as doencas hematolOgicas hereditérias, as mais comuns e
difundidass no mundo s as hemoglobinopatias. Compreendem um grupo
complexo de anemias hereditérias, destacando-se a anemia fdciforme e as
talassemias como as mais freglientes. Em paises onde a incidéncia € dta tornam-
s um problema de salde publica Estima-se que 7% da populacd mundid sfo
portadores de tais disturbios e peo menos 300.000 a 400.000 nascimentos a cada
ano, gpresentam as formas severas dessas patologias (Weetherdl & Clegg, 2001).

A dta prevaéncia destas dteracBes em certas regides pode ser
explicada pela dispersio da populacdo por forca do efeito seletivo da madéia ou
introducéo pela imigracdo de uma populacéo afetada. A sdecdo de heterozigotos
em &eas maarigenas pode explicar as eevadas frequiéncias de hemoglobinopatias
em paises da regizo do Mediterraneo, Oriente Médio, Sudoeste da Asia e Africa,
enquanto que a imigracdo espontdnea ou forcada seria responsavel por sua
ocorréncia nos paises do Novo Mundo, incluindo o Brasil (Zago, 1986).

O Brasl é um pais dtamente miscigenado e agpresenta intensa
heterogeneidade entre seus estados (Sdzano & Frere-Maia, 1967). Essa
heterogeneidade € devida ao padréo peculiar de colonizacdo desses locais, uma
vez que vaiou 0 nimero de individuos que compuseram o estoque genético de
cada grupamento énico parenta. A regido Norte, por exemplo, é a que exibe a
maior contribuicdo amerindia, enquanto que no Sul do pais é observada maior
propor¢cdo de caucasbides (Carvalho-Silva et al., 2001). Assm, a incidéncia das
hemoglobinopatias difere de uma regido para outra de acordo com a populagéo
colonizadora

As hemoglobinopatias sd0 decorrentes de adteracBes na sintese
de hemoglobinas e compreendem principdmente os defeitos edruturais e
quantitativos dos aminoacidos que compde as cadeias de globina. As primeiras
resultam na producéo de uma hemoglobina com estrutura anormal, as variantes de

hemoglobina As dteracfes quantitativas resultam em reducdo na sintese de uma
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das cadeias globinicas, originando as talassemias, que sfo classficadas de acordo
com a cadela afetada

As duas hemoglobinas variantes mais freglentes na populacéo
brasileira s5o a hemoglobina S e a hemoglobina C, ambas de origem africana. As
talassemias do tipo beta, diagnosticadas em nossa populacdo, tém origem nos
povos provenientes das regies do mediterraneo, principdmente itdianos (Hutz &
Sdzano, 1983; Bonini-Domingos, 1993; Naoum, 1997).

Através do estudo das hemoglobinas anormais em diferentes
grupos populacionais foi possivel a identificacd de mais de 700 variantes de
hemoglobinas e mais de trés centenas de tipos de talassemias, fornecendo dados
importantes sobre a acdo da sdecdo naurd, mistigenacdo racid e migragoes
humanas (Weatherall & Clegg, 1981; Sdzano, 1986; Honig & Adams IlI, 1986;
IHIC, 1996).

|.1. Gené&tica e Estrutura das Hemoglobinas

A hemoglobina é uma proteina globular oligomérica de peso
molecular 64.458 ddtons, sintetizada nos eritroblastos policromatéfilos e nos
ortocrométicos, cuja principad funcéo € transportar oxigénio dos pulmdfes para 0s
tecidos e gés carbdnico no sentido inverso. Estruturdmente é formada por dois
pares de cadeias polipeptidicas que interagem entre S. Duas das cadeias que
paticipam da formacdo do tetrdmero possuem 141 aminoécidos cada, e sfo
denominadas tipo afa, e as outras duas, que possuem 146 aminoécidos cada, S0
denominadas tipo beta. Cada cadeia polipeptidica denominada globina, esta ligada
a um grupo prostético tetrgpirrdlico, chamado heme que contém o &omo de ferro
no etado feroso e que da cor vermelha a hemoglobina (Lehninger, 1995;
Champe & Harvey, 1996).
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As cadeias globinicas sBo sintetizadas por um ou Mas genes
edruturais pertencentes a dois clusters génicos localizados em cromossomos
diferentes (Lewin, 2000).

As cadeias do tipo beta sGo gntetizadas por genes localizados no
braco curto do cromossomo 11, na regido 11pl5 que se estende por
goroximadamente 60 Kb, sendo cinco genes funcionais. épsilon, gama-glicing,
gana-danina, ddta e beta (e, ¢°, g*, d e b) e um pseudogene psi-beta (Y b)
(Shelton et al., 1997). Os pseudogenes possuem sequéncia homologa aos genes
aivos mas ndo sio funcionais. O gene e, expresso na fase embrionaria, esta
distante 15 Kb do gene ¢°. Os genes ¢° e g* diferem em gpenas um aminoécido
na posicao 136, estéo distantes entre s 3,5 Kb e possuem expressdo caracteristica
do periodo fetal. O gene d, distante do g” por 14 Kb, e 0 gene b, distante 5,4 Kb
do gene d, comecam a ser codificados ainda no periodo feta e se expressam em
sua plenitude seis meses gpds 0 nascimento (Honig & Adams II1, 1986; Bonini-
Domingos, 1993) (Figura 1).

\]1}}15.5
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Figura 1 - lludracé do cluster beta e suas respectivas locdizagbes
cromaossomicas (modificado do site http://globin.cse.psu.edw/)

Cada um dos genes do cluster beta consste de um segmento na
regido promotora 5, uma pequena regido ndo traduzida (UTR), codons de
indacdo, éxons e introns (IVS), codon de terminacdo, uma UTR 3 e sind de pali
adenilacdo (Huisman et al., 1997).
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A regido promotora do gene da beta globina, esta locdizada na
extremidade 5 da regido codificadora e apresenta véias seguéncias de
nucleotideos conservadas e gparentemente envolvidas no controle da transcric&o.
A primera é caracterizada por ser rica em nucleotideos adenina e timina sendo
denominada TATA box. A segunda seguéncia conservada € condituida de
nucleotideos GGC/TCAATCT, denominada CAT box, e encontrase duplicada
nos genes g, e a sequéncia CCACCCT, duplicada no gene b (Benoigt et al., 1980;
Efgradiadis et al., 1980; Dierks et al., 1981; Charnay et a, 1985).

Através dos estudos das regibes promotoras dos genes das
globinas foi possivel 0 esclarecimento de aguns mecanismos normais do controle
da transcricdo génica. AlteracBes em um  Unico nucleotideo nas regides
promotoras podem interferir na ligacdo DNA-proteing, resultando em distirbios
da produgéo génica como as talassemias (Mitchdl & Tjan, 1989). O controle da
expressio génica pode ser redizado por outros locais especificos, como o0s
“intengficadores’, que atuam de modo independente da sua posicdo em rdacdo a
regido promotora (Khoury & Gruss, 1983; Gruss et al., 1984).

Outra regido fundamenta para o controle da expressdo dos
genes do complexo beta € a regido controladora do lécus (LCR), ilustrada na
figura 1. A LCR é uma regido reguladora que se estende por 20 Kb na posicéo 5’
anterior a0 gene e. Caracteriza-se por apresentar cinco sitios sensivels a digestéo
da DNase |, identificados por HS e numerados de 1 a 5. A figura ilustra 2 os
principais sitios HS conservados em mamiferos e sua interacd com fatores de
transcrigéo (Jackson et al., 1996).
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HFEZ @ATAY -
“EAC yys UBE  mal

Figura 2. Principais sitios HS da LCR conservados em mamiferos e sua reacéo
com dStios paa faores de  transcricdo  (modificedo  do  Ste
http://globin.cse.psu.edu).

A LCR é exclusva das familias dos genes da globina beta e
regula a sintese de cadeias de acordo com o desenvolvimento humano (Behringer
et al., 1987; Blom Van Assenddft et al., 1989; Enver et a, 1990; Hanscombe et
al., 1991; Raich et al., 1992). Edta regido apresenta propriedades tais como: criar
uma abertura cromossomal mais acessivel aos fatores de transcricdo de a&o trans
(Langdnon & Kaufman, 1998); dterar a edtrutura cromainica e o padrdo e
replicacdo do DNA em sequiéncias que se estendem por gproximadamente 200 Kb
(Forrester et al., 1990); interagir com cada gene da globina (Blom Van Assenddft
et al., 1989; Enver et al., 1990).

As cadeias do tipo afa sdo codificadas por genes especificos
gue se estendem por uma regido de 28 Kb, na seqiéncia 5'-3', no brago curto do
cromossomo 16 na regido 16pl13.3 (Honig & Adams I11, 1986; Bonini-Domingos,
1993). O complexo génico do cluster dfa compreende trés genes funcionas
genes zeta, dfa 2 e dfa 1; trés pseudogenes. ps zeta, ps dfa2 e ps dfal e um
gene de funcdo indeterminada denominado teta (z, yz, ya, ya, az ai, Q)
(Bonini-Domingos, 1993). A figura 3 ilustra o arranjo dos genes e a locdizacéo

cromossdmica do cluster.
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FHgura 3: Representacdo esquemdéica do cluster dfa (modificado do dte
http://globin.cse.psu.edw).

O gene z; € expreso durante as primeiras cinco semanas de vida
intrauterina. A partir da sexta semana de vida intra-utering, a sintese de cadeia
Zeta decresce, € 0s genes a; e a, S0 ativados e atuardo durante o periodo fetd e
adulto. Os genes a estdo separados por uma regido de aproximadamente 3 Kb, séo
homdlogos, codificam proteinas idénticas e participam da composicdo de quase
todas as hemoglobinas (Honig & Adams i1, 1986).

Os genes do complexo génico dfa sdo separados por cinco
regides edruturdmente hipervariavels (HVRs — Hypervariable regions). Cada
uma dessas regifes € composta de multiplos segmentos repetitivos de pequenas
sequéncias ricas em GC, agpresentando tamanho variavel de 17 a 57 pb. Técnicas
de dta resolucdo identificaram mlitiplos deos de cada uma dessas regides HVR
sendo dtamente polimorficos em  determinadas  populacfes, entretanto, esses
polimorfismos parecem ndo apresentar conseqUéncias para a expressao dos genes
dfa (Rucknegd et al., 1978; Liebhaber, 1989; Higgs et al., 1989; Bonini-
Domingos, 1993).

Na extremidade 5, h& agproximadamente 40 Kb a montante do
cluster dfa encontrase uma regid denominada HS-40. Essa regido €

hipersensivel a enzima DNase e um sitio de unido para fatores de transcricdo. Sua
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integridade € essenciad para a expressdo dos genes deste cluster (Waye & Chui,
2001).

As moléculas didintas de hemoglobina resultam da combinacéo
entre as cadeias tipo dfa e tipo beta e em ambos os complexos génicos, 0s genes
estéo arranjados na seqiiéncia 5'-3', na mesma ordem em que Sdo ativados durante
as diferentes fases do desenvolvimento humano. A producéo de hemoglobina
segundo as fases do desenvolvimento, pode ser explicadas por mudancas
adaptativas relacionadas a disponibilidade de oxigénio durante o desenvolvimento
do organismo (Honig & AdamslIl, 1986).

Apés a sintese das cadeias dfa e beta, estas se combinam com o
grupo heme para formar a molécula funciond de hemoglobina Na molécula de
DNA ha regifes reguladoras, envolvidas em assegurar que as cadelas globinicas
sgiam produzidas em quantidades adequadas, em certos tecidos, e no tempo certo
do desenvolvimento, envolvendo as regides LCR no cluster beta e HS no cluster
dfa(Weatheral, 1997).

I. 2. Hemoglobinas e as fases do desenvolvimento humano

O pareamento entre as cadeias globinicas do tipo dfa e do tipo
beta resultan em diferentes tipos de hemoglobina A diferenciagcéo entre eas
ocorre em decorréncia das caracteristicas  fisco-quimicas e  mobilidades
eetroforéticas digtintas. Suas fungBes sdo marcantes desde os primeiros dias de
gestacdo, adaptando-se a0 congtante desenvolvimento do embrido e do feto, até
edabiliza-se por volta dos ses meses apés 0 nascimento. A priméra
hemoglobina a ser dntetizada € a hemoglobina embrionaia Gower 1, que
predomina nas quatro semanas inicias. Até a décima segunda semana estdo
presentes as hemoglobinas Portland e hemoglobina Gower 2. ApGs este periodo
ndo ocorre mais sintese das hemoglobinas embrion&ias, que podem estar
presentes, no entanto, em pequenas quantidades em recém-nascidos normais, ou

em grande quantidade em criangas com aberracdes cromossdmicas, como no caso
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da trissomia do cromossomo 13 (Hdler, 1968; Boussos & Bertles, 1982; Honig
& AdamslIl, 1986).

A dntese da hemoglobina Fetd (Hb F) inicia-se anda no
periodo embrionario, subdtituindo gradativamente as hemoglobinas embrionérias,
e aingindo sua plenitude por volta do terceiro més de gestacén. A hemoglobina A
(Hb A) comeca a s dntetizada a partir da décima semana de gestacéo,
mantendo-se em nivels ndo superiores a 10% por volta da triggsma semana. As
hemoglobinas caracteristicas do periodo fetd sdo as Hb F (90-100%), Hb A (O-
10%) e hemoglobina Az (Hb A2) (0-1%) (Weatheral, 1997).

Apbs 0 nascimento, as Hb F e Hb A gpresentam concentracdes
proximes de 80 e 20%, respectivamente. As sinteses desses dois tipos de
hemoglobina invertem-se rapidamente até se estabilizarem por volta do sexto més
gpds 0 nascimento. A sintese da Hb A, € iniciada no find do periodo fetd, e
também se estabiliza por volta do sexto més de vida (Wesatherdl & Clegg, 1981).

Segundo a composicédo de suas cadelas, as hemoglobinas
normais no adulto, podem ser representadas como hemoglobina A (azby), com
concentracdes proximas a 96%-98%; Hb A, (a»d,), com 2,5%-3,5% e Hb F (a;
@), com 0%-1%. O individuo com hemoglobinas normais é cdassficado como
portador de hemoglobinas AA, devido ab maior componente hemoglobinico
presente. A figura 4 ilustra a ontogenia das hemoglobinas humanas.
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Porcentagem total da sintese de
hemoglobina

12}

& 3 Nascimento 3 g o 15

Figura 4: Representagd0 esquemética da ontogenia das hemoglobinas humanas
(modificado de Wegtherall, 1997).

I.3. Hemoglobinas Anormais

1.3.1. Variantes

As hemoglobinas variantes goresentam  fundamentalmente
dteractes envolvendo genes edruturais, que promovem a formacdo de moléculas
de hemoglobina com caracteridticas fisco-quimicas diferentes das hemoglobinas
normais. A maoria das vaiantes € originada por smples subdituicdes de
aminoécidos, resultantes de mudangas nas sequéncias dos nucleotideos. Mais de
Setecentas variantes ja foram identificadas, onde os exemplos mais conhecidos sfo
a hemoglobina S e a hemoglobina C, ambas de origem africana (Wegtherdl &
Clegg, 2001).

A hemoglobina S que em homozigose causa a anemia
fdciforme, é determinada por uma dteracdo na posicdo seis da cadeia de beta
globing, levando a subgtituicdo de um &cido glutamico, de carga negativa, por
uma vdina de carga neutra Como consequéncia, tem-se a producdo de uma
proteina estruturamente anorma, a Hb S, que em dtuacfes de baixa tensdo de

oXxigénio elou na dteracdo do pH apresenta polimerizacdo, levando a deformacao
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do eitrocito tornando-o rigido, sem eadicidade e capaz de desencadear
fendOmenos obdrutivos com conseqiiente isquemia e infato tecidud (Hoffman et
al, 1991).

A hemoglobina C € uma hemoglobina anorma originada pda
subdtituicdo do &cido glutdmico pela lisna na podcdo seis da cadela de beta
globina Essa subdtituicdo torna as células dteradas mais rigidas que as normals,
podendo ocorrer fragmentacdo das mesmas na corrente circulatéria (Modiano et
al., 2001). Os portadores heterozigotos ndo agpresentam anemia, e a andise
eritrocitéria pode apresentar cdulas em dvo. O diagnéstico destes individuos é
importante do ponto de vista do aconsdhamento genético, pois a associacdo desta
vaiante com a hemoglobina S ou taassemias e em homozigose, gpresenta
dteracOes clinicas detectaveilss O estado homozigoto para hemoglobina C é

caracterizado por anemia hemolitica de intensdade variavel (Barreto, 1992).

|. 3.2. Talassemias

Em 1936, Whippler e Bradford utilizaram pea primera vez o
termo tadassemia para desgnar uma anemia adtamente incidente na regido do Mar
Mediterraneo, descrita anteriormente por Cooley & Lee, em 1925, em quatro
criangas descendentes de italianos e gregos, que gpresentavam anemia grave, com
aumento do baco e deformidades dsseas da face e do cranio, ressténcia osmatica
dos eritrocitos aumentada e leucocitose (Bonini-Domingos, 1993; Naoum, 1997).

Com a caracterizacéo detroforética da Hb S por Pauling, em
1949, teve inicio a invedtigacdo das dteracdes hemoglobinicas relacionadas as
tdassemias, culminando com sua cdassficagé entre as  hemoglobinopatias
hereditarias. Estudos seguintes definiram as talassemias como grupos especiais de
dteracOes hemoglobinicas abrangendo diversos enfoques clinicos e genéticos
(Naoum, 1997).

As tdassemias compreendem os distirbios genéticos da sintese
de hemoglobina caracterizados por reducdo parcid ou tota na producdo de uma
ou mais cadeias polipeptidicas de globina Essa redug@o provoca um desequilibrio
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entre os diferentes tipos de globina resultando no desenvolvimento de uma anemia
microcitica e hipocrbmica De acordo com a cadeia globinica dfetada, as
talassemias podem ser classficadas como: dfa beta, deta, deltabeta, e gama-
delta-beta, entretanto, as talassemias dfa e beta sGo condderadas as mais
importantes do ponto de vista da salide publica, e as mais freqlientes em todo o
mundo (Westherdl & Clegg, 2001).

Nos paises em desenvolvimento, a melhoria das condigfes
socio-econdmicas diadas a diminuicdo da mortdidade infantil devido a infeccé@o
e ma nutricdo, permitiu que criangas com taassemia que morriam muito cedo,
sobrevivam e necessitem de tratamento adequado, aumentando assm o nlimero de
casos diagnosticados e destacando a importancia do estudo destas ateragOes
genéticas (Weatherdl, 1997).

No Brasl, os tipos de tdassemia mais prevaentes sfo as
tdassemias dfa e beta que s2 manifestam em heterozigose, homozigose e formas
interativas. O nimero de individuos afetados varia segundo a origem racid do
grupo populaciond analisado.

1.3.2.a. Talassemia do Tipo Beta

Uma das doengcas monogénicas mas comum identificada e
estudada por vérias décadas € a taassemia beta. Congtitui um grupo heterogéneo
de distirbios genéticos da sintese de hemoglobina com origem na regid do
Mediterrdneo, espalhando-se pela Africa, através do Meio Oeste, subcontinente
indiano, sudeste da Asia, Mdésia e ilhas do Pecifico (Wesatherall & Clegg, 2001).
Em virtude do fluxo de migragd das populacdes, a tdassemia beta pode ser
encontrada em todos os continentes, estimando-se mais de 100.000 pacientes
vivendo com esta doenga no mundo (Capdlini et al., 2000). O modo de heranca
das tdassemias, assm como de outras hemoglobinopatias, € autossdmico
recessivo sendo necessaio dois genes anormais de globina beta para produzir o
fendtipo clinicamente detectével (Thein et al., 1990).
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Através de técnicas de biologia molecular foi  possive
identificar mais de 200 diferentes mutacOes no gene da beta globina que podem
ocasionar tadassemia beta, com ausincia (b° taassemia) ou reducdo (b*
tdassemia) das cadelas de beta globina Esse defeito resulta em diminuicdo na
sintese da @deia de beta globina e conseguiente excesso da cadeia de dfa globina,
gque se combina com as cadeias deta e gama, contribuindo para o aumento das
hemoglobinas A, e F, respectivamente (Ko et al., 1998, Weatheral & Clegg,
2001).

Deve-se ressaltar que 0 mecanismo gerador da talassemia beta
muitas vezes interfere na sintese de cadela gama, podendo envolver também o
gene para a cadeia delta, como nas talassemias delta-beta, onde os valores de Hb F
e/ou Hb A, etéo indterados ou diminuidos (Honig & Adamslll, 1986).

A taassemia beta pode ser causada por mutagcdo em ponto,
deecdd ou insercdo de poucos nucleotideos, resultando num decréscimo da
transcricéo, incapacidade de iniciagdo da traducdo, processamento anorma de
RNA, mariz de ldtura, terminacdo prematura e producéo de hemoglobinas
ingtéveis (Hattori, 1999).

As mutacdes que levam a subgituicdo de nucleotideos no
"TATA box" e nas sequéncias CACACC digd e proximd, todos na regido
promotora 5 do gene beta estdo geralmente associadas a fenGtipos moderados
com inicio de transcricdo reduzido. Variacbes énicas dos fendtipos sfo
observadas e provavelmente sfo influenciadas pela presenga ou auséncia de um
nucleotideo na regido promotora (Kazazian, 1990; Thompson & Thompson,
1993).

As mutacOes que afetam a edtabilidade do RNAmM podem estar
tanto em ateracOes no capuz da extremidade 5, como na regido de clivagem do
RNAmM, como no caso da IVS:6, de origem mediterranea; e no sna de
poliadenilagdo AATAAA da extremidade 3'. As mutagOes no capuz dteram o
primeiro residuo e afetan a funcdo do RNAmM, reduzindo a transcricdo e
retardando o processo de formagdo do capuz, dterando dessa forma, a

edtabilidade do RNAmM. Do mesmo modo, mutacdes na extremidade 3 reduzem
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acentuadamente a cdivagem do RNAmM produzindo moléculas mas longas e
ingaveis.

As mutacOes sem sentido formam cddons de termindizacéo na
regido codificadora interrompendo a tradugdo como no caso da mutagdo CD39, de
origem mediteranea. MutagcOes de sentido errdneo, originam cddons para
amino&cidos dternativos. As cadeias formadas sdo degradadas logo apds sua
sintese devido a grande ingtabilidade, acarretando um estado muito similar ao
produzido por redugdo de cadeias beta (Kazazian, 1990; Thompson & Thompson,
1993; Naoum, 1998).

Um grande nimero de delecdes afetando o gene da globina beta
tem ddo observado, muitas envolvendo os genes deta e beta smultaneamente,
como em aguns casos de Pasdéncia Hereditaria da Hemoglobina Fetd e
talassemia delta- beta (Kazazian, 1990).

Os variados tipos de mutagcdes observados podem levar a um
grande nimero de combinagBes genéticas, resultando na extrema heterogeneidade
clinica observada. Entretanto, sfo indisinguivels por exames laboratoriais de
roting, sendo necessxio a Uutilizagdo de técnicas de biologia molecular para
diferenciar essas dteragdes.

A tdassemia beta maor ou tdassemia beta homozigota é
resultante do estado homozigoto, tanto do tipo b* quanto do tipo b° (Figuras 5, 6 e
7). O individuo egpresenta grave anemia hemolitica devido a auséncia ou
deficiéncia acentuada na producdo de cadeias beta e € dependente de transfusio
sangliinea. O excesso de cadeias dfa globina despareadas precipita-se nas cdulas
precursoras das hemécias, levando a sua destruicd@o precoce. Este processo causa
uma anemia severa, 0 que ocasona 0 aumento da producdo de eritropoietina e
expansdo da medula 6ssea, dém de deformidades Gsseas, esplenomegdia, e
retardo do crescimento. O individuo talassémico beta maior apresenta acentuada
hipocromia, microcitose, poiquilocitose, pontilhado basofilo, hemécias em avo e
eritroblastos circulantes (Vullo et al., 1995).
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NORMAL

Hb Fetal (a2 ) ® 0- 1%
HbAz(azd 2) ® 2,0—3,5%
HbA(@a,b2) ® 96-98%

Figura 5. Representacd esquematica do equilibrio fisoldgico na producdo das

cadeias de globinaem individuo norma.

b( )

TALASSEMIA BETA MAIOR
HbA
Hb Fetal - -
Anemia microcitica - hipocrémica
(+++)
Cadeias alfa livre em excesso:
destruicéao precoce dos eritrécitos
Esplenomegalia

Figura 6: Representacdo esquemética da producdo de globinas na talassemia beta

maior .

