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RESUMO

A talassemia alfa € uma sindrome resultante de distarbios na sintese da cadeia
da globina alfa que formam o tetramero da molécula da hemoglobina. A
talassemia alfa é classificada em quatro tipos de acordo com o numero de
genes alfa afetado: portador silencioso (-a/aa); traco alfa talassémico (--/aa ou -
a/-a); doenca de hemoglobina H (--/-a) e hidropsia fetal (--/--). A diminui¢cdo na
sintese de globina alfa causa a producdo inadequada de hemoglobina que
resulta em anemia microcitica e hipocrdmica. Causa também o acumulo de
cadeias do tipo beta, no interior do eritrécito, pela falta de balanceamento com a
sintese da globina alfa afetada. O resultado deste desbalanceamento € a
formacdo de tetrdmeros de cadeias beta denominados Hb H. Clinicamente o
individuo portador de talassemia alfa pode ser assintomatico ou apresentar
anemia severa. As formas assintomaticas da talassemia alfa, o portador
silencioso e o traco alfa talassémico, sdo mais dificeis de diagnosticar, pois o0s
corpusculos de Hb H nem sempre estdo presentes. Para estas situacfes faz-se
necessaria a investigacdo molecular visando a caracterizacdo do genoétipo e a
confirmacao da presenca da talassemia alfa. Este fato se deve principalmente
porque o diagndstico através de métodos classicos ndo moleculares, apesar de
importantes, € limitado e impreciso. O presente trabalho avaliou alguns dos
métodos laboratoriais classicos na deteccdo de talassemia alfa e associou a
caracterizacdo molecular das formas delecionais mais prevalentes o*’ e o*?,
Para a confirmagcdo e caracterizacdo da talassemia alfa, foram desenhados
novos oligonucleotideos. Através da técnica convencional da PCR, utilizando o
par de oligonucleotideos 3.7F/KGBO01 foi possivel detectar a delecdo o’
diferenciando o genétipo normal (ao/aa), do heterozigoto (—a*’/aa) e do
homozigoto (—a®’/—a"). Apesar de ter sido desenhado para detectar a delecéo
a®’, este par também permitiu detectar a delecdo a** quando em homozigose (-
a*?/-a*?). Utilizando o par KGB04/KGBO05 foi possivel detectar a delecdo ao*?
porém sem diferenciar entre o genotipo heterozigoto e homozigoto. A delecdo
mais prevalente encontrada foi a o*? (20,0%) sendo que destas podemos
afirmar que 9,2% estdo na forma homozigética (-a*?/-a*?). A delec&o do tipo o*’
na forma heterozigética foi detectada em 12,3% dos pacientes. Os dados
obtidos revelam que a importancia da deteccdo molecular para talassemia alfa
nao se restringe apenas na definicdo do gendtipo, mas também na deteccéo
deste tipo de talassemia em pacientes que apresentam: quadros hematoldgicos
alterados, quadros hematolégicos normais, mas com valores proximos aos
valores limitrofes e em neonatos.

Unitermos: Hemoglobinopatias, Talassemia alfa, Hemoglobina H, Deteccédo
laboratorial, Analise Molecular
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ABSTRACT

Alpha thalassemia is a syndrome resulting from disturbances in the synthesis of
alpha globin chain that forms the tetramer of the hemoglobin molecule. Alpha
thalassemia is classified into four types according to the number of alpha genes
affected: silent carrier (-a/aa), alpha thalassemia trait (--/aa or -a/-a) Hemoglobin
H disease (-- /-a), and fetalis hydrops (--/--). The decrease in synthesis of alpha
globin causes inadequate production of hemoglobin resulting in hypochromic
and microcytic anaemia. Also it causes accumulation of beta chains, inside the
erythrocytes, resulting in formation of beta chain tetramer of hemoglobin called
Hb H. Clinically the individual with thalassemia can be asymptomatic or present
severe anemia. Asymptomatic forms of thalassemia, silent carrier and alpha
thalassemia trait, are more difficult to diagnose because of the inclusions bodies
of Hb H are not always present. In these situations it is necessary to research
the molecular characterization of the genotype and confirming the presence of
alpha thalassemia. This is mainly because the diagnosis by conventional
methods, although important, is limited and imprecise. This study evaluated
some of the traditional laboratory methods in the detection of alpha thalassemia
and associated molecular characterization of the more prevalent deletion forms
a®” and o*?. For confirmation and characterization of alpha thalassemia, new
oligonucleotides were designed. By conventional PCR technique, using
3.7F/KGBOL1 primers it was possible to detect the deletion a®’, differentiating the
normal genotype (aa/aa), the heterozygote (-o®/aa), and homozygous (-- o7/-
a®’). Although it was designed to detect the deletion a*’, this primers also
identified the deletion a*?> when in homozigose (-a*%- a*?). The primers
KGBO04/KGBO05 detected the deletion a*?, but without differentiating between the
heterozygous and homozygous genotype. The most prevalent deletion
founded was the a*? (20.0%) which represents 9.2% in the homozygous form (-
a*?/-a*?). The deletion a®’ in the heterozygous form was detected in 12.3% of
patients. The data demonstrate that the importance of molecular detection for
alpha thalassemia is not limited only to the definition of the genotype, but also
confirmation of the presence in patients with abnormal erythrogram values, with
regular erythrogram values, with values closed to the boundary values and in
neonates.