TALASSEMIA BETA MAIOR

AusénciadeHb A
Hb Fetal - -
Anemia microcitica - hipocrémica
(++++)
Cadeias alfa livre em excesso
Esnlenomeaalia

Figura 7: Representacdo esquematica da producéo de globinas na talassemia beta

maior (b°).
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Criangas afetadas pela tdassemia beta homozigota padecem de
anemia desde o primeiro ano de vida, a partir do periodo em que a producdo de
cadeias beta se estabiliza por volta do sexto més, e o resultado do desequilibrio de
sntese s manifeta por efetos fiSopatoldgicos como anemia severa,
pigmentacd0 marrom da pele, distrbios cardiacos e enddcrinos, atraso na
mauracd sexud, infeccOes recorrentes e deficiéncia de é&cido fdlico. Muitos dos
portadores de talassemia beta homozigota morrem na infancia ou na adolescéncia,
podendo, entretanto, alcancar a terceira década, conforme tratamento médico e
tergpéutica adequada. As principais causas de oOhito sdo infeccbes ou doencas
cardiacas, devido a deposicdo de ferro no miocadio. O acimulo de ferro é
decorrente da extensa e prematura destruicdo dos eritrocitos, tanto dagqueles que
s20 continuamente produzidos para suprir a anemia hemolitica, quanto dos
recebido em transfusdes sanglineas freqlentes, bem como da absorcéo
gastrointestind aumentada do ferro recebido pela dieta dimentar (Rapaport, 1987,
Naoum, 1997).

O padréo de hemoglobinas nos pacientes com talassemia beta
homozigota € varidvel, caracterizado pelo aumento de Hb F, com concentracdes
variando de 20 a 90%. A Hb A pode apresentar-se normal ou elevada e a Hb A
somente aparece nos casos de deficiéncia parcia da sintese de cadeias beta,

O nivd de hemoglobina circulante nesses pacientes varia entre 3
e 7 g/dL, ha presenca de eritroblastos em diferentes fases de maturagdo no sangue
periférico e a contagem de reticul6citos geramente esta entre 2 e 8%, em virtude
daintensa eritropoiese ineficaz e da hemdlise intramedular (Naoum, 1997).

O tratamento dos pacientes portadores de talassemia beta maior
€ redizado aravés de esquemas de transfusdes sangliineas juntamente com terapia
guelante infusond como a desferoxamina. Recentes avancos da medicina acenam
para a possibilidade de cura através de transplante de células tronco (TIF, 2001).

A taassemia beta heterozigota caracteriza-se pela heranca de
um Gnico gene beta aterado. Nas formas b%b”, a reducéo da taxa de sintese da

beta globina € menor, mas o suficiente para causar discreto grau de anemia
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microcitica e hipocrdmica com aumento de ressténcia osmética dos glébulos
vemehos e devacdo da hemoglobina A,. Individuos afetados por este tipo de
tal assemia beta gerd mente ndo necessitam de tratamento (figura 8).

a g BETA TALASSEMIA
q HETEROZIGOTA-MENOR
a

Hb A,-

a b () _HCM_;VC_:Mf;_Hb
Discreta anemia microcitica -

hipocrdmica (+)

Figura 8. Representacdo esquematica da producdo de globinas na talassemia beta

menor (b™).

Em muitos casos, a tdassemia beta menor é diagnogticada
eroneamente e 0s pacientes sfo tratados inadequadamente como se fossem
portadores de anemia ferropriva A tdassemia beta menor € caracterizada
laboratorialmente por apresentar aumento da Hb A, com concentragcéo entre 4 a
7%, dém de dteracdes morfologicas dos eritrocitos como microcitose e
hipocromia, e resgéncia osmotica aumentada em solucdo de NaCl a 0,36%,
dminuicdo da hemoglobina corpuscular média (HCM) e do volume corpuscular
médio (VCM). A Hb F pode estar normal ou discretamente aumentada (Peo et al.,
1993; Melo et al., 2002).

As manifetacBes clinicas vaiam entre os diferentes grupos
étnicos que podem apresentar astenia, cansaco e baco papavel. Os nivels de &cido
fdlico e vitamina B12 plasméticas apresentam-se dentro dos limites normais.

A dedgnacd de tdassemia intermédia gplicase a pacientes
com um quadro clinico mais ameno que o da talassemia beta maior, gpresentando
reticulocitose e em aguns casos dependente de transfusio sangliinea. A talassemia
beta intermédia pode decorrer da heranca de diferentes mutantes de talassemia

beta ou da interac& das tdassemias dfa e beta, com redugéo concomitante de
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ambas as cadeias globinicas, 0 que diminui 0 niUmero de cadeias desemparelhadas
e propicia uma reducdo na taxa de destruicdo dos eritrocitos em comparagdo com
as formas graves de tdassemias. A taassemia beta intermédia pode decorrer
também, de interacOes da talassemia beta com dguns tipos de hemoglobinas

variantes, particularmente a Hb E, Hb S e Hb C (Adams & Coleman, 1990; TIF,
2000).

1.3.2.b. Talassemiado Tipo Alfa

A talassemia do tipo dfa € uma das dteracdes mais comuns na
epécie humana Apresenta ampla digtribuicdo mundid ocorrendo  com  mais
freqiéncia em regibes da Africa, mais precisamente na regido sub Seara, meio
Oeste da india, Norte da Papua e Nova Guiné e em grupos isolados do Noroeste
daindia; aém daregido do Mediterraneo e Asa (Weatherall & Clegg, 2001).

Caracteriza-se por  agpresentar células  hipocrémicas e
microciticas, sendo que um componente hemolitico adiciona pode surgir quando
ha dgnificativo grau de desequilibrio entre as cadelas em excesso, ocorrendo
formagéo de tetrameros. g, (Hb Bart’s), b4 (Hb H) ed4 (Higgset al., 1989).

A dassficagdo da tdassemia dfa é redizada conforme a sintese
da cadeia de afa globina estgja reduzida @* ) ou ausente @°). A duplicacéo dos
genes a leva a formag& de cinco possiveis gendtipos talassémicos, dém do
gendtipo normd (aal/aa), que sdo. -alaa,- -/aa,- -/-a,- -/- - (Bunn &
Forget, 1986; Stammatoyannopoulos et al., 1994; Hoffbrand & Pettit., 1995). Ha
centenas de associagfes genotipicas que podem  determinar taassemia dfa
Fenotipicamente essas interacOes resultam em uma das quaro amplas
classficagbes. Portador dlencioso; Trago de tadassemia dfa; Doenca de Hb H e
Hidropsa fetd por Hb Bart's (Higgs et al., 1989; Kazazian, 1990; Naoum &
Bonini-Domingos, 1998). O fendtipo de talassemia dfa reflete, de forma gera, em
formacdo de tetrdmeros de hemoglobina funciondmente anormais, € o acimulo
das globinas excedentes que resulta em dano e disfuncéo eritrocitéria (Liebhaber,
1989) (Figuras 9, 10 e 11).
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a 9 TALASSEMIA ALFA

TracosdeHb H (b4) na eletroforese
a () b Precipitados_,de Hb H (b4) nos
eritrocitos
Discreta microcitose
Anemia (+)

Figura 9: Representacé@o esquemética da producéo de globinas nataassemiadfa

(4] [o] DOENCA DE Hb H

Hb H (10 - 20%) na €eletroforese
a( ) Precipitadosde Hb H noseritrocitos
b Anemia microcitica - hipocrémica
(+, +4)
HCM
Hb A,
Esplenomegalia

Figura 10 Representacdo esquemética da producéo de globinas na doenga de Hb
H.

HIDROPSIA FETAL

e Hb Bart’s (gs) 80 - 100%
Hb H ~ 10%

Anemia eritroblastica (++++)

Figura 11: Representacd esquemdtica da produgéo de globinas na Hidropsa
fetd.
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A causa mais comum de tdassemia dfa € a ddecdo de um ou
ambos os genes dfa, processo este que pode ser originado por varios mecanismos.
Assm, dguns tipos de taassemia dfa sGo caracteristicos de determinados grupos
racias (Weatherdl & Clegg, 2001).

A severidade dos fendtipos de taassemia dfa esta diretamente
relacionada a perda da sintese do gene afa e trés grandes fatores podem edtar
envolvidos nimero de genes afetados, 0 grau de decréscimo na expressdo (parcia
ou total); o quanto o gene afetado contribui para a sintese da globina afa. Como o
gene a é expresso trés vezes mais que o gene a1, dteracfes que afetam o gene a;
terdo maior impacto fenotipico do que aquelas que envolvam o gene a ;1. De modo
gerd, podemos dizer que a perda de um Unico gene dfa pode resultar em uma
dminuicd leve, moderada ou grave, da sintese da globina dfa dependendo de
como ocorreu essa perda génica (processos delecionais ou ndo) e qud locus foi
envolvido (Liebhaber, 1989; Higss et al., 1989, Kazazian, 1990; Bonini-
Domingos, 1993).

1.4. Importancia do Diagnéstico

As hemoglobinopatias sfo dteracfes genéticas com ampla
digribuicdo mundid. A W. H. O, desde 1982, derta para a mobilizagdo dos
setores de salde na deteccdo e prevencdo dos individuos com anemias
heredit&ias. Estudos preventivos de hemoglobinopatias tém sido redizados em
paises onde a incidéncia conditui um faor de risco para a salde publica, cada
qua enfocando da melhor maneira a sua populacéo e o tipo de hemoglobinopatia
gue acomete (W.H.O., 1989).

Segundo a W. H. O., cerca de 2.500 a 3.000 criancas portadoras

de hemoglobinopatias nascem por ano no Brasl. Destas 20% né&o atingem cinco
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anos de idade, devido a problemas ocasionados pela doenca, que poderiam ser
minimizados pelo diagndstico precoce e terapia adequada (Aradjo et a, 1993).

Os programas de triagem neonata visam detectar precocemente
individuos portadores de taassemia e conseglentemente, fornecer o tratamento
adequado. Em paises com incidéncia aumentada, atuacoes permitem reduzir
a morbidade e mortdidade dos individuos portadores de taassemia beta. Além
disso, é importante 0o aconsdhamento genético, com gpoio psicoldgico diante do
diagnégtico preciso, fornecendo ao individuo a posshilidade de decidir
conscientemente sobre sua prole (Ramaho, 1986; Moddll et al., 2001).

Medidas €efetivas de profilaxia e prevencdo podem ser tomadas e
as complicagdes decorrentes da alteragdo, evitadas ou reduzidas, melhorando a
qudidade de vida do paciente (Wethers et al., 1989; Galacteros, 1996).

O diagnodico de taassemia beta é feto primeiramente através
de uma triagem basca constando de resgténcia osmotica globular em solugéo
NaCl 0,36%, morfologia eritrocitiia e detroforese em pH dcdino. Com os
resultados dessa triagem e os resultados da hematimétrica com indices
hematimétricos, pode-se suspeitar de talassemia beta E necess&rio também a
quantificacd da hemoglobina A», caso esta estgja aumentada na detroforese em
pH dcdino. A dossgem da hemoglobina A, pode ser redizada através da
metodologia de duicdo ou aravés da quantificacdo por cromatografia liquida de
alta pressdo (Naoum, 1997).

Para a correta identificagd do mutante é necess&rio andise
molecular que pode ser redizada aravés de técnicas como PCR-RFLP
(polimorfismo do comprimento de fragmento de restricdo), PCR-ASO (sondas
oligonuceotideo a€o-especifica) ou seqiienciamento.

Para 0 diagnégtico de talassemia dfa sGo necessarios 0s mesmos
testes de triagem bésica, dém da eetroforese em pH neutro para identificacéo da
hemoglobina H e a pesquisa intragritrocitiria da hemoglobina H, aravés da
coloragd com azul cresl brilhante. A identificagd do mutante € redizada
através de andlise molecular, como PCR-RFLP (polimorfismo do comprimento de
fragmento de restricéo), PCR-ASO (Naoum, 1997).
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|.5. Anemias

Entende-se por anemia a diminuicdo do volume de hemécias ou
da hemoglobina por unidade de volume de sangue com conseqiente diminuicdo
na capaci dade transportadora de oxigénio aos tecidos (Kellermeyer, 1984).

A anemia ndo representa diagndgtico definitivo e sm  achado
laboratorid, que demanda criteriosa invedtigacdo etioldgica e patogénica,
tornando-se necessrio uma avaiacdo peculiar de cada caso, histdria clinica do
paciente com énfase as perdas crbnicas, antecedentes pessoais e familiares e
exame fisico para estabel ecer o quadro clinico (Oliveira & Figueiredo, 1998).

A anemia pode ser classficada como aguda e cronica. A anemia
do tipo aguda ocorre devido a uma hemorragia ou hemdlise aguda; enquanto que a
anemia cronica ocorre por estados carenciais de vitaminas ou ferro, anemias
hereditérias, ou como causa secund&ia de doengas inflamatdrias crénicas ou
neoplasicas. Pode ser classficada de acordo com sua etiologia ou morfologia das
hemécias.

A dassficacd morfologica € mas utilizada na préica dinica
por auxiliar o médico hemaologista na conduta médica Anemia normocromica e
macrocitica sgnifica que o individuo gpreserta eritrécitos com coloragd norma
(normocitica) porém, gpresenta céulas de tamanho maior do que o normd
(macrocitica). Esse quadro pode indicar uma anemia por deficiéncia de vitamina
B12 , de &cido fdlico ou mesmo uma doenca hepdicaa.  Uma anemia normocitica e
normocromica indica que o individuo apresenta células de coloragéo e tamanho
norma, porém uma perda SUbita de sangue pode ter ocorrido, ou mesmo
goresentar uma doenca cronica Quando a morfologia sugere uma anemia
hipocrbmica e microcitica, sgnifica que o individuo apresenta células com pouca
coloracdo, isto €, os eitrocitos apresentam-se “pdidos’, com pouca hemoglobina

(hipocrbmica) e menores do que o norma (microcitica), 0 que ocorre com
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freqiéncia nos casos de anemia ferropriva e nas tdassemias (Barreto, 1992
Oliveira& Figueiredo, 1998).

De acordo com a etiologia, a anemia pode ser classficada como
anemia carencid, isto € por fdta de producdo ou ingetéo de eementos
nutritivos, e anemia por hemdlise, io € dedruicdo de gldbulos vermehos ou
perdas sanguiiness (Oliveira & Figueiredo, 1998).

Na anemia carencid, 0 Sisema hematopoiético se encontra
integro quantitativa e quditativamente. As cdulas goresentamse em  nUmero
auficiente e o Ssema sntetizador da cdula, desde os genes até a producéo find
das proteinas, etd pefeito. O que |he fdta sGo os €ementos nutritivos,
substéncias como vitamina B12, coenzimas, eementos quimicos como o ferro e o
acido fdlico, ertropoieting, etc. Porém, também pode ocorrer anemia carencia
quando o0 dstema hematopoiético se encontra comprometido quantitativamente,
ocorrendo uma diminuicd da densdade, do nimero de céulas hematopoiéticas,
io é o0 tecido hematopoiético norma € subgtituido por outro, como o tecido
adiposo, tecido fibrético ou neoplédsico. Esse mecanismo ocorre nas aplasias
medulares, nos processos invasivos da medula por processos heoplésicos
maignos como as leucemias, metddtases de outras neoplasas, moléstias de
depdsito e fibrose (Barreto, 1992).

No caso da anemia hemolitica 0 mecanismo envolvido pode ser
adquirido ou hereditaio. Quando a anemia ocorre por um mecanismo adquirido,
as anemias hemoliticas sfo auto-imunes ou  ocorrem por incompatibilidade
materno-fetal dos grupos sangliineos ABO, Rh, Duffy, Kdl, MN entre outros,
como por exemplo, as anemias hemoliticas do recémnascido. Ha também as
anemias toxicas, como as desencadeadas pela intoxicagd pelo chumbo, hidreto
de arstnio e aguelas causadas por microorganismos como bactérias, virus e
parasitas (Barreto, 1992). Dentre as anemias que ocorrem por um mecanismo
hereditario como é o caso das hemoglobinopeatias, das eritroenzimopeatias e das
anemias com digturbios protéicos da membrana celular, o Sstema hematopoiético

encontra-se dterado quditativamente. Edtas Stuacdes levam a diminuicdo da vida
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média das heméacias, 0 que configura uma anemia hemalitica, ou sga, uma anemia

causada por destruic&o prematura dos globulos vermelhos (Barreto, 1992).

|.6. Hemocromatose

A hemocromatose hereditdia (HH) €é uma patologia
autossOmica recessva do metabolismo de ferro, que afeta aproximadamente um
em cada 300 individuos descendentes de caucasianos do norte europeu (Gochee &
Poweel, 2001). E caracterizada por absorcZo excessva do ferro pelas cdulas do
trato gedtrointestind e progressva deposicdo deste metd no parénquima celular
de drgéos, como figado, pancreas e corac@ e subseqiente disfun¢éo e faha dos
mesmos. O ndo tratamento desta doenca pode levar a diabetes mellitus,
cadiopatia, artrite, hipogonadismo, cirrose hepdtica seguida de carcinoma
hepatocelular e morte precoce do individuo (Le Gac et al., 2000; Gochee &
Powesl, 2001).

A identificacd do gene HFE, localizado na regido 21.3 no
braco curto do cromossomo 6, em 1996, forneceu algumas hipéteses para
patogénese. O gene HFE apresenta sete regides codificadoras alternadas por
introns e codifica a proteina HFE (Féder et al., 1996).

A proteina HFE € uma proteina transmembrana expressa nas
cdulas integtinais e do figado. Participa da regulacéo da afinidade do receptor de
transferrina (proteina que transporta o ferro), que estd presente em varios tipos
cdulares, mais freqlente no trato gastrointestind (duodeno e jguno), indicando a
rdacdo da absorcdo do ferro nesta &ea (Parkkila et al., 1997). Uma vez
dntetizada, a proteina HFE forma um complexo com a beta 2 microglobulina e €
assim transportada para a superficie da cdula onde se fixa, proxima ao receptor da
trandfearina. Sua funcdo é regular a afinidade do receptor da transferring,
controlando a quantidade de ferro que é captada pela célula (Worwood, 1998).

Duas mutacGes foram caracterizadas para essa proteina, a
mutacdo C282Y, uma trandcdo G ® A, que subgtitui 0 amino&cido 282 de

cigeina por tirodna, e a mutacdo H63D, uma transversio C ® G, que subdtitui 0
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aminoacido 63 de higtidina por &cido aspartico (Feder et al., 1996). A mutagéo
C282Y torna a proteina HFE incapaz de se associar com a beta2-microglobuling,
gQue portanto, ndo € expressa na membrana cdular levando a um Sgnificativo
aumento da afinidade do receptor da transferrina A mutagdo H63D permite a
asociacdo da proteina HFE com a beta2-microglobuling, porém, ha uma perda

parcia de funcéo, ocasionando um aumento discreto do receptor de transferrina

His63 ® Asp

Cadeia a \ \

b 2 microtubulina \

Extracelular HOOC —

e AN e 1Y
e | JEEVBT TV

Citosol

Cys282 ® Tyr

HOOC

Figura 12: Mode o da proteina HFE, modificado de Worwood, 1998.

Por muito tempo pensourse em uma dta freqiéncia de
heterozigotos para hemocromatose em pacientes com porfiria cutdnea tardia,
anemia dderoblégtica, e esferocitose hereditaria, entre outras condigBes (Simon,
1985). Alguns estudos mostraram uma dta fregliéncia de HLA-A3 em pacientes
com porfiria cuténea enquanto outros ndo demonstram dta frequiéncia. Entretanto,
mutacdes de hemocromatose parecem causar suscetibilidade ao desenvolvimento

esporédico de porfiria cutanea tardia (Worwood, 1998).
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Atudmente, 0 desenvolvimento de testes genético para
duas mutagBes tem importante papel no diagnostico na doenga bem como na
deteccao de pacientes assintomaticos.

A freguéncia etimada dos distirbios que geram hemocromatose
€ vaiave e prevdente em caucasanos. No Canada, a prevaéncia é 1:250 para
homozigose de ambas mutagcbes, C282Y e H63D, e 1.7 para portadores das
mesmas. Na Irlanda, a frequéncia para homozigose de C282Y ¢é 1.83 e 1.5 para
heterozigotos de C282Y. Para heterozigotos de ambas as mutacdes, a freqliéncia é
1:25. Na Nova Zdéandia, estima-se a presenca de 18.960 pessoas apresentando
hemocromatose e  541.000 portadores da doenca  (www.harry-
arends.nl/Html/links.htm).

®



|1. Objetivos
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A populagéo bradleira, intensamente miscigenada, reflete nas
vaiagdes fenotipicas das hemoglobinopatias, interaces genéticas destes
digurbios €ou faores ambientas, dém da co-heranca de outras afeccOes
genéticas. O presente trabaho teve como objetivos gerais caracterizar as formas
talassémicas do tipo beta e verificar os interferentes na expressio do fendtipo
como a possivel co-heranca com hemocromatose, aravés dos seguintes objetivos
epecificos:

2.1. ldentificacdo dos portadores de talassemia do tipo beta
através de procedimentos clésscos e da andlise por Cromatografia Liquida de Alta
Pressdo (HPLC).

2.2. ldentificacdo dos mutantes para hemocromatose por PCR-
ASO.

2.3. Relagdo dos vaores encontrados para taassemia beta e
hemocromatose com possivel efeito na expressao do fendtipo beta talassémico.

24. Avdiagdo das metodologias aplicadas paa fins
diagnésticos.



[11. Materiais e Métodos
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I11. 1. Casuistica

Foram andlisadas 332 amosras de sangue periférico de
individuos de ambos 0s sexos, origens énicas digintas com suspeita de talassemia
beta provenientes de diferentes regides bradleiras. Estas amostras foram
encaminhadas juntamente com o termo de consentimento por médicos e
profissonais que trabadham em colaboracdo com o Laboratério de Genética de
Doencas Hematol égicas (LHGDH) do IBILCE — UNESP.

Cada amostra constou de 10 mL de sangue periférico, colhido
por puncdo venosa, usando-se EDTA a 5% como anticoagulante. Até o momento
das andlises 0 materid foi mantido sob refrigeracéo (4° C).

Ao chegar ao laboratorio, cada amostra recebeu um nimero de
codigo para preservar a identidade dos envolvidos. Os resultados das andises

foram repassados aos pacientes em conjunto com o hematol ogista responsavel.

[11.2. M étodos de Diagnostico

Apb6s os procedimentos de identificagdo, as amodras foram
submetidas a andises para identificacdo de taassemias preconizadas pelo
LHGDH como: triagem bésca, constando de Ressténcia Globular Osmética em
Solucéo de Cloreto de Sodio a 0,36% (Silvestroni & Bianco, 1975), Andise a
Fresco da Morfologia Eritrocitéria (Bonini-Domingos, 1993) e Eletroforese em
pH Alcdino (Marengo & Rowe, 1965) e eetroforese em pH écido (Vella, 1968).
A andise por HPLC foi redizada para quantificacdo das hemoglobinas A, A e F,
e obtencBo do perfil cromatogr&fico dos individuos. Para confirmacdo de
tdassemia beta foram redizados testes de dosagem de Hb Ap por duicéo
(Marengo & Rowe, 1965), e Hb F por desnaturacdo acalina (Betcke, 1959). Para
tdassemia dfa foram utilizadas metodologias especificas como: eetroforese em
pH neutro (Dacie & Lewis, 1985) e pesquisa intreeritrocitia de Hb H
(Payannopoulos & Stamatayannopoulos, 1974).
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Os estudos moleculares foram redlizados apds a extracdo do

DNA gendmico, seguido de amplificacdo e caracterizacdo das mutagbes para
hemocromatose hereditaria por ASO.

A seguir, a descricdo das metodologias laboratoriais aplicadas a cada caso

de talassemias.

111.3. Detalhamento Técnico

[11.3.1. Valores Hematol égicos (Rapaport, 1987)

Os vaores hematoldgicos de cada paciente foram obtidos por
equipamentos automatizados especificos para a avdiacd hematologica Os
indices hematimétricos foram obtidos aravés de cdculos padronizados pea
O.M.S. Essss indices devem ser sempre caculados em pacientes com suspeita de
anemia, a fim de se confirmar os achados obtidos no esfregaco sangliineo, sobre o

tamanho da céula e o contetido da hemoglobina.

-Volume Corpuscular Médio (VCM): Edge indice representa 0 volume
médio do eritrécito. E obtido através da divisio do volume dos gldbulos
vermehos em 1000 mL de sangue (HT x 10) pela contagem desses glébulos em

milhdes.

VCM = HTx10 nt ou ft
GV

Interpretacdo: Vaor norma: 82a92n7 .
Vaor abaixo de 82 nt indica microcitose e vaor acima de 92 n?

éindicativo de macrocitose.
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-Hemoglobina Corpuscular Média (HCM): Este indice fornece
0 peso médio de hemoglobina contida em cada eritrécito. E obtido dividindo-se a
quantidade de hemoglobina em 1000 mL de sangue (Hb x 10) pela contagem de

hemécias em milhoes.

HCM =__Hb x10 pg
GV

Interpretacdo: Vaor normd: 29+ 2 pg.
Vaor abaixo do vdor de referéncia pode indicar microcitose,
hipocromia ou ambos. Um valor ato de HCM € evidéncia de macrocitose.

-Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM): Egte indice
representa a quantidade de hemoglobina por volume globular e, portanto, € um
indicador da concentracd de hemoglobina da cdula, independente de seu
tamanho. E caculado dividindo-se o vaor da hemoglobina peo hematocrito e
multiplicando-se por 100.

CHCM = _Hb x100 gdL ou %HT
HT

Interpretacdo: Vaornormd: 32+ 2 g/dL ou %
Vdor aiaxo da média indica hipocromia; enquanto que uma CHCM

acima da média é encontrada apenas em casos de esferocitose marcada.

[11.3.2. PreparaG¢éo de Hemolisados

Para que as amostras fossem submetidas a procedimentos
eetroforéticos e testes bioquimicos para caracterizar as fragbes de hemoglobinas,
fol necessario lisar as cdlulas para a obtencdo da solugdo de hemoglobinas, pelos
Seguintes procedimentos.
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Hemolisado Rpido - com saponina (Naoum, 1998);
Solucdo de Hemoglobinas - com cloroférmio (Naoum, 1998)

-Hemolisado Répido - com Saponina

Principio: Esse procedimento técnico € o mais indicado para a
realizacéo da triagem e o recomendado para observacdo de interagbes com outras
hemoglobinas. Néo é aconsdhdvel para dosagens biogquimicas de hemoglobinas,
especidmente de Hb Fetal .

Reagentes:
1. Restivo hemolisante

-Saponina P.A. 19
-Agua destilada g.s.p. 100 mL

Procedimento:

1. Em placa de Kline, misgurar um volume de sangue com 1
volume de reativo hemolisante;

2. Homogeneizar com auxilio de um bastdo plégico; aé a
hemdlise total damistura;

3. Utilizar o hemolisado gpds 5 minutos e a@é no maximo 24
horas apds sua preparacao.

-Solugdo de Hemoglobinas

Principio: A obtencdo de hemolisado entre 10 e 15g/dL de
hemoglobina, tal qual 0 méodo descrito a seguir, € importante para a dosagem de
Hb F, Hb A,. Paa deroforese quditativa de hemoglobina € aconsdhavel usar

hemolisados com concentragdes de hemoglobina varidveis entre 4 e 6 g/dL.
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Reagentes:

1. Solucdo sadina0,85%

-Cloreto de Sédio 850
-Agua destilada g.sp. 1000 mL

2. Cloroférmio
3. Agua destilada

Procedimento:

1. Centrifugar 1 mL de sangue tota colhido com anticoagulante
a1.500 r.p.m., durante 5 minutos;

2. Remover 0 plasma e adicionar solucdo sdina a 0,85% na
proporcéo 1:1 para lavar os eritrocitos. Centrifugar por cinco minutos e desprezar
0 sobrenadante. Repetir esse passo trés vezes.

3. Ao volume dos eritrécitos lavados, adicionar 0 mesmo
volume de &ua dedtilada Homogeneizar, e a seguir adicionar um volume de
cloroformio, idéntico a0 do hemolisado formado. Agitar vigorosamente e
centrifugar a2.000 r.p.m., por 15 minutos.

4. A s0lucdo de hemoglobina sobrenadante, ou hemolisado, é
retirado por meio de pipeta Pasteur e transferida paa um frasco limpo com
identificacd da amostra. A concentracéo do hemolisado, preparado conforme a
metodol ogia gpresenta, gerdmente é variavel entre 10 e 15 g/dL.

I11.3.3 Para pesquisa de Talassemia

-Resisténcia Globular Osmética 0,36% (Slvestroni & Bianco,

1975).

Principio: Técnica utilizada para detectar tdassemia beta
principamente na forma heterozigota, pois nesses casos 0s eritrocitos microciticos
s80 mas resgentes a hemdlise neta solucdo; entretanto, a resisténcia globular



Materiais e Métodos 50

ndo é especifica para talassemia beta heterozigota, ja que resultados positivos séo
encontrados também em anemias carenciais e outras hemoglobinopatias, como 0s
heterozigotos para hemoglobina C. Cerca de 97% dos portadores de talassemia
beta heterozigota apresentam positividade para esse teste.

Reagentes Utilizados:
1. Solucdo Estoque - NaCl a10% - pH 7,4

-NaCl 90g
-NaHPO4 1,369
-NaH2PO4 . H,O 0,289
-Agua destilada g.s.p. 100 mL

2. Solugdo Trabaho

-NaCl 10% 36 mL
-Agua destilada g.s.p. 1000 mL
Procedimento:

1. Em tubo de hemdlise, colocar 1,5 ml de solucdo de NaCl a
0,36% e 10 L. de sangue totd;

2. Agitar por inverséo, suavemente e aguardar 10 minutos para
letura;

3. Colocar o0 tubo de hemdlise com a amostra na solucdo de

NaCl a0,36% a 2,0 cm de distancia de uma folha branca com linhas negras.

Interpretacdo: A ressténcia aumentada a hemodlise do eritrécito
torna a amostra opaca e ndo se visudiza as linhas negras, sendo interpretado como
resultado podtivo ao tete. Em amostras com resigténcia normad a hemdlise, €

possive visudizar facilmente as linhas através da solucéo (Figura 13).
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Figura 13: Resgténcia globular osmética em solugéo de cloreto de sodio a 0,36%.
O tubo 1 ilustra um resultado negativo e o tubo 2, um resultado postivo (Fonte:
LHGDH).

-Andlise a fresco da morfologia eritrocitaria (Bonini-Domingos,
1993).

Principio: Em edfregago sanglineo a fresco, andisase o
tamanho, a forma e a coloracéo dos eritrocitos. Os individuos portadores de beta
tdassemia  heterozigota  gpresentam moderada anisopoiquilocitose com
prevaéncia de microcitose e hipocromia facilmente visudizadas ao microscdpio
optico. As laminas sd0 visudizadas ao microscopio em objetiva de 40 vezes.
(Figura 14).

Os resultados sfo divulgados do seguinte modo, preconizado
pelo LHGDH nas andlises das dterages morfol gicas em conjunto.

-alteragOes discretas: (+)

-alteragbes moderadas: (++)

-dteraghes acentuadas. (+++)

-cdulasnormais (-) ou (N)
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Figura 14: ESfregaco sangliineo gpresentando discretas alteragbes dos eritrocitos
(Fonte: LHGDH).

-Eletroforese em Acetato de celulose em pH alcalino (Marengo
& Rowe, 1965).

Principio: E uma técnica utilizada paa qudificagito e
quantificacdo de hemoglobinas normais e anormas. As diferentes mobilidades
eetroforéticas das hemoglobinas anormais sdo originadas por dteracdo de carga
eétrica, causada por subgtituicdo de aminoacidos nas cadeias formadoras das
moléculas. As hemoglobinas que se originam de mutagbes onde n& ocorre
mudanca de carga eérica, migram na posicdo de hemoglobina A. Nestes casos,
paa a caacterizacdo dessas hemoglobinas, utilizamse outros  processos
eletroforeticos.

Reagentes:

1. Tampéo Tris-EDTA-Borato pH 8,5 (TEB)

-Tris hidroximetilaminometano 10,29
-Acido etilenodiaminotetracético 069
-Acido bérico 329

-Agua destilada g.s.p. 1000 mL
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2. Corantes:

2.1. Negro de amido

-Negro de amido 10B 059
-Alcool metilico 45,0 mL
-Acido acético glacial 5,0 mL
-Agua destilada 45,0 mL
2.2. Ponceau

-Ponceau S 059
-Acido tricloroacético 509
-Agua destilada g.s.p. 100 mL

3. Solucdo Descorante de Acido Acético

-Acido acético glacial 100 mL
-Metanol 50 mL
-Agua destilada g.s.p. 1000 mL
Procedimento:

1. Embeber as fitas de acetato de celulose por 15 minutos no
minimo, em tamp&o TEB pH 8,5;

2. Secar as fitas entre duas folhas de papel absorvente para
retirar 0 excesso de solugdo tampdo e colocalas na cuba de eetroforese,
conectando-as com os compartimentos detroliticos aravés de tiras de papd de
filtro;

3. Aplicar as amodras de hemoglobinas a 1,0 cm da
extremidade da fita que estd em contato com o pdlo negativo;

4. Passar 300 volts por 40 minutos,

5. Andisar as fragbes sem coloracdo e posteriormente corar com
Negro de amido ou Ponceau, embebendo as fitas em um dos corantes por 15
minutos,
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6. Tranderir as fitas para um recipiente que contenha Solucéo
Descorante, agitando cuidadosamente entre 3 a 5 minutos, trocar a Solugéo
Descorante usada por outra nova, deixando as fitas embebidas nesta solucéo o

tempo necessario para clareé-las.

Interpretacdo: A interpretacéo é redizada através da consulta a
um mapa de disposicéo de hemoglobina em eetroforese dcdina (Figura 15).

Eletroforese I nterpretacéo

Alcdina

pH (8-9)

Origem

- + As- A
A, S FAJH
CD |
i1 P A A
D A F
D A~ F-A
i D Ar- F-A
D Ar- A-H

Figura 15: Mapa detroforético de migracdo de adgumas hemoglobinas humanas
em pH adcaino (pH 8,5) .

-Eletroforese Quantitativa em Acetato de Celulose, pH 8,5
Dosagem de Hemoglobina A, (Marengo & Rowe, 1965).

Principio. O aumento de hemoglobina A na grande maioria dos
cans edtd associado as talassemias beta heterozigotas. Porém em  dgumeas
condigbes patologicas, muitas de origem adquirida, os niveis dessa hemoglobina
estdo acima dos normais.
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Reagentes:
S80 0s mesmos utilizados na eetroforese em acetato de celulose
pH 8,6 para andise quditativa de hemoglobinas.

Procedimento:

1. Aplicar 20nL de solugdo de hemoglobinas com concentragcéo
entre 8 e 12g%, em fita de acetato de celulose com 5,7 cm de largurg;

2. Passar 300 volts por 40 minutos;

3. Apés a separacao das fragdes de Hb A e A, recorta-las com
tesoura e dui-las em tubos de ensaio contendo 3 mL de &gua dedtilada para
hemoglobina Az, e 15 mL de &gua destilada para hemoglobina A.

4. Deixar €luir por quatro horas com agitacéo periodica

5. Ler as densidades ¢dpticas (D.O.) em 415 nm, usando agua

destilada como branco.

Céalculo:
% Hb A, =D.0O. Hb A» X 100
D.O.Hb A, + (D.O.Hb A x 5)

Interpretacéo: Vaores normaisde Hb A;: 2,5-3,5%.

-Eletroforese de Diferenciagdio em Agar Fosfato, pH 6,2
(Vella,1968)

Principio. A detroforese em gd de &gar fodfato pH 6,2 é
especifica para diferenciar adguns tipos de hemoglobinas mais lentas que a
hemoglobina A, como por exemplo: Hb S e Hb D; Hb C e Hb E que em
eetroforese dcaina, migram em posgdes semehantes, dificultando a sua correta
caracterizacdo. Por esse méodo, as hemoglobinas S e C se segparam das
hemoglobinas A enquanto as Hb D e Hb E migran na mesma posicéo da
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hemoglobina A. Esse mé&odo permite também a caracterizacdo semi-quantitetiva
de hemoglobina Fetd.

Reagentes:
1. Tampéo Fosfato pH 6,2
Para uso nos compartimentos e etroliticos e confeccéo do gdl.

-NaHPO, 2,029
-NaH2PO4.H,0O 7,669
-Agua destilada @.s.p. 1000 mL

2. Gel de &gar-fosfato

-Agar 300 mg
-Tampéo fosfato pH 6,2 20 mL
Procedimento:

1. Em um elenmeyer de 250 mL aguecer os componentes do
gd de &gar-fodfato até completa dissolucéo;

2. Pipetar 35 mL do gd em laminas de microscopio. Deixar
gelificar atemperatura ambiente;

3. Aplicar as amostras proximo a por¢do mediana dalaming;

4. Para conexdo do gel com os compartimentos eetroliticos usar
folha dupla de papd defiltro;

5. Passar 100 volts por 20 minutos,

6. Andisar inicidmente sem corar;

7. Para mehor interpretacdo das fragbes corar com Ponceau ou
Negro de Amido.

Interpretacdo: Consultar o0 mapa de diferenciacéo das
disposigdes de hemoglobinas (Figura 16).
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Eletroforese Interpretacao

Acidaem Agar

pH (5-6)

Origem
+ - A
CS A F
| A
D F

D A-F
D A-F

Figura 16: Mapa detroforéico de migracdo de adgumas hemoglobinas humanas
em pH &cido (pH 6,2).

-Dosagem de Hb F (Betcke et al., 1959)

Principioo0 A Hb F € dcdi-resgtente, enquanto que as
hemoglobinas A, A, sio facilmente desnaturdvels por solugbes acdinas. Esse
método é sensivel para detectar pequenas quantidades de Hb F. Concentracfes
acima de 2% refleeem aumento de Hb F. Em sangue de corddo umbilicad a
quantidade de Hb F é agproximadamente de 70 a 90%. Em individuos com
talassemia beta homozigota a taxa dessas hemoglobinas oscila entre 60 e 98%, na
interacéo talassemia betal Hb S o valor esta entre 0,5 a 21,2 %. Na talassemia beta
heterozigota, a Hb F pode estar normal ou discretamente aumentada.

Reagentes:

1. Solucéo de Ferricianeto de Potassio (Drabkin)

-Ferricianeto de potéssio 0,209
-Cianeto de potéssio 0,209
-Agua destilada g.s.p 1000 mL
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2. Solucdo de Hidréxido de Sédio 1,2N
-Hidréxido de sodio 4849
-Agua destilada g.s.p 100 mL

3. Solugdo Saturada de Sulfato de Amonio

-Sulfato de ambnio 2009
-Agua destilada g.s.p 200 mL
Procedimento:

1. Diluir 06 mL da solucdo de hemoglobina em um tubo
contendo 10 mL da Solug&o de Drabkin. Homogeneizar por inversao.

2. Colocar 56 mL da solucdo de hemoglobina diluida em um
tubo rotulado “Hb F’. Adicionar 0,4 mL da Solugéo de Hidroxido de Sodio 1,2 N
e acionar o crondmetro. Agitar cuidadosamente por 10 segundos.

3. Ao find de 2 minutos exatos, adicionar 4 mL da Solugdo
saturada de Sulfato de Amonio. Homogeneizar por inverséo e deixar em repouso
por 5 a 10 minutos N0 maximo.

4. Filtrar o contetido do tubo “Hb F’ em duplo papel defiltro.

5. Preparar a Solucéo Padrdo, colocando em um tubo de ensaio
de 1,4 mL da solugdo de hemoglobina diluida, 0,6 mL de &gua destilada e 2 mL
da Solucéo Saturada de Sulfato de Aménio. Trandferir 1 mL desta solugdo para
outro tubo e adicionar 9mL da Solugdo de Drabkin. A solugéo de hemoglobina
total € 10 vezes mais diluida que a solucdo de hemoglobina dcali-resigente.

6. Ler a densidade Optica dos tubos padrdo e “Hb F' em 540

nm, usando solucdo de Drabkin como branco.

Célculo:
% deHbF=D.O.HbF x 100
D.O.Padrao x 10
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Interpretacdo: Adultos normais gpresentam vaores entre 0 e

1,0% deHbF.

-Eletroforese em Acetato de Celulose pH Neutro (Dacie & Lewis,
1985)

Principio: E uma técnica utilizada para qudificacio e
quantificacdo da hemoglobinaH e Bart's.

Reagentes:
1. Reagentes para 0 Tampéo:

-KH2PO4 3119
“NaHPO, 1,66 g
-Agua destilada g.s.p. 1000 mL
Procedimento:

1. Embeber as fitas de acetato de cdlulose por 15 minutos, no
minmo, em tamp@ pH neutro. Colocar 0 mesmo tampd nos compartimentos
eletroliticos da cuba de e etroforese;

2. Secar as fitas entre duas folhas de papel absorvente e coloca
las na cuba de detroforese conectando-as com os compartimentos detroliticos
aravés detiras de papel mata borréo;

3. Aplicar as amostras de hemoglobina a 1,0 cm da extremidade
dafita que esta em contato com o pdlo negativo;

4. Passar 300 volts por 30 minutos,

5. Andisar as fragdes sem coloragdo seguindo 0 mapa de

identificagéo (Figura 17).
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Figura 17: Representacdo esquemética do padrdo de migracdo de hemoglobinas

humanas em pH neutro.

-Pesquisa de Corpusculos de Heinz e Agregados de

Hemoglobina H (Payannopoulos & Stamatayannopoulos, 1974)

Principio: Os corplsculos de inclusio de hemoglobina H sfo
formados por cadeias beta oriundas da desnaturacéo do tetrdmero. ApGs coloracéo
corpusculos  apresentam-se  dispostos  homogeneamente no  interior  dos

eritrécitos como peguenos pontos azulados.

Reagentes:

1. Solucéo Sdina

-Cloreto de sodio 0949

-Agua destilada g.s.p. 100 mL
2. Solucéo Citrato:

-Citrato de sodio 2,29

-Agua destilada. g.sp 100 mL
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3. Solucéo de azul cresil brilhante:

- Azul credl brilhante 1049
- Solucdo dina 100 mL
- Solucéo citrato 25mL
Procedimento:

1. Colocar 50 niL de sangue totd em tubo de ensaio pequeno e
adicionar 100 nL de solucgo de azul cresil brilhante. Agitar o tubo suavemente;
2. Incubar 0 materia a 37°C por 30 minutos, 1 horae 2 horas,

3. Fazer esfregacos finos e examinar a0 microscopio em objetiva
de imersdo.

Interpretacdo: A presenca de hemoglobina H nos eritrécitos
goarece como fina granulagdo digtribuida homogeneamente, caracterizando um
portador de afa talassemia Os corpos de Heinz sdo facilmente observados nos
casos de hemoglobinas ingtévels (Figurals).

Figura 18: Corpos de Hb H observados apds coloracdo vitd com Azul Cresl
Brilhante (Fonte: LHGDH).
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-Andlise de Hemoglobina por HPLC com o equipamento

Variant e kit de anélise para talassemia beta heterozigota Bio-Rad

Principio. O equipamento utilizado para esta andise foi o
VARIANT da BIO-RAD com kit de andise Beta Tdassemia Heterozigota. Este
equipamento e respectivo software associan HPLC a cromatografia de troca
ibnica em um Sstema fechado, onde duas bombas de émbolo duplo e uma mistura
de tamples de diluicio com controles de gradientes pré-programados, passam
aravés de uma coluna anditica em dta pressio. Um fotdbmetro de filtro de
comprimento de onda duplo (415 e 690 nm), monitora a €luicdo da hemoglobina
na coluna, detectando as dteracBes de absorbancia a 415 nm. O filtro secundario
corrige a linha de base para efeitos provocados pela mistura dos tampdes com
forcas ibnicas diferentes. As mudangas na absorbéncia sBo monitoradas e exibidas
como um cromatograma da absorbancia x tempo. Os dados de andise
provenientes do detector sd0 processados por um integrador embutido e impressos
no relatério da amostra de acordo com o tempo de retencdo, que é o tempo
transcorrido entre a injecd da amostra a@é o dpice do pico da hemoglobina
Assm, cada fracdo de hemoglobina tem um tempo de retencéo caracteristico. No
find da andise de cada amostra, uma copia do cromatograma e os dados do
relatério foram automaticamente impressos. Esta metodologia forneceu vaores
percentuais de cada uma das fragbes de hemoglobina da amostra. A figura 19,
ilustra um cromatograma obtido neste equipamento e 0s respectivos dados

anditicos.

Procedimento:

1. Colocar em um tubo de ensaio, 51l de sangue totd com 1 mL
de Solucéo Hemolisante fornecida no kit de andlise.

2. Homogeneizar a@é hemdlise totad e acondiciona-los nos
recipientes adequados e adoj&los no equipamento, que redizard os procedimentos

pré-programados de |eitura das amostras.
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hemoglobina em uma amostra e a identificacdo do perfil de variantes, comparando

Inter pretacéo:

os vaores obtidos com padrdes de calibracéo.

ARELYTE LD # TIME AREN
!-" '-_’LI heAL a2 Ba
B2 5.5 193 129634
I-t-_! _-'-.8 B @l ey
iz 32.4 2.38 19531 Ry
A2 5.1 2.78 123372

TOTAL &RES 2529762
F el ng Bl

A quantificacdo das diferentes fraches de

it

2E%

1 E

Figura 19: Cromatograma de um individuo portador de talassemia beta, onde pode
ser observados os picos de Hb F e Hb A, (Fonte: LHGDH).

111.3.4. Para andlise molecular

Para avdliaamos qua metodologia de extracdo de DNA
gendmico se adequaria melhor para as amodras de tdassemia beta, redizaram-se
testes utilizando quatro diferentes técnicas. extracio pelos kits mD,™ InstaGene
Whole Blood BIO-RAD e mD,"™ InstaGene Genomic BIO-RAD, extraczo répida de
DNA com uso de CTAB e DTAB e extragéo pelo método Fenol/Cloroférmio.

Os procedimentos especificos para a andise molecular sdo

descritos a seguir:
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-Extracdo de DNA gendmico pelo Kit InstaGene™ Whole Blood
BIO-RAD

Principio: Utilizado para purificaa DNA genbmico do sangue
total para uso em reacOes de amplificacdo. O Tampdo de Lise rompe as cdulas,
liberando a hemoglobina nos eritrécitos e 0 nicleo dos gldbulos brancos. O
sedimento formado apds a centrifugacdo € condtituido pelos nlicleos cdlulares, que
€ entéo lavado com Tampédo de Lise para remover todo resquicio de hemoglobina.
A Matriz, uma resina quelante de cations polivaente, € adicionada a0 sedimento.
Depois de uma rgpida incubacdo a 70°C, os nucleos sfo lisados e liberam o DNA
para 0 sobrenadante.

Provavdmente, a funcdo da Mariz Indagene envolve ligaghes
de cétions que poderiam catalisar a degradacéo do DNA em altas temperaturas.

Reagentes:

1. Tampéo de Lise 200 mL
2. Matriz InstaGene 20mL
Procedimento:

1. Ajustar os banhos-mariaa 70°C e 95°C;

2. Em um tubo de 1,5 mL, misturar 50 L de sangue com 1 mL
de Tamp&o de Lise. Homogeneizar por inversio. Deixar a temperatura ambiente
por 8 minutos, invertendo de vez em quando;

3. Centrifugar o tubo a 10.000-12.000 r.p.m. por 1 minuto;

4. Remover 0 sobrenadante com ponteira descartével;

5. Adicionar 0,5 mL de Tampéo de Lise a0 sedimento. Agitar no
vortex por 10 segundos. Centrifugar por 1 minuto. Aspirar 0 sobrenadante sem
movimentar o sedimento;

6. Repetir a etgpa nimero 5. Ao find, o sedimento deve estar

branco;
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7. Colocar o frasco da Matriz em uma placa agitadora. Ligar em
velocidade moderada por 30 segundos para obter uma suspensdo uniforme.
Remover 200 ni do frasco e adicionar a0 tubo contendo o sedimento. Incubar a
70°C por 8 minutos,

8. ApGs incubacdo, passar pelo vortex por 10 segundos.
Trandferir o tubo para o banho a 95°C eincubar por 4 minutos,

9. Passar pelo vortex por 10 segundos. Centrifugar por 1 minuto.

10. Para preservar quantidades de DNA que ndo séo

prontamente utilizadas, estocar o tubo a-20°C.