Key-words: Hemoglobinopathies, Alpha thalassemia, Hemoglobin H,
Laboratorial detection, Molecular characterization
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INTRODUCAO GERAL

1 — Hemoglobinas

A hemoglobina (Hb) humana é formada por quatro subunidades,
composta de dois pares de cadeias globinicas conhecidas por cadeia alfa e
beta. A cada uma destas cadeias esta ligado um grupo heme que efetivamente
tem a capacidade de se ligar, transportar e liberar moléculas de O, e CO;
através do organismo. O grupo heme esta parcialmente enterrado em uma
fenda delimitada por radicais hidrofébicos e unido a cadeia polipeptidica através
de uma ligac&o de coordenacédo do &tomo de ferro com um residuo de histidina.
A sexta ligacdo de coordenacédo do atomo de ferro de cada heme esta livre para
se ligar & molécula de O, Essa estrutura mantém o ferro em estado ferroso
(Fe™) e Ine d& a cor vermelha (PRATT e CORNELY, 2006).

Segundo PRATT e CORNELY (2006) para que a hemoglobina possa
desempenhar sua funcéo, sdo necessarios cerca de 300 milhdes de moléculas
por eritrocitos. A molécula da hemoglobina apresenta ligagdes do tipo pontes de
hidrogénio e interagbes hidrofébicas entre as cadeias que promovem a sua
forma globular. As cadeias alfa globinicas apresentam 141 residuos de
aminoacidos e as cadeias beta globinicas 146 residuos de aminoacidos (BERG,
TYMOCZKO e STRYER, 2004).

Nas regides internas das cadeias globinicas, que constituem cerca de
75% da molécula, situam-se as dobraduras e o "pacote" do grupo heme, que o
protege da entrada de agua e consequente oxidagdo do ferro. Essas regioes
sao muito sensiveis as substituicdes de um aminoacido por outro que apresente
caracteristicas diferentes, fendbmeno que provoca a instabilidade da molécula e
sua desnaturacao, podendo inclusive, alterar o processo de afinidade ao

oxigénio. As regifes externas ndo apresentam dobraduras; os aminoacidos
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localizados externamente estabelecem contatos com o meio circundante e,
geralmente a substituicdo de um aminoacido por outro ndo afeta a viabilidade
da molécula nem sua fungéo de transportar oxigénio (NAOUM, 1997).

As cadeias globinicas que compdem as hemoglobinas sédo sintetizadas
em diferentes estagios do desenvolvimento humano de acordo com uma
ontogenia rigorosa que envolve mecanismos regulatérios de alta complexidade.
No inicio do desenvolvimento intra-uterino existem trés hemoglobinas
embrionarias a Gower 1 ({;g2) Gower 2 (az¢g;) e Portland ({2y2) que logo deixam
de ser expressas. Em seguida inicia-se a sintese de hemoglobina fetal (ayy2) e
uma pequena quantidade de hemoglobina A (a,B2) comeca a ser produzida. A
partir do sexto més apds o0 nhascimento a molécula de hemoglobina
predominante & designada por Hb A (97%), além de Hb A, (2,0 — 3,0%) e Hb
Fetal (< 1,0%) em menor quantidade (WEATHERALL e CLEGG, 2001la),
conforme tabela 1.