-Protocolo para extracdo de DNA segundo o kit BIO-RAD

mD,"™ | nstaGene Genomic.

Reagentes:

1. Tampdo delLise 1 2100 nL
2. Tampdo de Lise 2 15nL
3. Solucéo de Precipitacdo de Proteinas 200 L
4. Etanol 95% 400 nL
5. Etanol 70% 500 nL
6. Solucéo de Reidratacdo 20-200 L
Procedimento:

1. Pipetar 900 nL da Solugdo de Lise 1 em um tubo de 1,5 mL
estéril;

2. Pipetar 300 L de sangue tota no tubo contendo a Solucdo de
Lise 1, homogenei zando por inverséo por 10-15 vezes.

3. Centrifugar a 13.000-15.000 r.p.m. por 20 segundos.
Descartar 0 sobrenadante sem agitar o sedimento.

4. Lavar o sedimento de céulas brancas adicionando 500 ni de
Solugdo de Lise 1, ressuspendendo o sedimento. Centrifugar a 13.000-5.000 r.p.m.
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por 20 segundos. Descartar 0 sobrenadante sem agitar o sedimento. Repetir-se
€SSe passo.

5. Ressuspender 0 sedimento de células brancas em 200 ni de
Solugdo deLise 1.

6. Adicionar 15 nL de Solucéo de Lise 2. Agitar no vortex por
aguns segundos,

7. Adicionar 200 niL de Solucdo de Precipitacéo de Proteinas e
agitar no vortex por 10-20 segundos. Centrifugar a 13.000 - 15.000 r.p.m. por 3
minutos para precipitar as proteinas,

8. Trandferir 0 sobrenadante para um novo tubo de 1,5 mL e
adicionar 400 nL de etanol 95%. Inverter o tubo 10-20 vezes para precipitar o
DNA;

9. Centrifugar a 13.000-15.000 r.p.m. por 20 segundos. O DNA
sra visvd como um sedimento  branco. Descatar 0 sobrenadante
cuidadosamente;

10. Adicionar 500 L de etanol 70% e inverter o tubo por 510
vezes paa lavar o DNA. Centrifugar a 13.000-15.000 r.p.m. por 20 segundos.
Descartar 0 sobrenadante cuidadosamente, sem agitar o sedimento.

11. Inverter 0 tubo sobre papel absorvente para remocéo do
restante do etanol. Deixar secar por 5 - 10 minutos.

12. Adicionar 20-200 niL de Solucdo de Reidratacdo de DNA e
deixar durante anoite toda em temperatura ambiente.

13. Conservar o DNA a2-8° C.

-Protocolo para extracdo rapida de DNA com uso de CTAB e
DTAB (Gudinchic et al., 1991)

Reagentes:

1. DTAB 12% (dodecyl trimethylammonium bromide — Sigma D
— 8638)

DTAB 129



Materiais e Métodos 67

NaCl 13,15
Tris-HCl 2M pH 8,6 75mL
EDTA 0,4M 18,75 mL
Agua deionizada. g.sp 100mL

2. Cloroférmio;
3. CTAB 5% (cetyl trimethylammonium bromide — SgmaH —

5882):
-CTAB 59
-NaCl 0,4M g.s.p. 100mL
4. NaCl 0,4M;
“NaCl 23,739
-Agua deionizada. g.s.p 1000mL

5. Etanol Absoluto;

6. Etanol 70%;
-Etanol absoluto 70 mL
-Agua deionizada g.sp. 100mL

7. Tris-HCl 2M pH 8,6

-Tris 242,289
-Agua deionizada. g.sp 1000mL
Procedimento:

1. Preparar o buffy coat para um volume de 5 mL de sangue
colhido com anticoagulante, e centrifugar por 10 minutos a 1.500 r.p.m.;

2. Aspirar buffy coat e dividi-lo em dois tubos de 2mL; sendo
400 nl. para cadaum;
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3. Adicionar 400 nL de DTAB a 12% e homogeneizar por
inversdo por 15 segundos;
4. Incubar em banho-mariaa 68° por 5 minutos,
5. Adicionar 700 nL de cloroférmio e homogeneizar por inversso
vigorosa por 15 segundos,
6. Centrifugar a 10.000 r.p.m. em centrifuga refrigerada por 2
minutos,
7. Transferir o sobrenadante para outro tubo contendo 100 ni de
CTAB a5% e 700 de &guamilli — Q;
8. Homogeneizar por inverso até formacdo do precipitado;
9. Centrifugar a 10.000 r.p.m. em centrifuga refrigerada por 2
minutos e desprezar 0 sobrenadante;
10. Dissolver o precipitado em 300 ni. de NaCl 1,2 M;
11. Adicionar 750 nL de etanol a 995% a temperatura
ambiente;
12. Homogeneizar para precipitacdo do DNA e centrifugar a
10.000 r.p.m. em centrifuga refrigerada por 2 minutos,
13. Desprezar 0 sobrenadante;
14. Lavar uma vez com etanol a 70% e centrifugar a 10.000
r.p.m. por 2 minutos,
15. Descartar 0 etanol e secar as paredes do tubo;
16. Dissolver o DNA em 300 ni de &gua, utilizando o vortex por
20 segundos.

-Protocolo de extracdo de DNA genémico pelo método Fenol —

Cloroformio

Principio: O DNA gendmico dos individuos foi obtido a partir

de leucocitos de sangue periférico, segundo técnica descrita por Pena et al.,
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(1991), com modificacbes. A extracdo foi redizada aravés de um composto

fenol-cloroférmio e precipitacdo por etanol.

Reagentes:

1. Solucdo de Lise 1 para extracdo de DNA (lise de cdulas

vermehas)
-Sacarose 0,32M 10,959
-TrisHCI 10 mM 1mL
-MgCh5mM 05mL
-Triton 1% 100x 1mL
-Aguamilli - Q autoclavada g.s.p. 100 mL

2. Solugdo de Lise 2 paraextracdo de DNA (lise de cdulas brancas)

-0,075M de NaCl 2,199
-0,02 M de EDTA (solucéo estoque pH 8,0) 20 mL
-Agua milli-Q g.sp. 500 mL

3. Proteinase K (20 mg/mL)
-Proteinase K 20mg
-Agua milli-Q. gsp mL

-Consavar em freezer.

4. Cloroférmio/ dcool isoamilico 24:1 (Preparar nahora)

-Cloroférmio 24 mL
-Alcool isoamilico 1mL
5. SDS 20%

-SDS 209
-Agua milli-Q. g.sp 100 mL

6. Etanol 70%
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7. KCl 2M

-KCl 1491 g
-Agua milli-Q g.sp 100 mL
Procedimento:

1. Colocar 3 mL de sangue periférico, colhido com EDTA, em
tubo copolimero e completar 0 volume para 10 mL com Solucéo de Lise 1;

2. Deixar descansar por 15 minutos e centrifugar 20 minutos a
2700r.p.m,;

3. Desprezar o sobrenadante;

4. Acrescentar a0 sedimento 4,5 mL de Solucéo de Lise 2, ajitar
no vortex, adicionar 250 nL de SDS a 10% e 50 niL de proteinase K 20 mg/mL e
homogeneizar;

5. Incubar em banho-maria.a 37°C durante a noite toda;

6. Adicionar 5 mL de fenol e homogeneizar;
7. Centrifugar 20 minutosa 2700 r.p.m.;

8. Transferir a Bse superior para outro tubo e adicionar 5 mL de
cloroférmio:acool isoamilico (24:1);

9. Homogeneizar e centrifugar por 20 minutos a 2700 r.p.m.;

10. Trandferir a fase superior para outro tubo e adicionar
novamente 5 mL de cloroformio:dcool isoamilico e homogeneizar. (Repeticdo do
passo 8);

11. Centrifugar 20 minutos a 2700 r.p.m.;

12. Transferir 0 sobrenadante para outro tubo contendo 500 i
de KCl 2M (gdada). Adicionar etanol 100% (gelado) até completar 12 mL.
Inverter o tubo varias vezes até precipitar 0 DNA;

13. Centrifugar a 20 minutosa 2700 r.p.m.;

14. Desprezar 0 sobrenadante e lavar o DNA, que ficou aderido

a0 tubo, com etanol 70% (gelado); deixar secar por 15 minutos,
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15. Colocar 100 ni de agua Milli-Q e manter em banho-maria a
37°C por 24 horas, paratotd solubilizagdo do DNA,;

16. Consarvar em freezer -20°C.

-Reacdo em Cadeia de Polimerase

Principio. A PCR é uma técnica utilizada para amplificacdo in
vitro de seqliéncias especificas de DNA. Utiliza dois oligonucleotideos que se
hibridizam em fitas opodas e flanqueam a seqiiéncia de DNA a ser amplificada
Os ciclos sBo séries repetidas de desnaturacdo do DNA, andamento e extenséo
dos oligonucleotideos, pea enzima Taq polimerase, resultando em um acimulo
exponencid de um fragmento especifico de DNA.

Procedimento:

1. Em um tubo preparar o mix de amplificacdo através do
Magter Mix Amplificacdo do kit da BIO-RAD e adicionar a Taq polimerase
segundo as especificagdes do fabricante;

2. Em seguida, pipetar 40 nL desse mix em cada tubo contendo
uma amostrade 10 nl. de DNA gendmico de cada paciente;

3. Levar os tubos ao termociclador para iniciar 0 processo de
amplificacao;

4. O programa de amplificacdo congta de 3 ciclos divididos em
passos. O primeiro ciclo consta de uma desnaturacéo inicial a 94° C por 3
minutos, 0 segundo ciclo congta de trés passos repetidos por 34 vezes: 0 primero
passo ocorre a 94°C por 45 segundos, 0 segundo passo (anelamento dos
oligonuclectideos) ocorre a 60°C por 30 segundos e o terceiro passo (extensdo da
cadeia de DNA formada) ocorre a 72°C por 30 segundos. O terceiro ciclo €
redizado apenas umavez a 72°C por 5 minutos.
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-PCR-ASO para Hemocromatose Hereditaria

Paa a redizacdo destas andises foi  utilizado o kit
mD,™Hemochromatosis Hereditary BIO-RAD, o qua é um teste qudlitativo para
investigacdo das mutagcbes em ponto mais freqlientes de hemocromatose: C282Y e
H63D em amostras de DNA genémico.

Principio: O kit mD,™Hemochromatosis Hereditary BIO-RAD utiliza o
principio da hibridizagdo do ASO. Oligonucleotideos d€ntéticos hibridizam
especificamente com a sequéncia complementar de DNA. Portanto, sob condigdes
apropriadas de hibridizagdo somente bases complementares pareadas formaréo os
diplex. O kit mD,'™Hemochromatosis Hereditary BIO-RAD foi dividido em 3
fases. preparagdo amostras, amplificacdo do DNA in vitro por PCR, e deteccéo
ado especifica dos produtos amplificados pela captura por ASO.

Reagentes:

1 .Masgter Mix de amplificacio;

2. Solugdo Desnaturante;

3. Solugéo de Hibridizago;

4. “Solugéo de paradd’;

5. Conjugado de Estreptavidina-HRP (AS-HRP);
6. Tampéao de Lavagem 10X

7. Substrato (TMB);

8. Ensaio de Validacao.

Procedimento:

Preparacdo da amostra: As amodiras de DNA foram extraidas

de sangue total utilizando as metodol ogias de extracéo ja descritas.
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Amplificacdo in vitro. A amplificacédo foi redizada como

mencionado acima.

Deteccao

1. Primeiramente, retirar a Solucdo de Hibridizagdo, Solucéo de
Desnaturagdo, Conjugado AS-HRP e Substrato (TMB) do refrigerador para que
estes adquirissem a temperatura ambiente. Preparar 0 Tampdo de Lavagem através
da adicdo de 100 mL do Tampdo de lavagem 10X com 900 mL de &gua
delonizada.

2. Remover 0 ensaio do controle de vdidacdo do refrigerador e
coloca-lo no gelo.

3. Remover do refrigerador, um nimero apropriado de fitas para
as amostras e uma fita controle e colocé las namicroplaca.

4. Redizar a lavagem das fitas através do programa de lavagem
automética da lavadora Bio-Rad Model 1575 Immunowash;

5. Enquanto a microplaca é lavada, preparar 0s produtos da
reacao de PCR e 0 ensaio do controle de validacdo para deteccdo da reacéo.

6. Em um tubo separado de 0,5 mL, colocar 5 L do produto de
reacd0 de PCR, 20 nmL de &gua deionizada, e 25 niL de solucio desnaturante.
Agitar no vortex por 5 segundos. Centrifugar em microcentrifuga por 5 segundos.
Incubar atemperatura ambiente por 10 minutos.

7. Em um tubo separado de 0,5 mL, pipetar 9 ni do ensaio de
vdidacdo controle, 36 nL de &gua deionizada, e 45 ni de solucdo desnaturante.
Agitar no vortex por 5 segundos. Centrifugar em microcentrifuga por 5 segundos.
Incubar atemperatura ambiente por 10 minutos.

8. Pipetar 40 niL da Solucéo de Hibridizacdo em cada poco das
amostras e em cada poco dafita controle;

9. Pipetar 10 L do produto de PCR desnaturado dentro de cada
poco das amostras;
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10. Pipetar 10 nlL do ensaio de vaidacéo controle dentro dos
pocos dafita controle;

11. Homogeneizar a Solucdo de Desnaturacdo e Solucdo de
Hibridizac&o por agitacdo manud da placa;

12. Vedar a placa com a fita seladora de placa e incubar a 37° C
por uma horg;

13. Depois da hibridizacgo, remover a fita sdadora da placa e
lava-la por 5 vezes nalavadora automatica;

14. Adicionar 50 m do conjugado AS-HRP em cada pocgo das
fitas das amosiras e da fita controle. Cobrir a placa com fita de vedagéo, e incubar
por 37° C por 30 minutos.

15. Remover a fita seladora da placa e lavar a placa por 5 vezes
nalavadora automética;

16. Adicionar 50 ni do substrato (TMB) dentro de cada pocgo da
fita das amodras e da fita controle. Incubar em temperatura ambiente por 10
minutos. Os pogos com a reacdo podtiva ficardo azuis. Os pocos sem reacéo
ficar& menos coloridos.

17. Adicionar 50 m. da “solucdo de parada’ dentro de cada
poco. A cor mudara de azul para amarelo.

18. Imediatamente, transferir a placa para o leitor de microplaca,
onde s lerd as amostras na absorbéncia de 450 nm, utilizando 665 nm como

comprimento de onda.

Interpretacéo

Andises dos dados. Para andlise dos dados € necess&io
cdcular a razéo do vaor de A 450-455 para os aeos normais (N) divididos pelo

valor de A4s0-655 dos alelos mutantes (M) .
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Ensaio de Vdidacdo: Para 0 ensaio de vdidacdo ser vdlido, é
necessario verificar se ambos controle e amostra do paciente tem vaores dentro

de determinada faixa

1. Para controles, os valores devem sar:

Média do controle de linhade base : A450-655 < 0.1

Meédiado Controle background : Assp-655< 0.1

Média do Controle de deteccdo de hibridizacdo : A4s0-655> 0.8
Meédia do Controle de deteccao: Ayso-655> 0.8

2. Paraaamodtra paciente;

Osvaores A 450-655. para cada delo norma e mutante devem ser
<3,0.
A soma dos valores de Aso-655 para delo norma e para o ado

mutante devem ser > 0,6.

3. Para uma amostra de paciente o vaor N/M cdculado deve
cair numa dessas 3 especificagies a seguir:

-N/M > 8
-N/M <0.125
-N/M dentro dalinha 0,3-3

4. Interpretacdo dos Resultados

-Vaores > 8, sho indicativos de gendtipo normd;

-Vdores < 0125, s indicaivos de gendtipo mutante
homozigoto;

-Vdores entre 0.3 a 3, sdo indicativos do gendtipo heterozigoto.
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A C282Y
Paciente 1 <
B H63D
~ C Cc282Y
Peciente2
D H63D
~
- E C282Y
Paciente 3 <
F H63D
N
-~ G
: C282Y
Paciente 4 <
_ H H63D

Figura 20: Esquematizacdo da placa de PCR-ASO onde sfo visudizados trés
individuos portadores de mutacbes. As flechas vermehas indicam individuos
portadores da mutacdo H63D e a flecha azul indica individuo portador da mutagéo
C282Y.

111.3.5. Andlise Estatistica

Utilizamos em nosso estudo o programa Excd 2000, da
Microsoft Corporation e 0 programa Statdisk, Triola, M. F., 1998, para andise
estatistica dos dados.

A andise de edaidica descritiva dos dados foi redizada através
do programa Excel, onde se obteve a média, mediana, 0 desvio-padrdo, minimo e
maximo dos dados hematimétricos e da quantificacdo de Hb A e F pelos métodos
classcose HPLC.

Os clculos reacionados a coeficiente de variacdo e Qui-
quadrado foram redizados através da formula padrédo com a utilizacdo da
caculadora Caso Fx-82. O coeficiente de variacéo indica a dispersido dos dados
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em rdacdo a media e foi utilizado paa andise edatidica dos vaores
hematimétricos. O teste de Qui-quadrado foi utilizado para verificar o nivd de
significancia dos dados obtidos pel as metodol ogias classicas.

O teste de hipétese de média e a andlise de regressio linear
foram redizados aravés do Staidisk. O teste de hipdtese de média foi utilizado
para andise edatisica dos vdores hemaiméricos e para os vaores de
quantificacdo de Hb A, e Hb F, para as trés metodologias de quantificacéo. A
andie de regressfo linear foi utilizada para andise edatidtica dos resultados
obtidos pelas metodologias cléssicas e HPLC, para quantificacdo das Hb A e Hb
F.



V. Resultados
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1V. 1. Amostra

As amostras para compor 0 presente estudo foram encaminhadas
no periodo de fevereiro de 2001 a outubro de 2002, de individuos de ambos os
sexos, idade variando de 05 meses a 84 anos e, gpesar da solicitacdo da indicacdo
da enia, eda informacd nem sempre foi precisa, ou preenchida no formulério,
sendo, nos casos informados a maior frequiéncia de caucasianos.

O formul&io de solicitacdo de amostra (anexo 1) apresentou
canpos paa preenchimento de informagBes sobre identificacd, como nome,
idade, sexo, origem énica, médico responsavel, vaores hematologicos e historia
ou indicacdo clinica, dém dos testes que seriam aplicados e foi preenchido apos
orientacé sobre o0 estudo e concordancia de participagd em termo apropriado
(anexo 2), segundo aprovacdo no CONEP processo n® 25000.122494/2001-01
(anexo 3).

As amodtras foram colhidas de sangue venoso e acondicionadas
em tubos estéreis contendo EDTA 5% como anticoagulante, anexadas aos
formuldrios citados no parégrafo acima e enviadas a0 LHGDH em caixas de
isopor com gelo reciclavel. Apbs a chegada ao laboratério, foram identificadas e
codificadas, preservando a identidade dos participantes.

A equipe de gpoio nos diferentes estados da Unido foi composta
de enfermeiros, assstentes sociais e medicos, previamente treinados por nossa
equipe e colaboradores do LHGDH, para que as informagdes sobre a inclusfo na
pesquisa e as orientagOes sobre os resultados fossem fornecidos iguamente e com
0 mesmo nivel de seguranga em todas as localidades.

Os critérios de inclusdo das amostras do presente estudo foram
indicag@o clinica de tdassemias elou casos familiares de tdassemia do tipo beta
Dessa forma, foram avdiadas 332 amostras de sangue de individuos de 30
localidades diferentes.
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As amodras foram provenientes de diferentes regifes brasileras
sendo a maior proveniéncia da regido sudeste seguida das regites Nordeste, Sul e
Centro—Oeste.

O estado de S&o Paulo colaborou com 26,50% das amostras
encaminhadas a0 LHGDH, seguido do Sergipe (25,60%), Espirito Santo
(20,48%), Rio de Janeiro (15,36%), Rio Grande do Sul (5,42%), Bahia e Mato
Grosso do Sul (2,10%), Mato Grosso (0,90%), Goiés (0,60%) e Rio Grande do
Norte (0,30% ). Esses dados podem séo melhor visuaizados nafigura 18.

As cidades que mas encaminharam amostras foram Aracgu
(25,60%), Nova Friburgo e Vitoria (14,75%). O quadro 1 mostra a relacdo das
cidades de onde as amostras foram enviadas, seus estados e respectivas regioes.
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Figura 18- Distribuicdo da Porcentagem de Amostras Encaminhadas ao LHGDH segundo Estado
Brasileiro.
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Quadro 1 — Didribuicéo da amostras de acordo com cidade, estado e regi&o.

Cidade % Estado % Regido %
Piracicaba 12,65
Si0 Josédo Rio Preto | 9,03
Sho Carlos 2,10
Fernandopolis 0,60 P 26,50 Sudeste 62,34
Presidente Venceslau 0,60
Marilia 0,60
Ribeir&o Preto 0,30
Vitéria 14,75
Serra 5,72 ES 20,48
Nova Friburgo 14,75 RJ 15,36
Aracaju 25,60 SE 25,60
Salvador 2,10 BA 2,10 Nordeste 28,01
Santa Maria 3,61
Porto Alegre 1,80 RS 5,42 ul 5,42
Caxias do Sul 0,30
Campo Grande 2,10 MS 2,10
Cuiaba 0,90 MT 0,90 Centro-Oeste | 3,61
Rio Verde 0,60 GO 0,60
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IV.2. Par ametr os Hematol 6gicos

Segundo os critérios de incluso propostos e a combinagcéo dos
resultados laboratoriais obtidos, foram separados para avdiacdo dos resultados
globais trés grupos identificados por:

-Grupo Controle (AA) — sem dnas ou sSntomas de anemia,
vaores hematol gicos normais e perfil laboratoria de hemoglobinas AA (n = 70);

-Grupo Tdassemia Beta Heterozigota (BTH) — com dnas e
sntomas de anemia, vaores hematolégicos e perfil laboratorid desta forma de
hemoglobinopatia (n = 145);

-Grupo Tdassemia AlfalBeta (ABT) — com snas e Sntomas de
anemia, vaores hematologicos e pefil laboratorid deta forma de
hemoglobinopatia (n = 117).

Os vdores hematolégicos de cada grupo foram obtidos nos
locas de origem por equipamentos automatizados especificos para avdiagdo
hematol 6gica e estéo agrupados nos anexos 4, 5 e 6.

Observou-se que a média dos valores de ddbulos vermehos foi
maior no grupo ABT. Os vaores de hemoglobina foram menores no grupo de
BTH e os de hematdcrito no grupo BTH.

A andise edatidica descritiva por coeficiente de vaiacgdo
mostrou que o grupo de BTH foi 0 que menos dispersou em relacdo a média nos
seguintes indices hematologicos GV, Hb, HT, HCM e CHCM. O grupo AA
goresentou menor  coeficiente de variacd nos indices VCM, CHCM. Estes
valores estéo agrupados natabela 2.

Os indices hematimétricos, VCM, HCM apresentaram médias
menores no grupo BTH e média de CHCM menor no grupo ABT.

As médias percentuais observadas nos reticulocitos foram: para
o grupo AA, 1,64%; paraBTH, 1,64% e para ABT, 1,56%.

A tabela 1 ilustra as médias e desvio padréo de cada um dos
parametros hematoldgicos obtidos nos trés grupos de estudo, e a tabela 2 os

vaores do coeficiente de variagdo de cada andito para a andlise estatistica.
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Tabela1l — Média e desvio padréo dos indices hematol0gicos encontrados nos trés

grupos andisados.

Fendtipo GV Hb HT VCM HCM CHCM Ret.
(10% mm?) @ (%) (Mfouft)y (mmoupg)  (g/dl ou %) (%)
X+ D X+ D X+ D X + D X + D X+ D X+ D

AA 437+ 1208+ 36,80+ 84,70+ 27,79+ 3272+ 164+

(n=70) 069 216 598 9,49 3,84 1,42 066
BTH 4,97+ 1105+ 37,27+ 7536+ 2234+ 2984+ 164+

(n=145 055 127 422 9,03 2,64 3,63 086
ABT 517+ 1152+ 4102+ 7815+ 2291+ 2880+ 156+

(n=117) 065 144 564 1224 561 5,03 164

Tabedla 2 — Codficiente de variacdo dos indices hematolGgicos e de reticuldcitos
encontrados nos trés grupos analisados.

Fendtipo GV Hb HT VCM HCM CHCM Ret.*
(10% mm®) © (%) (nfoufty  (mmoupg)  (g/dl ou%) (%)
(AR cv. cv CV. CV. CV. CV.
AA 15,78 17,88 16,25 11,20 13,81 4,33 40,24
(n=70)
BTH 11,24 11,4 11,28 11,95 11,93 12,14 52,43
(n=145)
ABT 12,57 1250 13,74 15,66 24,48 17,46 105,12
(n=117)

C.V.: Coeficiente de variagdo
Ret.: Reticul 6citos

IV.3. Triagem De Hemoglobinopatias

Os anexos 7, 8, e 9 detaham os resultados laboratoriais obtidos

em cada uma das amosiras do diferentes grupos avaliados.
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Para o0s testes de triagem, observou-se que na ressténcia
globular osmética, os grupos BTH e ABT goresentaram  respectivamente,
postividade em 66,89% (97) e 57,26% (67) das amosiras, 0 grupo AA,
apresentou  92,85% (65) de negatividade para este teste. Os resultados
comparativos dos trés grupos avaliados estdo representados na tabela 3 e podem
ser visudizados nafigura 22.

Tabela 3 — Resaultados globais da andise da resséncia globular osmadtica em
solucdo NaCl 0,36% nos grupos estudados.

Fendtipo Postivo Negativo
AA (n=70) 05 (7,14%) 65 (92,85%)
BTH (n=145) 97 (66,89%) 48 (33,10%)
ABT (n=117) 67 (57,26%) 50 (42,70%)
/é 92,85%

66,89%

57,26%

42,70%

33,10%

AA (n=70) BTH (n=145) ABT (n=117)
Grupos Estudados

Positivo O Negativo

Figura 22: Resultados globais da andise de ressténcia globular osmética em

s0lugéo de NaCl a 0,36% nos trés grupos estudados.
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Na andise da morfologia eritrocitaia a fresco, foram
observados os seguintes perfis. N, N/+, +, +/++, ++, ++/+++ e +++ . A andlise nos
diferentes grupos mostrou que as observacdes mais freglientes para 0s grupos.
AA, BTH e ABT foram respectivamente, N/+, ++ e +. A tabela 4 e afigura 23
ilustram os resultados obtidos em cada grupo de estudo.

Tabda 4 — Indicacéo da freqiéncia dos diferentes perfis eritrocitarios obtidos pela

andlise damorfologia eritrocitaria a fresco nos diversos fendtipos analisados.

Fendtipo N N/+ + +/++ ++ ++/+++ +++
AA 04 40 19 04 02 01 0
(n=70) (571%) (57,14%) (27,14%) (5,71%) (2,85%) (1,42%) (0%)
BTH 01 24 32 28 58 01 01
(n=145) (0,68%) (16,55%) (22,06%) (19,31%) (40%) (0,68%) (0,68%)
ABT 0 18 61 12 26 0 0

(n=117) (0%) (1538%) (51,13%) (1025%) (2222) (0%)  (0%)

,11

..

+/++ ++ +4+/+++
Perfil Eritrocitario

OAA (n=70) B BTH (n=145) B ABT (n=117)

Figura 23. Freguéncia dos diferentes perfis enitrocitarios obtidos pea andise da

morfologia eritrocitéria a fresco nos diversos fendtipos analisados.



Resultados 87

Na detroforese em acetato de cdulose pH dcdino foram
observados os seguintes fendtipos de hemoglobinas: AA, AA2 AA; diminuido,
AA; F aumentada, AA, aumentada F H , AA, meta Hb F aumentada, AF, AA
diminuido F aumentada, AA; H e AH; sendo o mais prevaente no grupo AA, o
fendtipo AA, no grupo BTH, 0 AA,; aumentado e no grupo ABT, 0 AA; H.

A tabela 5 e a figura 24 mogram a freqiéncia de cada fendtipo de hemoglobinas
obtido em cada grupo de estudo.

Tabeda 5 — DidribuicBo da freqiéncia de achados nos diferentes perfis
eletroforéticos (*).

FenGtippo AA AF A"F- AA,- AF- AA; AometaHb A,- FH AAH AA; H AH
H

AA 61 03 - 01 - 03 - - - - 02
(n=70)

BTH 16 09 03 74 42 - 01 - - -
(n=145)

ABT 01 - - - - - - 52 63 01 -
(n=117)

(*) - :Aumentado

~: Diminuido



Resultados 88

87.14%

51,03% 53.84%
5 0
44, 44%
28,96%
11,03%
0.85% 4 0% 09 0%  090%

0%0‘/I

AA AA2aum AA2Faum A2aumFH AA2H

Perfil Eletroforético Alcalino

OAA BBTH BABT

Figura 24: Didribuicdo da fregiéncia de achados nos diferentes perfis
eetroforéticos obtidos por detroforese em pH dcdino para os trés grupos
estudados.

A deroforee em gel de &ga pH &ido utilizada como
dternativa para diferenciagédo de hemoglobinas com migragéo Smilar em
procedimentos detroforéticos em pH dcdino foi redizada para confirmacéo dos
contelidos mgoritaios de hemoglobines e avdiacdp semi-quantitativa de
hemoglobina feta. Os fenotipos observados nas amostras andisadas foram Hb
AA e Hb AF, sendo que no grupo AA, o fendtipo mais fregliente foi AA enquanto
gue nos grupos BTH e ABT foram AF e AA, respectivamente. A tabela 6 e a
figura 25 mostram a digtribuicdo dos fendtipos nos grupos avaiados.
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Tabela 6 — Resultados obtidos por eetroforese acida pH 6,2 nos diferentes

fendtipos.
Fendtipo AA AF
AA (n=70) 66 04
BTH (n = 145) 53 92
ABT (n=117) 63 54

- 94,28%

36,50%

5,71%

63,40%

53,80%

46,10%

AA BTH

ABT

Perfil Eletroforético Acido

OAA mAF

Figua 25. Didribuicdo da freqiéncia de achados nos diferentes perfis
eetroforéticos obtidos por €eetroforese em pH acido para os trés grupos

estudados.

A tabedla 7 mostra as médias e desvios padrbes dos vaores de
Hb A, e Hb F obtidos por €uicdo, desnaturacéo dcdina (Betcke) e HPLC nos

trés grupos estudados.
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Tabela7 - Vaores daMédia e Desvio Padréo da Quantificagcdo daHb A, e Hb F
pelas diversas metodol ogias utilizadas.
Fendtipo %A, (Bluicdo) %F (Betcke) %A, (HPLC) %F (HPLC)

X +D X + D X +D X +D

AA 2,69 + 0,39 0,36+037 0,36+0,37 2,69+0,39
(n=70)

BTH 4,71+ 1,00 157+145 505+108 1,74+1,40
(n=145)

ABT 4,66 + 0,83 1,21+1,84 504+089 1,47+2,08
(n=117)

Os vaores gpresentados na tabela 7 sdo melhor visualizados nas

figuras abaixo.

25

]
(=]
1

Fregiiéncia
&5
1

10

Porcentagem

—=— Eluicio —— HPLC

Figura 26. Didribuicdo da fregliéncia de porcentagem de Hemoglobina A,
quantificada pelas metodologias de Eluicéo e HPLC no grupo AA.
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Figura 27: Didribuicdo da freqiéncia de porcentagem de Hb F quantificada pelas
metodol ogias de Betcke e HPLC no grupo AA.

Fregliéncia
[ N N w w
(6, o [6;] o (8]

=
o
1

[¢)]
1

0 1 X & 4 i A
PERLLPLEIPEPLLRPPLPLLPLEPL LSS
Porcentagem

| —=—A2Eligio —A—A2HPLC |

Figura 28: Didribuicdo da fregliéncia de porcentagem de Hemoglobina A,
quantificada pelas metodol ogias de Eluigdo e HPLC no grupo BTH .
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Fregliéncia

Porcentagem

—=— Betcke —a— HPLC

Figura 29: Didribuicdo da fregléncia de porcentagem de Hb F quantificada pelas
metodol ogias Betcke e HPLC no grupo BTH.

0 . it - Ll - -
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Porcentagem
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Figura 30: Didribuicdo da fregliéncia de porcentagem de Hemoglobina A,
quantificada pelas metodologias de Eluicdo e HPLC no grupo ABT.
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Freqiéncie

Porcentagem

| = Betcke —4—HPLC |

Figura 31. Didribuicdo da fregliéncia de porcentagem da Hb F quantificada pelas
metodol ogias de Betcke e HPLC no grupo ABT.

Nos casos de interagcdo com dfa tdassemia, testes laboratoriais
especificos foram redizados como a detroforese em pH neutro, que evidencia a
migrac@o da frag& de Hb H , caracteristica dessa hemoglobinopatia, e a pesquisa
de corpos de inclusdo de Hb H nos eritrécitos. Observouse valores médios de
1,21% Hb H no grupo de ABT.

Os achados laboratoriais sugestivos de afa taassemia por outros
procedimentos ndo foram consderados, tendo em vista que, para seguranca nos
laudos, sGo considerados portadores dessa afeccdo genética somente 0s casos em

gue todos os procedimentos |aboratorials sfo positivos.

IV.4. Avaliagc&o Molecular

Paa avdiacd molecular, os procedimentos de andise
redizados foram: extrac@o pelos kits mD,™ InstaGene Whole Blood BIO-RAD e
mD,"™ InstaGene Genomic BIO-RAD, extracdo rapida de DNA com uso de CTAB
e DTAB e extragdo pelo méodo Fenol/Cloroférmio.
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A andise molecular para identificacdo da hemocromatose
hereditéria rastreou a presenga dos mutantes C282Y e H63D. Foram avadiadas
109 amodtras, sendo 91 de BTH e 18 ABT, que apresentaram condicfes ideais de
andise. No grupo BTH, das 17 amogras que apresentaram mutagcOes, 11,76%
foram heterozigotos para C282Y; 70,58% foram heterozigotos para H63D; 5,88%,
duplo heterozigoto C282Y/H63D e 11,76%, homozigotos para H63D.

Para 0 grupo ABT, dentre as 4 amostras que apresentaram
mutacOes, 25% eram heterozigotos para C282Y e 75% heterozigotos para H63D.

Os dados gerais obtidos estdo relacionados na tabela 8,

visuaizados na figura 32 com detalhes individuais nos anexos 10 e 11.

Tabela 8 — Freguéncia dos mutantes C282Y e H63D para HH nos grupos com
fendtiposBTH e ABT.

Fendtipo C282Y H63D
BTH 11,76% 70,58%
ABT 25% 75%

— 75,00%
70,58%
25,00%
11,769 11,76%
0% 0% % 0%
. A el L
HomoC282Y HetC282Y HomoH63D HetH63D DuploHetero
BTH OABT

Figura 32 Didribuicdo da freqiéncia de mutagcbes para Hemocromatose

Hereditaria encontrada nos grupos BTH e ABT.
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Apesar dos cuidados na obtencé@o das amostras de DNA, aguns
resultados de hibridizagdo né foram conclusvos, provavelmente decorrentes de

limitac ©es técnicas e foram excluidos da andise.



V. Discussao
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As tdassemias sd0 os digdrbios genéticos mas comuns
resultantes de uma ampla variedade de diferentes mutagbes. Essas mutagOes
afetam os genes da globina dfa elou beta ocasonando um desequilibrio na
producdo da cadeia globinica afetada. Atudmente, as talassemias, as quais S0
origindrias dos povos mediterranecs, podem ser encontradas em todos os
continentes estimando cerca de 100.000 pecientes afetados em todo o mundo
(Thalassaemia International Federation, 2000).

As taassemias sfo divididas em dois grupos talassemia do tipo
beta e tdassemia do tipo dfa. Na talassemia do tipo beta, a cadela afetada é a da
globina b, e na talassemia dfa a cadeia afetada é da globina a. O desequilibrio na
sintese de producéo dessas cadeias é o fator principd na determinacdo da
severidade deste tipo de anemia, que varia desde auséncia de sinais clinicos até
anemia grave com dependéncia de transfusdo sangliinea (Thein et d., 1990).

Dois componentes clinicamente importantes para o0 diagnostico
e acompanhamento da talassemia beta sGo as concentragdes de Hb A, e Hb F,
cujos ensaos para suas quantificacbes evoluiram nos Ultimos anos, tornando-os
mais precisos e rgpidos (Cotton et d., 1999). Para um direcionamento clinico e
aconselhamento genético faz-se necessario a correta determinacdo dos parametros
para taassemia beta, devido a combinacd dos diferentes gendtipos de
hemoglobinas influencialem o fenGtipo, como no caso da tdassemia beta
intermédia (Huisman, 1997).

Em virtude do Brasl s um pais dtamente miscigenado,
gpresentando intensa heterogeneidade genética torna-se necessaria a identificac@o
de portadores de talassemia beta com possivel co-heranca de hemocromatose.
Através dessa premissa, o presente trabaho foi desenvolvido.

A amostragem de sangue fol proveniente de diferentes regites
brasileiras, com prevaéncia da regido sudeste, seguida das regifes nordeste, sul e

centro- oeste, No encaminhamento das amostras com suspeita de taassemia beta.
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A prevaéncia da regid Sudeste no encaminhamento das
amodras para confirmagdo diagnddtica, provavelmente esta relacionada a uma
maior facilidade no envio das amosras ao LHGDH — IBILCE — UNESP, embora
sga a regid mas avancada em termos diagnogticos. Outro fato reside na
formacdo da populacéo devido a movimentos migratdrios, resultando em uma
maior vaiabilidade genética e portanto, na maor presenca das
hemogl obinopatias.

Nenhuma amostra da regido norte foi encaminhada ao LHGDH
com suspeita de talassemia beta e apenas 07 amostras foram enviadas pela regiéo
Centro-Oeste. Egte fato deve-se a dificuldade de envio das amostras em virtude da
grande distancia dessas cidades com relacdo ao nosso laboratdrio.

Um outro viés encontrado no presente trabalho diz respeito ao
preenchimento do formul&io de identificacdo do paciente. Apesar das equipes de
gp0i0 estarem cientes da necessidade do correto preenchimento do formulério,
adguns dados ndo foram relatados, apresentando auséncia de informagbes como
idade, etnia e sexo.

A idade é um faor importante vito que ha diferencas
sgnificativas na concentragd de hemoglobina com reacdo a idade,
principdmente em criangas e idosos. A0 nastcimento, a crianca agpresenta
concentragéo de hemoglobina por volta de 18 a 20g/dL de sangue. Com um ano
de dade, a concentracdo de hemoglobina stua-se entre 10 a 11 g/dL e aumenta
gradativamente de 12 a 13g/dL dos trés aos sete anos, por volta dos 13 anos,
atinge valores caracteristicos do individuo adulto, porém, concentracéo difere
em relagcdo ao sexo.

No caso onde ndo havia referéncia com relacdo ao sexo, a
identificacdo sexud foi redizada através no nome do paciente. Essa diferenciacéo
€ importante pois os homens apresentam maior concentracdo de hemoglobina que
as mulheres em virtude da acdo dos horménios androgénicos. Esse quadro
iniciado na adolescéncia, permanece até os 55 anos, quando as taxas hormonais
androgénicas diminuem e a concentracdo de hemoglobina nos homens iguda-se a

das mulheres.
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A cdassficacdo da populacéo com relacdo a etnia néo foi
redizada devido a dificuldade quanto a classficacdo em grupos énicos em
virtude da extrema miscigenacdo observada em nosso pais e somente
caracteristicas como cor da pele e textura do cabeo ndo sdo suficientes para
edtratificacdo étnica (Cabral, 2000).

Com relacéo a selecdo das amodtras, esta foi redlizada de acordo
com a indicacdo clinica de talassemias €/ou casos familiares de taassemia do tipo
beta e separadas em trés grupos digtintos. grupo controle (AA), grupo tdassemia
beta heterozigota (BTH) e tdassemia dfalbeta (ABT), confirmados peos
procedimentos laboratoriais.

Os vaores hematologicos de cada grupo foram obtidos nos
locais de origem por equipamentos automatizados especificos para a avdiacéo
hematologica e ndo oferecem viés a0 estudo pois as equipes laboratoriais foram
treinadas por nosso |aboratorio para caibrarem corretamente seus equipamentos.

De acordo com os vaores hematologicos, os trés grupos
apresentaram média de GV e HT dentro dos vaores normais. Isto ocorre devido a
producdo aumentada dos glébulos vermehos sr um mecanismo compensatério
nos casos de taassemia beta. As taxas de hemoglobina para os grupos BTH e
ABT estavam abaixo do normal, corroborando os dados da literatura (Rapaport,
1987; Naoum, 1997). Entretanto, a andise edtatistica redlizada através do teste de
hipétese da média com intervao de confianca 0,99%, mostrou que apenas o valor
de Hb ndo serve como um parametro de identificacdo de individuos portadores de
talassemia afalbeta

Os indices hematiméricos VCM, HCM e CHCM estavam
abaixo do vador norma para os grupos BTH e ABT, em virtude dos pacientes
talassémicos apresentarem células microciticas e hipocrobmicas. A aplicacdo do
teste de hipdtese da média com intervalo de confianca 0,99% para os indices GV,
Hb, HT, VCM, HCM, CHCM, mostrou que apenas o vaor de HT ndo é um bom
parametro de identificacdo de individuos portadores de ta assemia beta.

Segundo Bertuzzo et d. (1997), um vdor dto de HCM e de Hb
A, pode ser indicativo de mutagOes brandas de talassemia beta como no caso de
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heterozigotos para b 1VSI-nt 6 quando comparados aos heterozigotos para as
mutacdes b°39 e b IVSI-nt 1. Os niveis de Hb e VCM também podem apresentar-
se elevados nos heterozigotos para b 1VSI-nt 6. Uma perspectiva futura para a
identificacéo de mutantes de talassemia beta € a deteccéo por PCR em tempo redl,
onde sondas de hibridizacdo marcadas por fluoréforos sdo utilizadas permitindo a
rgpida identificacéo dos mutantes (Moreno et a., 2002).

Em determinados casos clinicos, como a anemia ferropriva, 0s
indices hematimétricos VCM, HCM e CHCM gpresentam-<e inferior ao vaor de
referéncia e 0 esfregaco sangliineo gpresenta cdulas microciticas e hipocrémicas,
podendo resultar num diagndstico falso-positivo para talassemia beta. Nesse caso,
fazse necessrio a redizacd de exames especificos como de dosagem de
ferriting, transferrina e receptor de tranderrina para diferenciagdo de anemia
ferropriva da ta assemia beta heterozigota (Rapaport, 1987; Lima & Grotto, 2002).

Um outro pardmetro de grande importéncia é a contagem de
reticulécitos pois edte reflete a producdo eritrocitaria medular. Vaores eevados
indicam eritropoiese aumentada, Stuacdo que ocorre no terceiro ou quarto dia
ap6s hemorragias agudas, em hemorragias cronicass e nas hemoglobinopatias
(Mide, 1977; Pires-Nascimento, 2003). A média percentua de reticulécitos nos
trés grupos andisados Stuou-se dentro dos valores normais porém, a andise por
coeficiente de variacd mostrou que os grupos BTH e ABT dispersaram muito em
relacdo a média Esta variacdo pode ter ocorrido em virtude da contagem manua
apresentar resultados imprecisos.

Com rdagdo a0 testes cléssicos de triagem, a ressténcia
globular osmética em solucdo de NaCl a 0,36%, através da andise edtatistica por
Qui-Quadradro, demonstrou ser um teste sdetivo para tdassemia beta
heterozigota, pois os eritrocitos gpresentam um aumento da mesma devido a
reduzida hemoglobinizacdo. Para 0 grupo BTH, a postividade encontrada foi
66,89% e 57,26% para o grupo ABT. A literatura relata 97% de postividade nos
casos de taassemia beta heterozigota (Silvestroni & Bianco, 1975), valor né&o
observado para nossas amostras. Este fato pode ter ocorrido devido a interferentes

na forma e tempo de coleta, cuidado no amazenamento e envio das amostras
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para a nossa unidade, adém dos componentes genéticos diversos dos estudos
anteriormente reglizados.

A andise da morfologia eritrocitaria nos grupos BTH e ABT
goresentou dteragbes dgnificativas na forma (anisocitose), tamanho (microcitose)
e coloracdo (hipocromid) das cdulas. No grupo BTH, encontramos maior
dteracéo das cdlulas (++) quando comparados ao grupo ABT (+). Essa diferenca
pode ser explicada em virtude da associacdo das duas condigbes patoldgicas
(adfalbeta tdassemia) goresentarem um  mecanismo  compensatdrio devido a
sintee inficiente dos dois tipos de globinas, ocasonando um fendtipo
morfolégico menos acentuado do que o apresentado pelo grupo BTH. A andise
edatigtica por Qui-Quadrado mostrou que essas dteragBes morfologicas sGo
significantes para os trés grupos analisados.

A detroforese em pH dcdino foi utilizada para avdiacéo das
fragbes de Hb A e Hb F que apresentam-se em concentragoes elevadas nos casos
de tdassemia beta Eda metodologia foi utilizada em razdo da facilidade de
execucan, baixo custo e por ser a metodologia mais difundida O aumento da
concentracdo da Hb A, pode estar influenciado por associacdo com outros
defeitos globinicos, deficiéncia de ferro e processos infecciosos diversos (Cotton
et a., 1999). A concentracdo elevada de Hb F pode ser resultante de defeitos
genéticos ou fatores ambientais como inducdo por droges. Entretanto, a co-
migracdo de diferentes tipos de hemoglobinas dificultando a identificacdo das
mesmas e a deteccdo de hemoglobinas répidas, evidencia a necessdade de
asociacdo de diferentes metodologias para um diagnéstico seguro, em especia
para as interagies entre as formas tal assémicas.

A deroforese em pH &ido foi redizada para andisar semi-
guantitativamente a presenca de Hb F. No grupo AA, 03 amostras que néo
gpresentaram presenca de Hb F na detroforese em pH acdino, apresentaram na
eletroforese em pH &cido; no grupo BTH, 35 (24,13%) amostras e no grupo ABT,
apenas 06 (5,12%) amostras apresentaram a presenca de Hb F na eetroforese em
pH &cido. Edta técnica foi redizada pois na detroforese dcdina, a Hb F migra um
pouco abaixo da Hb A, e em aguns casos torna-se dificil a identificacdo da sua
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presenca. Na detroforese em pH &cido, a Hb F migra acima da Hb A, sendo
fadlmente visudizada e identificada Eda técnica foi utilizada com a findidade
de comprovar ou ndo a presenca de Hb F, conduta que deveria ser adotada sempre
que houver divida sobre a presenca de Hb F na eletroforese em pH acadino.

De 332 amodtras, apenas 320 foram submetidas a quantificacéo
de Hb Ay e Hb F pelos respectivos méodos. €uicdo e desnaturacéo acdina, dém
da quantificacdo por HPLC.

As técnicas de quantificacdo de Hb A, por €duicdo e de
desnaturacéo alcadina para quantificacdo de Hb F, foram redizadas para
comparacao com os dados obtidos pelo HPL C avaliando a eficicia dos mesmos.

Na quantificacdo de Hb A, por euicdo obteve-se as seguintes
médias percentuals para 0s grupos andlisados. grupo AA, 2,42%; grupo BTH,
4,71%; e grupo ABT, 4,66%. Por HPLC, as médias percentuais foram 2,69%;
5,05% e 5,04% para os grupos AA, BTH e ABT, respectivamente. A diferenca
observada entre os resultados obtidos pela técnica classica de quantificacdo e por
HPLC pode ser explicada devido a dgumas varidveis do procedimento como:
tempo de duicdo da amostra e leitura das densdades Opticas. A andise de
regressdo linear demonstrou que os vadores obtidos através dessas metodologias
foram edtatisticamente diferentes, com intervalo de confianca de 99%.

Os vdores das médias percentuais obtidos aravés da
metodologia de desnaturacdo dcdina para Hb F nos grupos AA, BTH, ABT
foram respectivamente: 0,06%; 1,63% e 1,21%. As médias percentuais obtidas
por HPLC foram: 0,36%; 1,74% e 1,47% para AA, BTH e ABT, respectivamente.
A diferenca observada entre as médias obtidas pelas duas metodologias, pode ser
explicada devido a erros com relacéo ao tempo de redizacdo de cada passo da
técnica; concentragbes varidveis das solucbes e ero na leitura da densidade
Optica. A andise de regressio linear com intervalo de confianca de 99% corrobora
os val ores edtati sticamente diferentes obtidos por ambas metodologias.