TABELA 1 - HEMOGLOBINAS OBSERVADAS DURANTE @)
DESENVOLVIMENTO ONTOGENETICO HUMANO

Periodo Hemoglobina Cadeias B-simile e a-simile
Embrionario Hb Gower 1 (o€,
Hb Gower 2 0719
Hb Portland A7
Fetal Hb F azy2
Adulto Hb A Gsz
Hb A, a20;

FONTE: ZAGO; FALCAO e PASQUINI, 2004, p.276
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Nos bracos curtos dos cromossomos 11 e 16 estdo presentes o0s
complexos génicos responsaveis pela sintese das cadeias globinicas a(alfa),
B(beta), y(gama), o(delta), ¢(épsilon) e ((zeta). Existem também os
pseudogenes, produtos do processo evolutivo, que sao sequéncias
equivalentes a um gene funcional, mas que ndo séo ativas devido a presenca
de alteragbes nas regides codificadoras e regulatérias. Em uma regido de
aproximadamente 30Kb do cromossomo 16 (16p13.3) esta o cluster a-simile
(agrupamento alfa) 5 — ¢ — wl — wa, — ya; — a, — a; — 6; — 3’ (zeta — pseudo
zeta — pseudo alfa2 — pseudo alfal — alfa2 — alfal — tetal) e no cromossomo 11
(11p15.5) esta o cluster B-simile (agrupamento beta) 5’ — € — Sy — Ay — yp — & —
B — 3" (épsilon — gama glicina — gama alanina — pseudo beta — delta — beta) que
compreende aproximadamente uma regido de 60 Kb (fig. 1) (LORENZI, 2006;
ZAGO; FALCAO e PASQUINI, 2004; WEATHERALL e CLEGG, 2001a).

HS-40 z a? ai
Cromossomo 16
C)—I [ R RN lﬂ — ——
Teldmero
Embrion éria Fetal Adulto
Q2¢2 a2y2 a2p2
o2e2 0282
g2y2
B-Lcr

£ Gy Ay o] B
Cromossomo 11
H}]EHF —— — I—— — —

Escala aproximada

10kb

FIGURA 1 — Representacdo esquematica dos clusters dos genes alfa e beta.
Os pseudogenes nado estdo representados (STEENSMA; GIBBONS e HIGGS,
2005)
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2 — Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias aparecem em decorréncia de alteracdes nos
genes que codificam as cadeias globinicas alfa e/ou beta. Estas alteracdes
podem ser: a) qualitativas, como a substituicdo de aminoacidos que resulta no
aparecimento de hemoglobinas variantes; b) quantitativas, envolvendo os niveis
de expressdo dos genes, resultando nas talassemias (ZAGO; FALCAO e
PASQUINI, 2004; WEATHERALL e CLEGG, 2001a).

Em varios paises as hemoglobinopatias sdo consideradas problemas de
saude publica. Tal fato levou as instituicbes governamentais do Brasil a
regulamentar a pesquisa de hemoglobinopatias, como parte da triagem
neonatal, entre outros distarbios metabdlicos, através da portaria n°® 822/01, do
Ministério da Saude (RAMALHO; MAGNA e PAIVA e SILVA, 2003).

As hemoglobinopatias prevalentes no Brasil e no mundo ocorrem devido
ao processo de miscigenacdo. A formacao étnica da populacao brasileira esta
associada ao seu processo de colonizagdo. Inicialmente, portugueses, indios,
negros e africanos e posteriormente outros povos imigraram para o Brasil como:
italianos, japoneses, tailandeses, gregos, chineses, filipinos, malasianos,
arabes-jordanianos, indonésios, espanhdis, canadenses e outros povos
africanos dando origem a populacao brasileira atual. Os colonizadores do Brasil
apresentam genes para as hemoglobinas anormais com freqiéncia variada
(NAOUM et al, 1986; NAOUM et al, 1987; ZAGO e COSTA, 1985; SALZANO,
2002).

Estudos apontam que cerca de 7% da populacdo mundial seja portadora
de um dos tipos de hemoglobinopatia, justificando a importancia da
identificacdo destas alteracbes correlacionando estrutura, funcdo, aspectos
genéticos, antropoldgicos e consequéncias clinicas do individuo homozigoto ou
heterozigoto (SCHNEIDER et al, 1976; WEATHERALL e CLEGG, 2001b;
EASTMAN et al, 1999). Na pagina eletronica do site Globin Gene Server (GGS)
estdo depositados os dados dos genes envolvidos na produgdo das

hemoglobinas. No GGS sao encontradas 1015 mutacOes que resultaram em
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diferentes hemoglobinas variantes e 393 mutacdes que resultaram em
diferentes formas de talassemias (GLOBIN GENE SERVER, Disponivel em:
<http://globin.bx.psu.edu/cqgi-bin/hbvar/counter> Acesso em: 23 de fevereiro de
2009).