Zamaro (2002) comparou valores de Hb F obtidos por
desnaturacéo dcdina e HPLC, e observou que os resultados obtidos por HPLC
apresentaram  valores proximos dos perfis normas obtidos paa diferentes
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populacbes e compativeis com o pefil eetroforético e cromatogréfico de cada
uma das amosiras andisadas. Os resultados obtidos com nosso estudo corroboram
estes achados.

Através da andlise edatistica de regressdo linear, evidenciou-se
a acurécia do HPLC como metodologia quditativa e quantitativa das fraches da
hemoglobina, dém da rapidez, facilidade de manuseio, boa reprodutibilidade,
sensibilidade e precisdo quando comparado com & técnicas convencionais (Tan et
al., 1993; Cotton et d., 1999; Eastman et d., 1996; Fucharoen et d., 1990).

A confirmagdo da presenca de Hb H nos casos de interagdo
dfalbeta taassemia foi redizada aravés da eetroforese em pH neutro e da
pesquisa de corpos de incdusio em esfregaco sangliineo. Este procedimento foi
redizado pois aravés da eetroforese em pH adcdino ndo é possivd confirmar a
presenca da Hb H, devido a dificuldade de sua identificacdo, que muitas vezes é
confundida com a proteina abumina. Esta conduta deveria ser adotada por
laboratorios que redizam andisess de hemoglobinopatias, pois S0 tedtes
especificos para confirmagdo de talassemia dfa dém, de serem rgpidos e de
baixo custo.

O acimulo de ferro pode ocasonar a manifestagdo de vérias
patologias dentre as quais destacam-se cardiomiopatias, hepatite e carcinoma
hepatocelular, dém de processos hematoldgicos (Franco et a., 1998; Caado et
d., 2000; Martindli et a., 2000) que podem influenciar os fendtipos de talassemia
beta.

Paa a extracdo do DNA genbmico foram redizados varios
ensaios para estabelecer qual 0 melhor procedimento para a obtencéo das amostras
de DNA, com quantidade e qudidade. Foram utilizadas as seguintes
metodologias. extracd pelos kits mD,™ InstaGene Whole Blood BIO-RAD e
mD,™ InstaGene Genomic BIO-RAD, extraco répida de DNA com uso de CTAB
e DTAB e extracéo pelo método Fenol/Cloroférmio. Os ensaios redizados através
dos kits de extracdo embora répidos, ndo permitiram a obtencdo de DNA de boa
qudidade e quantidade; ja os ensaios de extracdo com uso de CTAB e DTAB e o
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método fenol/cloroférmio permitiram a obtencdo de DNA de boa qudidade e
quantidade para o rastreamento das mutagdes de HH.

A técnica de extracdo adotada para nosso estudo foi extracdo
pdo méodo Fenol/Cloroférmio, com modificagdes. Utilizouse este ensaio
diminuido dez vezes e obtivemos DNA com qualidade e em boa quantidade aém,
da reducdo dos custos com materiais e reagentes.

Apés a extracdo do DNA gendmico redizou-se a identificacéo
dos mutantes C282Y e H63D para hemocromatose hereditéria em 109 amostras
sendo 91 amodtras de BTH e 18 amostras de ABT. Essas mutagdes estudadas séo
as mais freqlientes em calicasianos europeus.

Dentre as mutagdes identificadas para o grupo BTH, encontrou-
se 11,76% das amostras com perfil heterozigoto para a mutacéo C282Y. O grupo
ABT apresentou 25%% das amostras com perfil heterozigoto para a mutagéo
C282Y. Para a mutagdo H63D, o grupo BTH apresentou 70,58% das amostras
heterozigotas e 11,76% de amostras homozigotas, e o grupo ABT gpresentou 75%
das amosiras heterozigotas para essa mutacdo. No grupo BTH, observou-se 5,88%
das amostras com perfil heterozigoto para ambas mutagbes C282Y/H63D.
Segundo Merryweether-Clarke et d. (1997), a mutagcdo C282Y estd presente em
populacbes de origem européia, sendo mas comum nO horte  europeu,
paticularmente na Dinamarca e Idandia, onde sua incidéncia é dta Ede reato
difere dos resultados obtidos pelo nosso trabaho, que pode ser explicado pela
miscigenacdo da popuacdo brasleira, que apresentou em sua colonizagdo grupos
de diversas regides da Europa, principdmente da regido mediterranea e Africa
Entretanto, os achados das mutagbes de hemocromatose em pacientes portadores
de talassemia beta € preocupante, pois estes podem desenvolver hemocromatose
em virtude das trandfusdes sangliness fregqlientes, da absorcdo gastrointesting
aumentada do ferro recebido pela dieta dimentar.
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A andlise dos resultados obtidos aravés da hematimetria, das
técnicas classicas de triagem e das metodologias especificas de confirmacéo
demongtraram a importéncia da associagdo destas metodologias para a correta
identificacéo da talassemia beta.

Para a quantificacéo de hemoglobinas, 0 HPLC demonstrou ser
uma metodologia precisa, rdpida e de fécil reprodutibilidede quando comparado
com as metodol ogias de €l uicéo e desnaturacdo acaina.

Paa a quantificacdo de Hb A, por duicdo obtivemos as
seguintes médias percentuais. 2,69%; 4,71% e 4,66% para 0S Seguintes grupos
AA, BTH e ABT. As médias percentuais obtidas por HPLC nos grupos AA, BTH
e ABT foram, respectivamente: 0,36%; 5,05% e 5,04%. Os vaores obtidos pelas
duas metodologias foram esperados para o pefil de taassemia beta A média
percentual obtida para a metodologia de desnaturacéo acdina nos grupos AA,
BTH e ABT foram, respectivamente: 0,36%, 1,57% e 1,21%. E a quantificagéo
redlizada por HPLC apresentou os percentuais para AA, BTH e ABT: 2,69%,
1,74% e 1,47%, respectivamente. Os vaores de Hb F obtidos por desnaturacéo
acdinae HPLC foram esperados conforme preconizado em literatura

Paa o correto diagnostico da interacdo taassemia afalbeta
foram necessirios testes especificos de confirmacd para Hb H tais como
eletroforese em pH neutro e pesguisa de corpos de incluszo.

Para andise de possivdl co-heranca entre taassemia beta e
hemocromatose hereditéria redizamos o rastreamento das mutagbes C282Y e
H63D e encontramos maior incidéncia de H63D tanto no grupo BTH quanto no
grupo ABT.

Através do presente trabaho evidenciamos a necessdade da
associacdo de metodologias para o correto diagnégtico de talassemia beta e de
suas interagOes, dém da caracterizacdo molecular de HH nestes pacientes para o
correto tratamento.
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Resumo 119

A tdassemia beta condtitui um grupo heterogéneo de distarbios
genéticos da sintese de hemoglobina sendo uma das doencas monogénicas mais
comums, identificada e estudada por vérias décades. E originéria da regido do
Mediterréneo porém, atuamente apresenta-se amplamente distribuida peo mundo
devido a0 fluxo génico pela migracdo das populagbes. No Brasl, os tipos de
talassemia mais prevaentes sfo as tdassemias dfa e beta e gpresentam nimero
vaidvd de individuos portadores devido a0 dto grau de miscigenacdo da
populacdo. As formas graves de tdassemia beta sdo facilmente diagnosticadas
entretanto, as formas mais suaves muitas vezes 20 interpretadas e tratadas como
anemia ferropriva. O presente estudo teve como objetivo caracterizar as formas
talassémicas do tipo beta e verificar os interferentes na expressfo do fendtipo
como a possived co-herangca com hemocromatose hereditdia. Através da
associagdo de andise hematimétrica, metodologias classicas e andlise por HPLC
analisamos 332 amodiras de sangue com suspeita de talassemia beta Um total de
70 amostras foram identificadas como portadores de hemoglobinas normais (AA),
145 portadores de talassemia beta heterozigota (BTH) e 117 portadores de
tdassemia dfabeta (ABT). A andise edatistica por regressio linear entre as
metodologias clésscas e HPLC para quantificacdo de hemoglobina A2 e Feta
para os trés grupos foram edatigicamente sgnificativas. A andise molecular por
PCR-ASO para identificagdo dos mutantes para hemocromatose hereditaria
mostraram 11,76% de mutacdo C282Y e 70,58% para H63D no grupo de
talassemia beta e 25% de mutacdo C282Y e 75% H63D para o grupo de
talassemia dfalbeta. Esses resultados evidenciam a necessidade da associacéo de
metodologias para o correto diagnégtico da tdassemia beta, bem como
caracterizacdo molecular para hemocromatose, em virtude da possivel co-heranca
desta com a tdassemia beta, devido a grande diversdade genctipica existente no

Bradl.

Palavras-chaves Tdasemia  betg, hemoglobinmopatias,

hemocromatose.
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The beta-thaassemia congtitutes a heterogeneous group of genetic
disorders of hemoglobin synthess. It has been one of the most common monogenic
diseases identified and studied for many decades. Its origins are from Mediterranean
region, athough nowadays it is spread for the whole world due to gene flow of
migration populations. In Brazil, the mogt prevaent types of thalassemia are the apha-
thalassemia and beta-thalassemia. They present a variable number of individuad carriers
due to high degree of miscigenation. The serious forms of beta-thalassemia are easily
identified, but the milder forms are many times diagnosed and treeted as iron deficiency
anemia. The objective of the present study was to characterize the thdassemic forms
and veify the interferents in the expresson of the phenotype as the possble co-
inheritance with hereditary hemochromatoss. It was analysed, utilizing hematimetric
anayss, classc methodologies and HPLC andys's, 332 blood samples suspect of beta-
thalessemia. The totd of 70 samples were identified as carriers of norma hemoglobins
(AA), 145 cariers of beta-thdassemia heterozigote (BTH) and 117 carriers of
aphalbeta-thalassemia (ABT). The statistic andysis by linear regresson between classic
methodologies and HPLC for quantification of hemoglobin A and Fetd hemoglobin
were datidicdly differents and sgnificants. The molecular andyss by PCR-ASO to
identify the mutants with hereditary hemochromatoss showed 11,76% of mutation
C282Y and 70,58% to HG3D in the beta-thalassemia group and 25% of mutation
C282Y and 75% of HE3D in the aphalbeta- thalassemia group. These results prove the
necessity of associaion of methodologies in order to achieve the correct diagnosis of
beta-thalassemia, as well as the molecular characterization of hemochromatos's, due to
the fact of its possble co-inheritance with beta-thdassemia in the vast genotypic

diveraty found in Brazil.

Keywords. Beta thalassemia, hemoglobinopathies, hemochromatoss.
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ANEXO 1

FORMULARIO DE SOLICITACAO DE AMOSTRA

% LLepL

NOME:

SEXO: IDADE:
MEDICO RESPONSAVEL:
DADOS HEMATOLOGICOS:
HISTORIA CLINICA:
PROVENIENCIA:

TESTES REALIZADOS

Eletroforese alcalina

Eletroforese &cida

Resisténcia osmotica em NacCl 0,36%
Pesquisa de corpos de Hb H
Dosagem de Hb A2

Dosagem de Hb Fetal

Morfologia Eritrocitaria

Eletroforese para Hb H

Pesquisa de reticuldcitos

Outros

CONCLUSAO:

Sao José do Rio Preto, de

Rua Cristévao Colombo, 2265, Fone: (017) 221.2392, Fax: 221.2390; CEP:15054-000, S&o José do Rio Preto, SP;

ETNIA:

de 200.

unesp

N° Registro:

RESULTADO METODO

Marengo & Rowe
Vella
Silvestroni & Bianco
Papayannopoulos
Marengo & Rowe
Betke

Dacie & Lewis
Dacie & Lewis

CRB 03.973/01-D

E-mail: laboratorio_hgdh@yahoo.com.br

Dra. Claudia R. Bonini Domingos

A¥a
AXLN Y
iy

VALORES
NORMAIS
AA
AA
Negativo
Ausente
25a35%
0,0a1,0%
Normocitose
Ausente
0,5a2,0%
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ANEXO 2
TERMO DE CONSENTIMENTO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
CONSELHO NACIONAL DE SAUDE, RESOLUCAO 196/96

Nome do Projeto: “Avdiacdo dos Mutantes que originam Tdassemia do Tipo Beta no
Brasil”

Nome do Responsavel pela conducéo da pesquisa:
Lya Bueno de Carvaho (UNESP) — (17) 2212392

Dados do Individuo:;

Estou ciente de haver concordado em participar, voluntariamente, da pesguisa acima
referida e para tanto fornecerel uma amosira do meu sangue coletada por profissonas
capacitados. Este procedimento apresenta risco minimo para minha salide como o caso do
gparecimento de uma mancharoxano loca da puncéo.

Fui informado também que teréd conhecimento de todos os resultados obtidos,
independentemente do fato de mudar meu consentimento em partticipar da pesquisa em
qualquer momento; que poderel consultar a pesquisadora responsavel em quaquer época,
pessoalmente ou pelo telefone (0XX17) 221.2392, para esclarecimento de quaisquer davidas. Estou
ciente que ndo terel quaisquer beneficios ou direitos financeiros sobre os eventuals resultados
decorrentes;, que este estudo é importante para a identificacdo e caracterizacdo das
hemoglobinas anormais, contribuindo para o mehor entendimento, correto diagnéstico e
tratamento adequado aplicados a populacéo brasileira.

Este estudo podera ser apresentado em reunides e publicagtes cientificas sem a minha

identificacdo pessod.
D7 7= , /200

Assinaturado Paciente ou Responsavel
[DZ: - , | 1200

Assinatura do Pesquisador Responsavel

OBS. Egte termo apresenta duas vias, uma destinada a0 usu&io ou seu representante legd e a outra ao
pesquisador.
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ANEXO 3

PARECER DE APROVACAO DO CONEP
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ANEXO 4

TABELA 9 - RELACAO DOS VALORES HEMATIMETRICOS OBTIDOS
PARA O GRUPO DE AMOSTRAS NORMAIS (AA)

Codigo ldade Estado GV (10%/mm®) Hb(g/ dL) %HT

VCM(M) HCM (pg) %CHCM %Ret.

Coo1
C002
C003
coo4
CO005
C006
Ccoo7
COo0o8
CO009
C010
C011
C012
C013
co14
C015
CO16
Cco17
Co18
C019
C020
Cco21

C023
Cco24
C025
C026
Coz27
C028

14 anos
06 anos
20anos
14 anos

04 anos
35 anos
03 anos
39 anos
16 anos
26 anos
15 anos

31 anos
52 anos
08 anos
34 anos

47 anos

30 anos
42 anos
13 anos
24 anos

35anos
29 anos
01 ano

27 anos
04 anos

M @

DRARHBDAAARAAADRAAARARAARARARRARRRARM

557
4,00
578
4,90
335
4,60
4,00
4,40
4,40
4,04
4,72
442
4,61
4,29
364
3,80
3,63
550
397
457
2,29
3,80
4,82
3,73
342
4,67
4,30
5,20
4,04
510
418
484
4,20
522
398
4,60
5,24

12,70
11,90
16,20
13,90
11,10
8,50
11,10
10,60
12,90
9,90
1350
11,70
12,40
13,60
11,80
11,70
11,80
14,30
11,70
14,40
8,80
11,70
14,50
9,20
10,40
14,30
9,20
14,30
12,30
16,50
11,70
12,40
11,00
14,40
11,40
13,60
10,90

40,40
36,00
50,50
44,00
31,40
30,00
33,00
34,00
38,00
31,70
42,00
36,30
37,40
39,20
3590
34,00
3570
45,00
36,10
44,10
26,90
35,00
42,40
2840
31,00
42,10
28,80
41,00
36,90
47,80
3570
38,90
33,50
43,80
33,10
41,00
3530

72,50
90,00
87,30
89,70
93,70
65,20
82,50
77,20
86,30
78,40
88,90
82,10
81,10
91,30
98,60
89,40
98,30
81,80
90,90
96,40
117,40
92,10
87,90
76,10
90,60
90,10
66,90
78,80
91,30
93,70
8540
80,30
79,70
83,90
83,10
89,10
67,30

22,80
29,70
28,00
28,30
33,10
18,40
27,70
24,00
29,30
24,50
28,60
26,40
26,80
31,70
32,40
30,70
32,50
26,00
29,40
31,50
38,40
30,70
30,00
24,60
30,40
30,60
21,30
2750
30,40
32,30
27,90
25,60
26,10
2750
28,60
29,50
20,80

31,40
33,00
32,00
31,50
3530
28,30
33,60
31,10
33,90
31,20
32,10
32,20
33,10
34,60
32,80
34,40
33,00
31,70
32,40
32,60
32,70
33,40
34,10
32,30
33,50
33,90
31,90
34,80
33,30
34,50
32,70
31,80
32,80
32,80
34,40
33,10
30,80

0,50

250
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Continuagéo do Anexo 4

Codigo ldade Estado GV (10°/mm®) Hb(g/dL) %HT VCM(nT) HCM (pg) %CHCM %Ret.

CO038
C039
C040
Co41
Co42
Co43
co44
C045
C046
co47
Co48
C049
C0s0
CO051
C052
CO053
C04
CO055
C056
CO057
CO058
C059
C060
Co61
C062
C063
Coc4
CO065
CO66
Co67
C068
C069
CO070

40 anos
26 anos
02 anos
07anos
41 anos
38 anos
38 anos
42 anos
47 anos
37 anos
16 anos
22 anos
38 anos

37 anos

50 anos
07 anos
55 anos
46 anos
71 anos
67 anos
71 anos
58 anos
08 anos
51 anos

06 anos
24 anos
19 anos

@ f

BDRERAARARRARRAARARRARRARRARARARBB AR

3,00
4,20
4,20
242
4,93
4,40
4,45
4,60
4,31
519
3,88
4,66
4,40
453
5,30
4,80
4,80
4,90
4,35
4,20
3,77
4,28
4,10
4,00
528
5,40
573
3,70
4,19
4,68
4,28
322
3,95

8,70
11,20
9,80
6,00
10,10
10,60
1390
11,50
1310
8,90
9,40
14,40
13,40
1150
16,70
12,80
10,00
11,00
13,70
13,40
11,80
13,40
10,00
12,00
16,10
15,30
17,20
11,40
11,10
12,90
11,40
9,80
11,00

27,00
36,00
30,00
18,30
34,00
32,90
39,10
35,00
39,00
30,00
29,00
43,10
40,00
36,30
49,00
38,00
33,00
3590
40,40
40,00
35,30
39,30
32,00
36,00
48,60
45,00
48,80
33,00
36,50
41,10
36,00
28,90
33,30

90,00
85,70
71,40
75,60
69,00
74,80
87,80
76,00
90,40
57,80
74,70
92,40
90,90
80,10
92,40
79,10
68,70
73,20
92,80
95,20
93,60
91,80
78,00
90,00
92,00
83,30
85,10
89,10
87,10
87,80
84,10
89,70
84,30

29,00
26,60
23,30
24,70
20,00
24,10
31,20
2500
30,30
17,10
24,20
30,90
30,40
2530
31,50
26,60
20,80
2240
31,40
31,90
31,20
31,30
24,30
30,00
30,40
28,30
30,00
30,80
26,40
2750
26,60
30,40
27,80

32,20
31,10
32,60
32,70
29,70
32,20
35,50
32,80
33,50
29,60
32,40
33,40
33,50
31,60
34,00
33,60
30,30
30,60
33,90
33,50
33,40
34,00
31,20
33,30
33,10
34,00
35,20
34,50
30,40
31,30
31,60
33,90
33,00
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ANEXO 5

TABELA 10 — RELACAO DOS VALORES HEMATIMETRICOS OBTIDOS

PARA O GRUPO DE TALASSEMIA BETA HETEROZIGOTA (BTH)

Codigo ldade Estado GV (10°/mm®) Hb(g/dL) %HT VCM(@i) HCM (pg) %CHCM %Ret.
BOO2 40anos RIJ 4,90 1000 3200 6530 20,40 3120 1,00
BOO3 43anos  SP 390 1000 3200 8200 25,60 3120 150
BOO5S 66anos ES 350 1020 3300 94,20 29,10 3090 1,00
BOO6 33anos SP 4,00 11,00 3300 8250 27,50 3330 070
BO0O 08meses ES 4,70 1200 3500 7440 2550 320 060
BO1l Olano ES 4,80 11,20 3600 7500 2330 31,10 1,00
B013 14anos RIJ 4,90 1000 3200 6530 20,40 3120 070
BO14 ES 4,80 11,00 31,00 6450 2290 3540 050
B018 SE 4,00 11,00 3200 8000 27,50 3430 080
BO21 MT 4,90 1000 3200 6530 20,40 3120 1,00
BO22 80anos SE 4,90 1000 3200 6530 20,40 3120 200
B023 RN 4,70 11,00 31,20 6630 2340 3520 200
BO24 RJ 450 1200 3300 7330 26,60 3630 200
B025 RJ 4,70 11,00 3220 6850 2340 3410 250
B028 ES 4,60 11,00 3200 6950 2390 330 200
BO31 ES 4,60 1000 3320 7210 21,70 3010 1,00
BO32 RJ 450 1000 3200 71,10 2220 3120 1,00
BO33 MT 4,80 1000 31,00 6450 20,80 220 050
BO34 29anos SE 4,98 920 3130 6280 18,40 2930 200
B036 RJ 5,00 1000 3000 6000 20,00 B30 1,00
BO37 RJ 4,95 1020 31,00 62,60 20,60 290 080
BO39 28anos ES 6,50 11,80 31,00 47,60 18,10 3800 080
BO42 19anos SP 5,00 1280 4000 80,00 25,60 320 1,00
BO45 03anos ES 5,50 1000 4000 72,70 18,10 2500 2,00
BM48 Olano SP 4,90 1020 3900 7950 20,80 2610 2,00
BOSO 12anos BA 5,10 11,00 3900 7640 21,50 2820 050
BO51 RJ 5,50 1200 4000 72,70 21,80 3000 1,00
BO54 MT 5,00 980 4100 8200 19,60 239 1,00
B058 ES 4,90 11,00 3700 7550 2240 2970 200
B059 RJ 5,00 1000 4800 9600 20,00 2080 080
BO61 RJ 5,20 1000 4800 92,30 19,20 2080 1,00
B063 RS 5,50 900 4700 8540 16,30 1910 300
BO64 RJ 5,00 1000 4400 8800 20,00 270 080
BO66 03anos ES 4,70 11,00 4400 9360 2340 2500 060
BO68 13anos ES 450 1120 4000 8880 24,80 2800 1,00
BO70 2lanos ES 4,70 11,00 3800 80,80 2340 2890 1,00
BO73 RS 4,90 1000 3500 7140 20,40 2850 050
BO75 P 5,00 11,00 3800 7600 22,00 2890 080




Anexos

Estado GV (10°/mm® Hb(g/dL) %HT VCM(F) HCM (pg) %CHCM %Ret.

Continuacéo do Anexo 5
Cadigo Idade
BO76 02 anos SP
BO77 29 anos SP
B078 0 anos SP
B080 38 anos SP
B081 0l ano ES
B083 Oano SP
B0&4 Oano SP
B085 Oano SP
B089 RJ
B091 25 anos RS
B092 02 anos RJ
B097 RJ
B098 30 anos SP
B099 RJ
B100 19 anos MS
B102 0l ano ES
02 anos 02
B103 meses SP
B106 MS
B107 MS
02 anose 10
B108 meses sp
B109 SP
B110 SP
B114 08 meses ES
B116 RJ
B117 RJ
B118 ES
B119 05 anos SP
B120 36 anos SP
B122 52 anos SP
B123 ES
B125 02 anos ES
B126 SP
B128 RJ
B130 ES
B136 SP
B137 61 anos RS
B139 RJ
B140 RJ
B141 ES
B142 15 anos RS

450
5,00
450
4,20
4,40
4,42
5,10
501
4,70
4,60
450
5,40
480
480
490
450

4,50
4,50
4,70

5,00
5,50
5,20
4,00
4,70
5,00
5,50
4,60
4,50
4,70
4,60
4,40
5,00
5,00
5,00
540
6,00
510
510
5,00
4,70

11,20
12,00
12,00
1150
12,00
11,00
10,00
10,00
10,10
10,20
10,00
10,00
9,80
9,70
9,00
10,00

10,00
10,10
10,20

11,00
11,00
12,00
9,60
13,00
12,50
13,00
11,70
11,50
9,80
10,00
10,00
10,20
11,00
11,00
10,00
10,00
11,00
12,00
9,00
12,00

39,00
39,00
41,00
36,00
40,00
40,00
49,00
44,00
41,00
41,00
40,00
41,00
37,00
38,00
37,00
35,00

34,00
35,00
34,00

38,00
40,00
41,00
37,00
38,00
42,00
41,00
33,90
35,00
29,70
35,00
35,00
39,00
37,00
38,00
39,00
41,00
39,00
40,00
41,00
39,00

86,60
78,00
91,10
85,70
90,90
95,20
96,00
87,80
87,20
89,10
88,80
75,90
77,00
79,10
75,50
77,70

75,50
77,70
72,30

76,00
72,70
78,80
92,50
80,80
84,00
74,50
73,60
77,70
63,10
76,00
79,50
78,00
74,00
76,00
72,20
68,30
76,40
78,40
82,00
82,90

24,80
24,00
26,60
27,30
27,20
24,80
19,60
19,90
21,40
2210
22,20
1850
20,40
20,20
18,30
22,20

22,20
2240
21,70

22,00
20,00
23,00
24,00
27,60
2500
23,60
2540
2550
20,80
21,70
22,70
20,40
22,00
22,00
18,50
16,60
2150
2350
18,00
2550

28,70
30,70
29,20
31,90
30,00
27,50
20,40
22,70
24,60
24,80
25,00
24,30
26,40
2550
24,30
28,50

29,40
28,80
30,00

28,90
27,50
29,20
2590
34,20
29,70
31,70
34,50
32,80
32,90
28,50
28,50
26,10
29,70
28,90
25,60
24,30
28,20
30,00
21,90
30,70

1,00
0,70
100
2,00
0,60
0,60
250
1,00
1,00
0,60
0,60
0,60
0,60
0,50
0,70
100

100
250
1,00

0,80
0,50
0,60
0,70
0,90
0,50
0,50
150
0,90
150
0,60
0,90
100
2,00
1,00
100
2,00
0,50
3,00
250
2,50
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Codigo ldade Estado GV (10°/mm® Hb(g/dL) %HT VCM(@M?) HCM (pg) %CHCM %Ret.

B147 RJ 4,40 12,00 38,00 86,30 27,20 31,50 2,00
B148 SP 6,00 13,00 41,00 68,30 21,60 31,70 1,00
B149 5lanos SP 5,50 10,50 31,20 56,70 19,00 33,60 2,00
B150 ES 5,50 12,00 38,00 69,00 21,80 31,50 120
B151 SP 5,20 11,00 3900 75,00 21,10 28,20 150
B154 4lanos RS 5,00 10,00 39,00 78,00 20,00 25,60 250
B155 SP 5,20 10,40 31,60 60,70 20,00 32,90 2,00
B156 BA 5,00 10,50 37,00 74,00 21,00 28,30 250
B157 27anos ES 5,70 10,00 34,00 59,60 17,50 29,40 3,00
B158 RJ 6,00 13,00 38,00 63,60 21,60 34,20 250
B160 20anos SE 4,70 12,00 33,00 70,20 2550 36,30 2,00
B161 ES 4,80 12,00 36,00 75,00 2500 33,30 2,00
Bl64 SP 6,00 13,80 39,00 65,00 23,00 3530 250
B165 14anos RS 4,70 12,00 3900 8290 2550 30,70 2,00
B167 26anos BA 4,40 11,00 38,00 86,30 2500 28,90 3,00
B168 36anos BA 5,00 10,00 39,00 78,00 20,00 25,60 3,00
B169 ES 5,50 13,00 3400 61,80 23,60 38,20 3,00
B170 MS 6,00 13,30 37,00 61,60 22,10 3590 2,00
B171 39anos ES 5,00 1350 3500 70,00 27,00 38,50 3,00
B172 RS 4,86 8,80 28,70 59,00 18,10 30,60 3,00
B173 SE 2,76 7,10 22,30 80,70 26,20 31,80 250
B174 SP 4,50 9,00 38,00 84,40 20,00 23,60 3,00
B176 0O6anos ES 4,00 9,90 38,00 95,00 24,70 26,00 250
B177 33anos SP 5,50 9,80 38,00 69,00 17,80 25,70 160
B178 09anos ES 6,00 10,90 39,00 65,00 18,10 27,90 150
B179 SE 5,50 11,00 39,00 70,90 20,00 28,20 3,00
B182 ES 5,60 12,00 41,00 73,20 2140 29,20 350
B185 04anos SP 4,90 12,00 40,00 81,60 24,40 30,00 3,00
B188 28anos SP 5,20 14,00 41,00 78,80 26,90 34,10 3,00
B189 02anos SP 450 12,50 40,00 88,80 27,70 31,20 2,00
B193 SE 5,00 12,00 39,00 78,00 24,00 30,70 2,00
B1%4 RJ 5,40 13,00 38,00 70,30 24,00 34,20 3,00
B195 67anos RJ 3,50 8,00 2700 77,10 22,80 29,60 3,00
B198 26anos ES 555 11,70 37,70 67,90 21,00 31,00 350
B199 75anos ES 5,02 10,40 34,30 68,30 20,70 30,30 1,00
B200 0Olano ES 6,00 13,00 41,00 68,30 21,60 31,70 250
B201 25anos ES 5,20 12,00 40,00 76,90 23,00 30,00 150
B202 16anos SP 5,30 12,00 40,00 7540 22,60 30,00 1,00
B203 28anos SP 5,00 11,00 40,00 80,00 22,00 2750 1,00
B204 24anos ES 411 840 26,10 6350 20,40 32,10 250
B205 17anos ES 5,50 11,60 37,20 67,60 21,00 31,10 150
B206 52anos RJ 5,20 11,50 39,00 75,00 22,10 29,40 1,00
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Cédigo Idade Estado GV (10°/mm®) Hb(g/dL) %HT VCM(@nT) HCM (pg) %CHCM %Ret.
B207 09anos ES 6,12 11,90 3940 6430 1940 3020 200
B208 32anos SP 4,60 850 2900 6300 1840 2050 350
B211 ES 450 1120 3700 6820 24,80 3020 350
B212 RS 470 11,00 3700 7870 2340 2070 300
B213 RS 4,80 11,00 3700 77,00 2290 2070 200
B218 34anos SP 4,90 11,00 3800 7750 2240 2070 250
B219 sP 5,00 1200 3300 7600 24,00 3150 200
B225 RS 5,20 1300 3900 7500 25,00 B30 150
B226 BA 550 1300 3900 7090 2360 330 200
B230 ES 5,20 1330 4100 7880 2550 240 250
B233 06anos SP 5,30 1330 4100 7730 25,00 3240 300
B234 16anos SP 5,00 11,00 4000 80,00 22,00 2750 300
B235 28anos SP 6,00 1300 4000 6660 21,60 3250 200
B237 20anos ES 5,80 11,00 4000 6890 189 27,50 -
B238 ES 6,00 11,00 4100 6830 18,60 26,82 -
B239 P 6,00 1290 4100 6830 2150 31,40 200
B245 ES 5,20 1250 4100 7880 24,00 3040 250
B248 47anos SP 525 1200 3700 7040 22,80 3240 150
B250 SE 550 11,00 3800 69,00 20,00 2890 200
B251 SE 550 1200 4100 7450 21,80 2920 200
B255 13anos ES 5,00 1250 4000 80,00 25,00 31,20 200
B257 ES 470 1200 3500 7440 2520 3420 200
B258 P 4,90 11,00 3600 7340 2240 3050 1,50
B259 SE 6,00 11,00 3900 6500 18,30 2820 150
B262 60anos SP 6,00 1300 3980 6630 21,60 3260 1,00
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ANEXO 6

TABELA 11 — RELACAO DOS VALORES HEMATIMETRICOS OBTIDOS PARA O
GRUPO DE TALASSEMIA ALFA/BETA (ABT)

Cédigo |dade Estado GV (10°/mm®) %Hb (g) %HT VCM(ni) HCM (pg) %CHCM %Ret.
BOO1 02anos6meses SP 480 11,00 4000 8330 2290 2750 17,30
BOO4 05 anos P 4,90 11,00 4200 8570 2240 2610 250
B007 RS 5,00 1200 4000 80,00 24,00 3000 300
BOOS SP 5,00 1200 4100 8200 24,00 2020 300
B010 ES 5,60 11,00 4500 8030 19,60 2440 300
B012 SE 590 1240 4130 69,00 21,00 3000 060
B015 27 anos ES 5,70 1250 47,00 8240 21,90 2650 1,80
B016 07 anos ES 480 1300 4000 8330 27,00 3250 200
BO17 RS 4,70 1300 4500 9570 27,60 2880 150
B019 RJ 480 1200 4100 8540 25,00 2020 200
B020 RJ 4,00 11,00 3000 7500 27,50 3660 300
BO26 RJ 4,00 11,50 31,00 77,50 2870 3700 060
BO27 25 anos SP 5,20 1200 4700 9030 23,00 2550 1,50
B029 RJ 590 1200 4800 81,30 20,30 2500 150
B030 ES 5,60 1230 5000 8920 21,9 2460 0,70
B035 03 anos RS 550 11,00 5000 9090 20,00 200 070
BO38 26 anos SP 550 11,20 4900 89,00 20,30 280 250
B040 33anos RS 450 11,00 41,00 91,10 24,40 2680 050
B041 11 anos P 450 1000 4000 8880 2220 2500 200
B0O43 05 meses BA 4,00 1050 3000 7500 26,20 3500 200
B044 12 anos SE 4,20 1400 4000 9520 3330 3500 060
B046 55 anos RS 450 1000 4000 8880 2220 2500 200
B047 22 anos MS 5,00 1000 4500 90,00 20,00 220 250
B0O49 RJ 450 1200 4000 8880 26,60 3000 200
BO52 SE 480 1460 4460 91,00 30,00 300 050
B053 42 anos P 550 1400 5000 9090 2540 2800 1,00
BO55 22 anos SP 590 1450 5000 9090 2450 2000 150
B056 05 anos ES 5,70 1350 5000 87,70 2360 2700 250
BO57 RJ 450 1200 4000 8880 26,60 3000 0,70
BO60 55 anos SP 490 1200 4200 8570 24,40 2850 250
B062 RJ 430 11,10 4000 9300 25,80 27,70 060
B065 RJ 570 11,00 4000 7010 19,20 2750 060
BO67 04 meses ES 4,70 1000 37,00 7870 21,20 2700 200
B069 MS 480 950 3300 7910 19,70 2500 200
BO71 01 ano ES 4,70 900 3000 6380 19,10 3000 050
BO72 RJ 5,00 1050 41,00 8200 21,00 2560 050
BO74 RJ 5,20 1000 4200 80,70 19,20 2380 060
BO79 0lano RJ 5,20 1200 5000 9610 23,00 2400 1,00
BOS2 RS 5,00 1200 4000 80,00 23,00 3000 050
B086 ES 5,70 1350 41,00 71,90 23,60 3290 1,80
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Caodigo |dade Estado GV (10°/mm®) %Hb(g) %HT VCM(i) HCM (pg) %CHCM %Ret.
B0O87 35 anos MS 590 1300 4700 79,60 22,00 2760 1,00
B088 ES 6,00 1450 5000 8330 24,10 2900 0,60
B0 0O2anoslmés  SP 6,20 1440 5200 8380 2320 2760 1,00
B093 22 anos BA 590 1430 51,00 8640 24,20 2800 250
BO%M 54 anos sP 5,00 1150 4800 96,00 2300 2390 1,00
B0% 0Olano sP 4,70 1200 3400 7230 25,50 3520 250
B0% RJ 4,50 1350 3400 7550 30,00 3970 060
B101 04 anos ES 4,70 11,00 3500 7440 2340 3140 250
B104 ES 3,70 11,00 3400 90,00 29,00 3230 080
B105 RJ 4,00 11,00 3300 8250 2750 3330 200
B111 03 anos sP 4,20 1000 3300 7850 2380 3030 200
B112 07 anos sP 4,00 950 34,00 8500 23,70 2790 1,00
B113 sP 4,70 990 3500 7440 21,00 2820 050
B115 29 anos ES 4,70 1000 3500 37,40 21,20 2850 090
B121 RJ 5,70 1300 4000 70,10 22,80 3250 070
B124 03 anos sP 4,00 1310 3940 7890 3270 3320 1,00
B127 ES 4,80 11,00 3900 8120 22,90 2820 1,00
B129 03 anos ES 5,70 11,00 4200 7360 19,20 2610 1,00
B131 RS 5,60 1130 4600 82,10 20,10 2450 1,00
B132 P 5,70 890 4500 7890 15,60 1970 350
B133 sP 6,70 1070 3400 50,70 15,90 31,40 300
B14 sP 5,70 1060 3400 5810 1850 5370 2,00
B135 09 anos SE 5,70 11,60 3700 6490 20,30 31,80 200
B138 RJ 4,90 1150 3300 67,30 2340 348 200
B143 41 anos sP 5,00 1070 3320 23,10 71,80 3220 200
B144 RJ 5,00 1000 4000 80,00 20,00 2500 050
B145 03anos P 5,20 1050 4200 80,70 20,10 2500 120
B146 73 anos SE 4,70 940 3000 6380 20,00 31,30 1,00
B152 ES 5,70 970 5600 1800 17,00 1730 1,00
B153 ES 5,70 900 4700 8240 15,70 1910 1,00
B159 47 anos SE 517 1050 3400 66,60 20,30 3080 200
B162 RJ 390 920 3300 84,60 2350 230 120
B163 SE 4,00 900 3500 8750 2250 2570 150
B166 15 anos SE 6,49 1210 3390 60,00 19,00 31,00 150
B175 ES 5,70 11,00 4700 8240 19,20 2340 2,00
B180 40 anos ES 5,00 1150 4300 8600 2300 2670 250
B181 47 anos P 5,00 11,00 4000 80,00 22,00 2750 2,00
B183 40 anos sP 5,20 1200 4200 80,70 2300 2850 250
B1&4 21 anos sP 5,50 1300 4000 72,70 2360 3250 300
B186 28 anos sP 5,00 1300 41,00 8200 26,00 31,70 200
B187 71 anos P 5,00 1200 41,00 8200 24,00 2020 250
B190 57 anos SP 5,40 1080 3700 6850 20,00 2910 250
B191 RJ 5,70 1350 4700 8240 23,60 3870 1,00
B192 25 anos SE 540 1080 3990 64,00 20,00 31,00 200
B19% sP 5,70 1300 4500 7890 22,80 2880 1,00
B197 RJ 6,00 1400 4650 77,50 2330 3010 1,00
B209 ES 6,20 1300 4700 7580 20,90 2760 150
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Codigo Idade Estado GV (10°/mm®) %Hb(g) %HT VCM(W) HCM (pg) %CHCM  %Ret.

B210 SP 5,70 1200 4750 8330 21,00 2520 1,00
B214 RJ 4,90 11,00 4230 8630 22,40 26,00 0,80
B215 ES 5,20 1150 4900 9420 22,10 2340 1,00
B216 24anos SP 5,00 11,00 4320 8640 22,00 2540 1,00
B217 44anos SP 5,00 1000 4000 80,00 20,00 2500 1,00
B220 SP 5,00 900 4010 8020 18,00 22,40 150
B221 17anos SP 5,20 1000 4020 77,30 19,30 19,20 1,00
B222 06anos SP 5,70 11,00 4000 70,10 19,20 2750 0,80
B223 84anos SP 590 1200 4700 7960 20,30 2550 0,50
B224 03anos SP 6,00 1300 4500 7500 21,60 28,80 0,50
B227 15anos SP 6,00 1400 5000 8330 23,30 28,00 1,00
B228 60anos SP 6,20 1400 4500 7250 22,50 31,10 1,00
B229 ES 6,70 1300 4450 7800 22,80 29,20 150
B231 ES 5,70 11,00 4480 7850 19,20 2450 1,00
B232 05anos SP 4,00 1300 3400 8500 32,50 38,20 1,00
B236 02anos SP 4,20 900 3480 8280 21,40 2580 1,00
B240 03anos SP 4,70 950 3500 7440 20,20 27,10 0,80
B241 RJ 4,70 1000 3700 7870 21,20 27,00 0,80
B242 06anos SP 4,70 1100 3780 8040 2340 29,10 1,00
B243 RJ 5,00 1300 3900 7800 26,00 33,30 1,00
B244 RJ 5,20 1200 3870 7440 23,00 31,00 1,00
B246 RJ 5,30 11,00 4000 7540 20,70 2750 1,00
B247 SE 530 11,00 4300 8110 20,70 2550 0,80
B249 59anos SP 5,00 1000 3780 7560 20,00 26,40 1,00
B252 SE 6,20 11,00 4500 7250 17,70 2440 1,00
B253 36anos RJ 6,00 1130 4700 7830 18,80 24,00 0,80
B254 0O4anos RJ 590 1300 3700 6270 22,00 35,10 2,00
B256 SP 5,70 1400 3380 59,20 24,50 41,40 150
B260 28anos SE 5,70 1200 3380 5920 21,00 35,50 1,00
B261 42anos SE 5,70 11,00 3900 6840 19,20 28,20 150
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ANEXO 7

TABELA 12 - RELACAO DOS VALORES OBTIDOS PELAS ANALISES DE TRIAGEM
BASICA E HPLC PARA O GRUPO DE AMOSTRAS COM PERFIL DE
HEMOGLOBINAS NORMAIS (AA)

Codigp RG. ME.  ElAlc. El.Ac. %A,(Eluicio) %F(Betck) %A (HPLC) %F(HPLC)

C001 + + AA AA 250 0,60 2,70 0,60
C002 - N/+ AA AA 3,00 1,00 310 190
C003 - N/+ AA AA 250 0,00 2,80 0,30
co4 - N/+ AA AA 2,00 0,00 2,30 0,20
C005 - N AA AA 2,00 0,00 2,40 0,30
C006 + + AA AA 1,00 0,00 1,60 0,00
Coo7 - N/+ AA AA 3,00 0,00 310 050
C008 - N/+ AA AA 250 0,00 2,60 0,00
C009 - N/+ AAF AAF 3,00 1,00 3,20 150
C010 + +H++ AA2 AA 2,00 0,00 2,20 0,00
Co11 - N/+ AA AA 350 0,00 3,60 040
C012 - N AA AA 250 0,00 2,80 0440
C013 - N AA AA 250 0,00 2,90 0,00
Cco14 - N/+ AA AA 2,70 0,00 2,60 0,30
C015 - N/+ AA AA 2,00 0,00 250 050
C016 - N/+ AA AA 1,50 0,00 250 0,40
Co17 - N/+ AA AA 2,20 0,00 290 0,60
C018 - N/+ AA AA 3,00 0,00 310 0,00
C019 - N/+ AA AA 250 0,00 2,70 0440
C020 - N/+ AA AA 3,00 0,50 3,10 1,00
Ccoz21 - + AAF  AA 2,80 0,50 310 1,10
Cco22 - N/+ AA AA 250 0,00 2,80 0,00
C023 - N/+ AA AA 250 0,00 3,00 0,00
C024 - + AA AA 2,00 0,00 2,40 0,00
C025 - N/+ AA AA 3,00 0,00 320 0,60
C026 - N/+ AA AA 250 0,00 3,00 0,30
coz7 - ++ AA2dim AA 2,00 0,00 2,30 0,00
C028 - N/+ AA AA 2,00 0,00 1,50 0,70
C029 - N/+ AA AA 2,00 0,00 250 0,30
C030 - N AA AA 250 0,00 2,30 040
C031 - + AA2dim AA 2,00 0,00 2,10 0,10
C0o32 - + AA AA 2,00 0,00 250 0,20
C033 - + AA AA 250 0,00 2,60 0,90
co4 - + AAH AA 2,80 0,00 3,00 0,00
C035 - N/+ AA AA 3,00 0,00 2,80 050
C036 - N/+ AA AA 250 0,00 3,00 050
C037 - ++H+++  AA AA 250 0,00 2,60 0,80
C038 - N/+ AAH AA 3,00 0,00 290 0,00
C039 - N/+ AA AA 3,00 0,00 250 0,00

C040 - ++ AA AA 2,50 0,00 2,40 0,30
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Cédigo RG. ME. ElAlc. El Ac. %A,(Eluico) %F(Betck) %A (HPLC) %F(HPLC)

Co41 - + AA AA 3,00 100 2,80 110
Cco42 - + AA AA 150 0,00 2,10 0,10
Co43 + N+ AA AA 180 0,00 210 0,50
co44 - N/+  AA AA 180 0,00 210 0,40
Co45 -+ AA AA 2,00 0,00 2,80 0,50
C046 - N+ AA AA 250 0,00 2,70 0,80
co47 +  H++ AA AA 2,00 0,00 190 0,00
C048 - + AA AA 2,00 0,00 2,60 0,00
C049 - N+ AA AA 290 0,00 3,30 0,60
C00 - N/+ AA AA 2,00 0,00 2,80 0,00
CO51 - + AA AA 2,00 0,00 2,20 0,20
C052 - N AA AA 290 0,00 3,00 0,30
CO053 - N+ AA AA 3,00 0,00 3,30 0,00
C04 - + AA AA 2,00 0,10 2,30 0,10
CO055 - N+ AA AA 250 0,00 290 0,00
C056 - N/+  AA AA 3,00 0,00 3,10 0,30
CO57 - N/+  AA AA 250 0,00 3,00 0,00
CO058 - N/+  AA AA 2,00 0,00 3,20 0,40
C059 - +  AA2dim AA 250 0,00 2,80 0,20
C060 - + AA AA 2,00 0,00 240 0,20
Co61 - N+ AA AA 2,00 0,00 250 0,40
C062 - N/+  AA AA 190 0,00 250 0,30
C063 - N/+ AA AA 2,00 0,00 2,70 0,50
Coc4 - N+ AAF  AA 250 0,00 2,80 0,50
C065 - N/+  AA AA 3,00 0,00 310 0,00
CO066 - + AA AAF 3,00 0,00 290 0,50
Co67 - +H++ AA AAF 250 0,00 2,80 0,60
C068 - + AA AAF 250 0,00 3,00 0,40
C069 - N+ AA AA 3,00 0,00 290 0,60

CO070 - + AA AA 3,00 0,00 2,90 0,00
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ANEXO 8

TABELA 13 - RELACAO DOS VALORES OBTIDOS PELAS TECNICAS DE
TRIAGEM BASICA E HPLC NAS AMOSTRAS COM PERFIL DE TALASSEMIA
BETA HETEROZIGOTA (BTH)

Codigo RG. ME.  El.Alc. El.Ac. %A2(Eluicio) %F(Betck) %A2HPLC) %F(HPLC)

B0O2 + + A2aum AF 4,00 1,00 6,10 0,90
B0O3 + + A2aum AA 3,90 0,50 5,00 1,90
B005 + + A2aum AA 4,00 0,60 - -

B006 + ++ A2aum AA 4,20 2,00 5,40 0,70
B0O09 - +/++ A2Faum AF 420 1,00 5,10 1,10
BO11 - + A2aumF AF 4,00 190 450 1,20
B013 + ++ A2aum AF 6,00 1,20 6,00 1,20
B014 - N/+ A2aum AA 3,80 0,00 4,00 1,00
B018 - N/+ A2Faum AF 450 150 550 0,50
B021 + ++ AA AF 4,00 6,00 6,00 2,80
B022 +  +H++ AA AF 2,60 580 580 2,60
B023 + + A2aum AA 4,00 0,60 3,80 1,30
B024 - + A2aum AF 5,50 170 5,50 1,70
B025 + ++ AA AF 4,00 5,00 3,80 4,00
B028 - N/+ A2Faum AF 4,00 2,00 4,00 2,00
BO31 + ++ A2aum AF 5,40 2,70 5,40 2,70
B032 + + A2Faum AF 6,20 350 6,20 350
B033 + ++ AA AA 4,20 0,60 4,00 1,00
B034 +  +/++ A2aum AA 5,60 0,70 5,00 0,70
B036 + + A2Faum AF 420 2,00 4,00 1,00
B037 - ++ A2Faum AF 450 1,00 4,00 1,00
B0O39 + ++ A2aum AA 450 0,60 - -