2.1 — Hemoglobinas variantes mais frequentes

As hemoglobinas variantes surgem de alteracdes qualitativas nos genes
estruturais, geralmente em decorréncia de mutagbes pontuais, ou seja,
alterac6es de um unico nucleotideo. Consequientemente, a substituicdo de base
modificard a sequéncia do gene, que codificard para uma molécula de
hemoglobina com caracteristicas fisico-quimicas distintas. Sendo assim, as
hemoglobinas variantes originam-se por substituicdo de um Unico aminoacido
na porcao externa da molécula. Dentre as hemoglobinas classificadas nesse
grupo podemos citar as hemoglobinas S, C, D, G, E, J, ndo produzindo
alteragdes funcionais significativas na molécula, exceto para a Hb S
(WEATHERALL e CLEGG, 2001a).

Podem ocorrer também outros tipos de alteracdes como, por exemplo: a)
substituicdo de aminoacidos na porcéao interna envolvendo residuos polares e
nao polares, os quais se localizam em torno do grupo heme, causando
instabilidade devido a oxidacdo do grupo heme, formando hemoglobinas
instaveis, como por exemplo, Hb Zurich e Hb Ko&ln; b) substituicbes de
aminoacidos que participam do contato alfal betal, das ligagbes quimicas com
o0 2,3 bifosfoglicerato (2,3-BPG) e do residuo histidina C-terminal da cadeia beta
ocasionando a formacdo de hemoglobinas com alteracdes na afinidade pelo
oxigénio (Hb Chesapeake, Hb Rainier, Hb Jamaica Plain); c) substituicdo dos
residuos de histidinas distal ou proximal, que estdo ligados ao grupo heme; d)
substituicdo de outros residuos, que tém importancia fundamental na
constituicdo do arranjo tridimensional da proteina que protege o grupo heme

contra oxidagdo, causando anormalidades na molécula provocando excessiva
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formacdo de metemoglobina (Hb M-Boston, Hb M-Osaka) sendo que esta pode
causar cianose; e) ou ainda por adicdo de aminoacidos ao C-terminal das
cadeias alfa e beta como exemplo, Hb Constant Spring que apresenta 31
residuos a mais na cadeia alfa, Hb Tak que apresenta 10 residuos a mais na
cadeia beta. Geralmente este tipo de alteracdo é causado pela delecdo de um
nucleotideo, que promove a alteracdo de fase de leitura mudando a posi¢cao do
coédon de parada (NAOUM, 1999; PSCHEITDT et al, 2003; HARTEVELD et al,
2001; WIWANITKIT, 2005; GEVA et al, 2004).

Hemoglobina S

A formacgéo da Hb S é devido a uma mutag¢do no sexto cédon da cadeia
beta (GAG = GTG), onde a base nitrogenada adenina (A) é substituida pela
timina (T), ocasionando a substituicdo do aminoacido acido glutamico (Glu) pela
valina (Val). A mudanca Glu=»Val altera a carga elétrica da hemoglobina, uma
vez que ocorre a substituicdo de um aminoacido carregado negativamente por
outro neutro, resultando na perda de duas cargas negativas por molécula de
hemoglobina, isso faz com que a mobilidade eletroforética da Hb S seja mais
lenta que a da Hb A. A Hb S quando estd em situacdo de baixa tensdo de
oxigénio polimeriza no interior dos eritrocitos formando tactéides e, como
consequéncia, promove a deformacdo da membrana celular mudando a
morfologia dos eritrocitos de disco biconcavo para drepanocito (NAOUM e
NAOUM, 2004).

O individuo heterozigoto, gendtipo AS, € classificado como portador do
traco falciforme. Em geral,0 heterozigoto apresenta-se assintomatico, enquanto
0 homozigoto SS apresenta anemia falciforme, que resulta num quadro clinico-
laboratorial grave, com crises freqientes de hemdlise intravascular e
obstrugcbes vaso-oclusivas. Muitos pacientes portadores de Hb S apresentam
associacdo com a Hb C, D, talassemia alfa e beta. A identificacdo da Hb S é
realizada principalmente pela técnica de eletroforese de hemoglobina em pH

alcalino, que apesar de ser a mais sensivel para sua deteccéo nao é especifica,
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pois outras hemoglobinas anormais migram de forma semelhante: Hb D, Hb G,
Hb Korle-Bu, Hb Lepore, Hb Hasharon e Hb Stanleyville (ZAMARO et al, 2002;
NAOUM, 1999; SCHNEIDER, 1974). Existe, portanto, a necessidade da
utilizacdo de técnicas que confirmem e diferenciem estas variantes, que apesar
da grande maioria ndo causarem alteracdes fisiopatoldgicas, sua identificacéo é

importante do ponto de vista do aconselhamento genético.