B042 + ++ A2aum AA 5,90 0,60 5,90 0,60
B045 - N/+ A2Faum AF 4,20 2,00 4,00 1,50
B048 + + A2Faum AF 3,85 1,00 6,20 5,20
B0OS0 - N/+ A2Faum AF 450 2,90 350 2,90
BO51 + ++ A2aum AA 5,00 0,50 350 1,20
B0x4 + ++ A2Faum AF 520 2,00 5,60 0,70
B058 - +/++ A2Faum AF 450 1,00 5,60 0,70
B059 + ++ AA AA 4,00 0,60 350 240
BO61 - + A2Faum AF 6,20 6,00 6,20 6,00
B063 +  +++ A2aum AF 6,20 1,60 6,20 1,60
B064 + + A2aum AF 4,00 1,00 4,00 1,00
BO66 + ++ AA AA 4,00 0,50 4,00 1,00
B063 - ++ A2aum AA 4,40 0,60 570 1,70
BO70 - + A2aum AA 4,00 0,80 4,00 1,00
BO73 - +/++ A2aum AA 4,20 0,80 4,00 1,00
BO75 - N/+ A2aum AF 4,20 1,00 4,20 1,00
BO76 + ++ AA AA 3,86 0,00 4,00 0,20

BO77 - +/++ A2aum  AA 7,00 0,80 7,00 0,80
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Codigp RG. ME.  ELAlc. El.Ac. %A2(Eluicio) %F(Betck) %A2(HPLC) %F(HPLC)

BO78 + N/+ A2Faum  AF 4,00 1,00 5,80 2,10
B080 - N A2Faum  AF 441 150 450 1,00
BO81 - + AF AF 3,80 1,00 380 1,00
BO83 - +++ AdimFaum AF 390 5,00 4,00 5,80
BO34 + N/+ AdimFaum AF 4,00 6,00 4,20 5,00
B085 + + AdimFaum AF 4,00 6,60 4,00 6,50
B089 + +++  A2Faum  AF 450 0,90 6,00 180
B090 + + A2aumFH  AA 450 1,50 450 150
B0O91 - ++ A2Faum  AF 4,00 0,80 3,40 2,10
B092 + +H++ A2aum AF 420 2,10 240 2,10
B097 + ++ A2Faum  AF 4,00 1,00 4,00 0,80
B098 + +H++ A2aum AA 4,00 0,80 420 0,80
B0O9 +  +H/+++ A2aum AA 5,00 0,60 520 0,60
B100 + + A2Faum  AF 380 2,00 4,00 150
B102 - +++ AF AF 450 2,00 470 2,00
B103 + ++ A2Faum  AF 7,3 4,3 7,80 4,00
B106 + N/+ A2aum AF 8,00 1,00 8,50 1,00
B107 + +++ A2aum AF 450 1,00 450 1,00
B108 - N/+ AF AF 380 110 5,80 160
B109 + N/+ A2aum AA 4,00 0,50 450 1,00
B110 + N/+ A2aum AA 5,00 0,00 5,20 0,80
B114 - + AF AF 380 5,00 450 6,50
B116 + +H++ A2aum AA 5,00 0,90 5,50 1,00
B117 + N/+ AF AF 5,80 3,00 5,80 3,20
B118 - +/++ A2aum AA 550 0,70 550 0,70
B119 - +++ A2aum AA 4,10 0,00 450 0,50
B120 + + A2aum AA 590 0,08 5,90 0,80
B122 - ++ A2Faum  AF 380 1,00 450 1,00
B123 + + AF AF 530 1,60 530 1,60
B125 - N/+ AF AF 3,70 250 3,70 250
B126 + +H++ A2aum AA 5,40 0,70 5,40 0,70
B128 + ++ A2aum AF 6,20 1,10 6,20 110
B130 + ++ AA AF 3,70 1,00 - -

B136 - N/+ AA AA 6,70 0,50 6,70 0,50
B137 + +H++ A2aum AA 5,40 0,80 5,40 0,80
B139 - +++ A2aum AF 5,40 140 5,40 140
B140 + + A2Faum  AF 6,00 1,00 6,00 1,00
B141 + +H++ A2aum AA 6,40 0,70 6,40 0,70
B142 - N/+ AmetaHF? AF 4,10 1,00 450 1,00
B147 - N/+ A2Faum  AF 3,80 1,20 150 150
B148 + + A2Faum  AF 6,00 2,70 6,00 250
B149 + + A2aum AF 3,90 1,70 3,90 1,70
B150 + N/+ AF AF 3,60 120 4,60 150
B151 - N/+ AA AF 510 1,10 5,10 1,10
B1%4 - + A2Faum  AF 6,30 2,30 6,30 2,30

B155 + +/++  A2Faum  AF 4,80 7,70 4,80 7,70
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Codigp RG. ME. El.Alc. El.Ac. %A2(Eluicio) %F(Betck) %A2(HPLC) %F(HPLC)

B156 - + AA AF 4,60 1,40 4,60 1,40
B157 +  +/++ A2aum AA 6,25 0,50 6,50 1,00
B158 - N/+ A2Faum AA 6,40 0,70 6,40 0,70
B160 - N/+  AA AA 5,80 0,50 5,80 1,20
B161 + ++ A2aum AA 4,00 0,50 450 1,00
B164 + ++ A2aum AF 6,50 5,00 6,50 5,00
B165 - N/+ A2Faum AF 550 1,80 550 1,80
B167 - ++ A2aum AF 5,70 1,70 5,70 1,70
B168 - + A2aum AF 5,70 1,20 5,70 1,20
B169 + ++ AA AA 4,00 050 450 1,00
B170 - N/+ A2Faum AAF 550 1,30 550 1,30
B171 + + A2aum AA 6,66 0,50 6,50 1,00
B172 +  +++ A2Faum AF 6,20 5,20 6,20 5,20
B173 - ++ A2aum AF 4,00 1,00 450 1,00
B174 + + A2Faum AAF 4,70 2,00 5,00 250
B176 - ++ A2aum AF 450 1,00 5,00 1,00
B177 - N/+ A2aum AA 3,60 0,00 4,00 0,50
B178 + ++ A2aum AF 6,25 1,00 6,50 150
B179 + ++ AA AF 420 1,00 5,60 0,90
B182 - + AA AA 6,30 0,70 6,30 0,70
B185 + ++ AA AF 420 1,00 450 150
B188 + ++ A2Faum AF 400 3,00 590 1,60
B189 + + A2aum AF 4,00 2,00 5,80 1,00
B193 + ++ A2aum AF 4,20 1,00 290 1,00
B194 + ++ A2Faum AF 4,30 3,00 5,10 1,70
B195 + ++ A2Faum AF 450 3,00 6,50 350
B198 + ++ A2aum AF 4,80 1,00 6,20 1,40
B199 + ++ A2aum AA 4,20 0,50 - -

B200 + ++ A2aum AA 4,00 050 - -

B201 + + A2aum AA 410 0,60 - -

B202 + + A2aum AA 4,00 0,50 3,60 0,00
B203 + ++ A2aum AA 420 0,50 450 1,00
B204 - ++ A2aum AA 6,97 0,80 - -

B205 - ++ A2aum AA 410 0,80 - -

B206 + ++ A2aum AF 6,61 2,00 - -

B207 + ++ A2aum AF 5,80 2,00 - -

B208 +  +/++ A2Faum AF 8,16 2,80 8,50 2,80
B211 + ++ A2aum AF 5,00 1,50 6,00 1,50
B212 + ++ A2aum AF 420 1,00 5,40 0,90
B213 + ++ A2aum AF 430 1,00 450 150
B218 + + A2aum AF 4,00 1,00 5,00 140
B219 + ++ A2aum AF 4,00 1,00 450 150
B225 + ++ A2Faum AF 4,20 1,20 450 1,50
B226 + + A2Faum AF 470 1,00 570 330
B230 + ++ A2Faum AF 440 1,20 5,00 1,20
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Codigp RG. ME. El.Alc. El.Ac. %A2(Eluicio) %F(Betck) %A2(HPLC) %F(HPLC)

B233 +  +/++ A2Faum AF 4,00 2,00 470 0,70
B234 + ++ A2aum AA 4,00 1,00 450 150
B235 + ++ A2aum AA 4,30 1,00 4,50 1,00
B237 + ++ A2aum AA 420 1,00 - -

B233 + ++ A2aum AA 4,00 1,00 - -

B239 - ++ A2aum AF 4,20 5,00 450 550
B245 + +/++ A2aum AA 4,00 0,80 6,10 2,00
B248 + ++ A2aum AA 4,00 0,60 450 1,00
B250 + ++ A2aum AA 420 0,80 5,00 1,00
B251 - + A2aum AA 4,20 0,80 450 1,00
B255 +  +/++ A2aum AA 450 0,60 450 1,00
B257 + ++ A2Faum AF 4,00 2,00 450 250
B258 + ++ A2Faum AF 4,00 2,00 4,50 2,00
B259 + + A2Faum AF 4,00 1,20 450 1,50
B262 +  +/++ A2Faum AF 4,00 2,00 450 2,50
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TABELA 14 — RELACAO DOS VALORES OBTIDOS PELA TRIAGEM BASICA E HPLC NO
GRUPO COM PERFIL DE TALASSEMIA ALFA/BETA (ABT)

Codigo RG. M.E.  El.Alc. El.Ac. %A2(Eluicdo) %F(Betck) %A2(HPLC) %F(HPLC) Corpos Inclusio El. pH Neutro

BOO1 + + A2aumFH AF 4,00 10,00 4,60 16,00 Presente 150
BOM4 + ++ AA2H AA 4,00 1,00 450 150 Presente 1,00
BOO7 - + AA2H AA 450 0,80 450 1,00 Presente 150
B0O08 + + A2dimH AA 3,90 1,00 4,00 150 Presente 1,00
BO10 + + AA2H AA 4,20 1,00 450 1,00 Presente 150
B012 - +++  AA2H AA 4,00 0,50 4,00 0,80 Presente 1,00
B015 - + AA2H AA 420 0,80 450 1,00 Presente 150
BO16 + + A2aumFH AF 4,20 2,00 450 250 Presente 0,50
BO17 + + AA2H AA 4,20 0,50 450 050 Presente 1,00
B0O19 + ++ AA2H AA 390 0,50 310 0,20 Ausente 150
B020 + ++ AA2H AA 590 3,80 590 390 Presente 150
B026 - N/+ AA2H AA 6,60 0,00 6,50 0,50 Presente 1,00
B027 - + AA2H AA 4,20 0,90 450 1,00 Presente 1,00
B029 - + AA2H AA 450 0,50 490 1,00 Presente 100
BO30 + + AA2H AA 5,60 0,00 5,90 0,50 Presente 150
B0O3% + + A2aumFH AF 6,04 1,50 6,50 2,00 Presente 1,00
BO38 - +H++ AA2H AA 5,90 0,50 6,00 0,00 Presente 2,00
BO4O - N/+ AA2H AA 6,77 1,00 6,50 1,00 Presente 0,80
BM1 - + AA2H AF 4,00 0,90 450 1,00 Presente 1,00
BOM3 + ++H+++ A2aumFH AA 6,40 15,60 6,10 15,00 Presente 150
BOM4 - N/+ AA2H AA 3,78 0,70 350 0,40 Presente 1,00
BO6 + ++ AA2H AA 520 0,80 520 0,80 Presente 1,00
BM7 - N/+ AA2H AA 370 0,00 370 0,00 Presente 1,00
B049 - + AA2H AA 4,00 1,00 450 150 Presente 150
B052 - N/+ AA2H AA 380 0,00 4,00 1,00 Presente 1,00
B0O53 - ++ AA2H AA 4,00 1,00 4,00 1,00 Ausente 1,00
BO55  + + AA2H AA 4,20 050 450 050 Presente 1,00
BOs6 + ++ A2aumFH AF 450 1,00 570 1,20 Presente 2,00
BO57 - + A2aumFH AF 6,00 0,00 570 1,60 Presente 1,00
BOGO + + A2aumFH AF 4,25 0,80 4,90 0,90 Presente 1,00
BO62 + + AA2H AF 420 0,80 450 0,90 Presente 150
B0O65 -  +H++ A2aumFH AF 4,00 0,80 450 1,00 Presente 150
BO67 + ++ A2aumFH AF 450 3,00 5,00 350 Presente 1,80
BO&9 - N/+ AA2H AA 450 0,00 4,00 050 Presente 1,00
BO71 - + A2aumFH AF 4,00 1,00 450 1,50 Presente 150
BO72 + +H++  AA2H AF 4,00 1,00 450 1,00 Presente 1,00
BO74 - + AA2H AA 4,00 0,50 450 1,00 Inconclusivo 150
BO79 + ++ AA2H AA 5,00 0,50 5,30 0,00 Presente 150
B082 - N/+ A2aumFH AF 425 0,00 5,00 1,00 Presente 2,00

B086 - + AA2H AA 450 0,00 450 0,50 Presente 1,50
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) Corpos El. pH
Codigo RG. M.E.  El.Alc. El.Ac. %A2(Eluicdo) %F(Betck) %A2(HPLC) %F(HPLC) Inclusdo Neutro
B0g7 - N/+  AA2H AA 4,04 0,00 4,40 0,20 Presente 1,00
BO88 - N/+ A2aumFH AF 3,60 120 4,00 150 Presente 1,00
BOO + + A2aumFH AA 450 150 450 150 Presente 150
B0O93 + ++/+++ AA2H AF 740 1,00 750 1,00 Presente 2,00
B4 + + AA2H AA 4,50 0,00 4,80 0,50 Presente 150
B0S - + A2aumFH AF 4,80 350 5,00 3,00 Presente 2,00
B0% - N/+ A2aumFH AF 458 150 5,00 1,00 Inconclusivo 100
B101 + ++ A2aumFH AF 5,00 150 6,60 0,80 Presente 2,00
B104 + ++ AA2H AA 3,65 050 450 1,00 Inconclusivo 1,00
B105 - + AA2H AA 4,20 0,80 4,20 0,80 Presente 050
B111 + +/++ AA2H AA 590 0,70 590 0,70 Inconclusivo 0,50
B112 + + AA2H AA 5,40 0,60 5,40 0,60 Inconclusivo 0,80
B113 - N/+  AA2H AA 3,60 050 3,60 050 Inconclusivo 1,00
B115 N/+ A2aumFH AF 3,60 5,00 4,60 520 Presente 150
B121 + N/+ AA AA 5,60 0,70 5,60 0,70 Inconclusivo 150
B124 - + A2aumFH AF 5,88 1,00 5,80 1,20 Presente 1,00
B127 + +/++ A2aumFH AA 5,60 180 5,60 180 Inconclusivo 1,00
B129 -  +/++ A2aumFH AAF 6,40 1,00 6,40 1,00 Presente 1,00
B131 + ++ A2aumFH AF 6,10 2,10 6,10 2,10 Presente 1,00
B132 + + AA2H AA 5,60 050 5,60 050 Presente 0,50
B133 + + AA2H AA 390 1,00 4,00 1,00 Raros 1,00
B134 + +/++ A2aumFH AF 540 360 540 3,60 Ausente 1,00
B13%  + + A2aumFH AA 6,10 1,10 6,10 1,10 Ausente 050
B138 + AA2H AA 4,00 050 450 1,00 Inconclusivo 1,00
B143 + N/+ A2aumFH AA 420 1,20 4,50 1,00 Presente 050
B144 + ++ A2aumFH AF 6,00 2,40 6,20 250 Presente 0,80
B145 - N/+ A2aumFH AF 4,00 150 4,00 150 Presente 1,00
B146 - + AA2H AA 590 130 590 130 Presente 1,00
B152 + ++  A2aumFH AF 3,70 150 4,00 1,00 Presente 1,00
B153 + ++ A2aumFH AF 4,00 1,00 450 1,00 Presente 1,00
B159 - N/+ A2aumFH AF 4,00 2,00 4,00 2,00 Presente 0,50
B162 - N/+ A2aumFH AF 3,80 150 4,00 150 Presente 050
B163 + + A2aumFH AF 4,50 1,00 570 0,90 Presente 2,00
Presente com
B166 - +++ AA2H AA 6,90 130 6,90 1,30 1h 050
Presente com
B17/5 - + AA2H AA 4,00 1,00 4,20 1,00 1h 050
B180 + N/+  AA2H AA 6,30 050 6,50 1,00 Presente 050
B181 + + AA2H AA 5,00 0,00 520 0,00 Presente 1,00
B183 + +++ AA2H AA 510 330 510 3,00 Inconclusivo 1,00
B84 + +++ AA2H AF 4,00 1,00 4,40 2,10 Presente 050
Presente com
B186 + ++ AA2H AA 5,00 050 5,20 0,00 1h 2,00
B187 + ++ AA2H AF 4,30 1,00 5,00 150 Presente 0,50
B190 + + AA2H AA 5,00 050 6,60 0,50 Presente 2,00
B191 + ++ A2aumFH AF 450 250 550 330 Presente 1,50
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Codigo RG. M.EE.  El.Alc. El.Ac. %A2(Eluicdo) %F(Betck) %A2(HPLC) %F(HPLC) CorposInclusio El. pH Neutro

B192 - + A2aumFH AF 5,80 1,00 6,00 1,00 Incoclusivo 1,00
B19%6 + ++ A2aumFH AF 5,00 1,00 6,40 1,70 Presente 1,00
B197 + + A2aumFH AF 5,00 0,00 6,60 0,50 Presente 150
B209 - ++ A2aumFH AF 4,00 150 4,40 2,70 Presente 1,00
B210 - ++ A2aumFH AF 450 450 550 1,10 Presente 1,00
B214 + + AZaumFH AF 4,00 1,00 4,50 150 Presente 2,00
B215 + ++ A2aumFH AF 5,00 1,00 5,20 320 Presente 2,00
B216 - ++ A2aumFH AF 5,00 1,00 5,70 1,20 Presente 2,00
B217 + ++ A2aumFH AF 5,00 1,00 480 130 Presente 1,00
B220 + + A2aumFH AF 4,00 0,00 4,60 0,60 Presente 2,00
B21 + ++ A2aumFH AF 450 4,00 7,00 530 Presente 1,00
B2 + + AA2H AA 4,00 0,80 450 1,00 Presente 1,00
B223 - + AA2H AA 4,00 050 450 050 Presente 1,00
B224 - + AA2H AA 4,00 0,00 4,00 0,00 Presente 1,00
B227 + + A2aumFH AF 5,00 1,00 6,50 1,20 Presente 2,00
B228 - + AA2H AA 450 0,00 450 0,00 Presente 1,00
B229 + ++ A2aumFH AF 5,00 2,00 6,50 240 Presente 2,00
B231 + + AA2H AA 4,00 0,00 410 090 Presente 1,00
B232 - + AA2H AA 4,00 0,00 450 050 Presente 1,00
B236 + + A2aumFH AF 4,00 0,50 580 112 Presente 2,00
B240 + + A2aumFH AF 5,00 1,00 6,10 1,10 Presente 1,00
B241 + + AA2H AA 450 0,00 450 050 Presente 1,00
B242 - + AA2H AA 450 0,00 480 0,30 Presente 150
B243 + + AA2H AF 500 2,00 6,10 2,10 Presente 150
B244 + + AA2H AA 450 0,00 450 050 Presente 1,00
B246 - + A2aumFH AF 4,00 1,00 450 150 Presente 1,00
B247 - + A2aumFH AF 450 1,00 4,80 1,00 Presente 1,00
B249 - + AA2H  AA 4,00 0,00 4,80 0,80 Presente 150
B252 + + A2aumFH AF 450 1,00 5,00 150 Presente 150
B253 + + A2aumFH AF 5,00 1,00 550 150 Presente 150
B2»4 + + AA2H AA 5,00 0,50 5,40 0,80 Presente 2,00
B256 + + AA2H AA 450 0,50 5,00 1,00 Presente 1,00
B260 + + AA2H AA 350 0,00 3,50 0,40 Presente 1,00
B261 - + A2aumFH AF 450 1,00 5,50 2,00 Presente 2,00
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TABELA 15 — RELACAO DAS AMOSTRAS COM PERFIL DE TALASSEMIA BETA
HETEOZIGOTA RASTREADAS PARA MUTACAO DE HEMOCROMATOSE
HEREDITARIA (HH)

Codigo Metodologia Hemocromatose
B002 Fenol HetC282Y/Normal
B0O0O3 Gemomic N&o Amplificou
B005 CETAB Normal/HomH63D
B006 Fenol N&o Amplificou
B0O09 Gemomic - [HetH63D
BO11 Gemomic - /Normal
B013 Fenol Normal/Normal
B014 Gemomic N&o Amplificou
B018 Gemomic N&o Amplificou
B0O21 InstaGene Normal/Normal
B022 Gemomic Normal/Normal
B023 Genomic N&o Amplificou
B024 Gemomic N&o Amplificou
B032 Genomic -/Het H63D
BO33 InstaGene Normal/Normal
B034 Fenol Normal/Normal
BO36 Gemomic Normal/HetH63D
BO37 Gemomic N&o Amplificou
B039 CETAB Normal/HetH63D
B042 Gemomic Normal/HetH63D
BO45 Fenol N&o Amplificou
B0O48 Gemomic -/ Norma
BO50 Gemomic N&o amplificou
B0X4 InstaGene Normal/Normal
B058 Gemomic N&o Amplificou
B059 Fenol Norma/HomH63D
BO61 Gemomic N&o Amplificou
B063 Gemomic Normal/Normal
B0O64 Gemomic Normal/Normal
B066 Gemomic Normal/Normal
B068 CETAB Normal/Normal
BO70 Gemomic N&o Amplificou
BO73 Gemomic N&o Amplificou
BO75 Gemomic N&o Amplificou
BO76 Gemomic N&o Amplificou
B080 CETAB Normal/Normal
BO81 Fenol N&o Amplificou
B083 Gemomic - /Normal

B034 Gemomic - /Normal
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Caodigo Metodologia Hemocromatose
B085 Gemomic - /Normal
B089 Fenol N&o Amplificou
B0O91 Fenol N&o Amplificou
B092 Fenol Normal/Normal
B097 Fenol Normal/Normal
B098 Fenol Normal/Normal
BO99 Fenol N&o Amplificou
B100 Fenol - /Normal
B102 Fenol N&o Amplificou
B103 Gemomic Normal/Normal
B106 Fenol N&o Amplificou
B107 Fenol N&o Amplificou
B108 Fenol - /Normal
B109 Gemomic - /Normal
B110 Gemomic - /Normal
B114 Fenol N&o Amplificou
B116 Fenol - /Normal
B118 Fenol Normal/Normal
B119 Gemomic - /Normal
B120 Gemomic N&o Amplificou
B122 Gemomic - /Normal
B123 Fenol N&o Amplificou
B125 Fenol N&o Amplificou
B126 Fenol N&o Amplificou
B136 Fenol - /Normal
B140 Fenol Normal/HetH63D
B141 Fenol N&o Amplificou
B147 Fenol Normal/Nao Amplificou
B148 Fenol Normal/HetH63D
B149 Fenol Normal/HetH63D
B150 Fenol N&o Amplificou
B155 Fenol HetC282Y /HetH63D
B156 Fenol Normal/HetH63D
B158 Fenol Normal/Normal
B160 Fenol -HetH63D
B171 CETAB Normal/Normal
B176 CETAB Norma/Normal
B178 CETAB Normal/Normal
B195 CETAB Normal/Normal
B198 CETAB HetC282Y /Normal
B199 CETAB Normal/Normal
B200 CETAB Normal/Normal
B201 CETAB Normal/Normal
B202 CETAB Normal/Normal
B203 CETAB Normal/Normal

B204 CETAB Normal/Normal
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Continuacéo do Anexo 10

Caodigo Metodologia Hemocromatose
B205 CETAB Normal/HetH63D
B206 CETAB Normla/Normal
B207 CETAB N&o amplificou
B208 CETAB Normal/HetH63D
B237 CETAB Normal/Normal
B238 CETAB Normal/Normal
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ANEXO 11

TABELA 16 - RELACAO DAS AMOSTRAS COM PERFIL DE TALASSEMIA
DO TIPO ALFA/BETA RASTREADAS PARA MUTACAO DE
HEMOCROMATOSE HEREDITARIA (HH)

Codigo Metodologia Hemocromatose
BOO1 Genomic - [HetH63D
B012 InstaGene Normal/Normal
B020 Genomic N&o amplificou
B026 Genomic Normal/Normal
BO27 Genomic N&o amplificou
BO30 Genomic HetC282Y/Normal
BO35 Genomic -/ Norma
B0O40 Genomic N&o Amplificou
BO41 Genomic -/ Normal
BO4 Genomic - /Normal
B0O46 Genomic Normal/Normal
BO47 Genomic -/ Normd
B052 InstaGene Normal/Normal
B053 Genomic Normal/Normal
B057 Genomic N&o Amplificou
21050] Fenol Normal/HetH63D
B121 Fenol Normal/HetH63D

B209 Fenol - /Normal




Autorizo areproducéo deste traba ho.

S JostdoRioPreto, [/ /

Lya Bueno de Carvadho
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