Hemoglobina C

A Hb C é a segunda hemoglobina variante mais frequente, sendo
superada apenas pela Hb S. A mutacdo também ocorre no sexto cédon da
cadeia beta, onde ha a substituicdo de uma guanina por uma adenina (GAG =
AAG) resultando na troca do acido glutamico (Glu) pela lisina (Lis). Neste caso
a troca € de um aminoacido de carga negativa por outro de carga positiva,
alterando sensivelmente a migracdo eletroforética da hemoglobina em
comparacdo com a Hb A. Porém, outras formas variantes de hemoglobina
migram semelhantemente & Hb C, devendo ser realizada uma diferenciagéo
através de outras metodologias. A mutacdo leva a uma cristalizacdo anormal
da Hb dentro do eritrocito e quando a Hb C esta em associagdo com outras
hemoglobinas variantes ou em homozigose o individuo apresenta sinais e
sintomas de anemia, entretanto em heterozigose, o0s portadores sao
assintométicos (ZAGO; FALCAO e PASQUINI, 2004).

A prevaléncia de Hb C varia de 15% a 30% nos povos de origem
africana, e sua freqUuéncia é bastante variavel na populacdo brasileira,
dependendo da regido analisada (ZAGO e COSTA, 1985). Na regido sudeste a
Hb C esta presente em cerca de 1% da populagdo. BONINI-DOMINGOS et al
(2003) relataram o caso de uma familia de origem negréide apresentando
interacdo de Hb C e beta talassemia. SILVA; PIVATTO e RONCHI-JUNIOR
(1997) descreveram a interacdo de Hb C e Hb S (SC) em um paciente

assintomatico e com dados hematoldgicos aparentemente normais.
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Hemoglobina D

E a terceira variante mais prevalente (NAOUM et al, 2002; FERNANDES
et al, 2003). Foi descoberta em uma familia proveniente da regido de Los
Angeles sendo classificada como Hb D-Los Angeles (VELLA e LEHMANN,
1974). E resultado da troca de uma guanina por uma citosina (GAA = CAA),
causando a substituicdo de um &acido glutdmico (Glu) por uma glutamina (Glin)
na posicdo 121 da cadeia beta. Essa variante apresentava mobilidade
eletroforética idéntica a Hb S em pH alcalino e semelhante a Hb A em pH &cido;
solubilidade normal quando em estado reduzido e auséncia de falcizacdo dos
eritrécitos (VELLA e LEHMANN, 1974).

Esta hemoglobina recebeu outras denominacbes como: Hb D, D-
Chicago, D-North Carolina, D-Punjab, D-Portugal e D-Oak Ridge, (GLOBIN
GENE SERVER Disponivel em: <http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/counter>

Acesso em: 30 de junho de 2007), porém os nomes mais utilizados sdo Hb D-
Los Angeles ou Hb D-Punjab. A heterozigose para Hb D-Los Angeles é
caracterizada pela auséncia de sintomatologia clinica, mas o homozigoto pode
apresentar desde parametros clinicos e hematologicos normais até uma anemia
hemolitica branda, com diminuicdo da fragilidade osmotica, presenca de

algumas células em alvo e niveis de hemoglobina normais.

A interacdo de Hb D com talassemia beta pode ser confundida com
homozigose. Nesse caso é importante a confirmacdo através de analise
molecular e estudo familiar, para evitar um diagnostico equivocado. Esta € uma
situacdo extremamente rara, mas ja foram descritos em alguns paises como:
México (PEREA et al, 1999), Arabia Saudita (AHMED et al, 2001) e Brasil
(NAOUM et al, 2002).
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2.2 — Talassemias

Segundo LORENZI (1999) as talassemias constituem um grupo
heterogéneo de doencas hereditarias caracterizadas pela deficiéncia total ou
parcial da sintese de globina. As talassemias sao classificadas de acordo com a
globina afetada. Problema na sintese de globina alfa, talassemia alfa, quando
associada a cadeia beta, talassemia beta.

Os primeiros estudos ocorreram na década de 20 quando surgiram 0s
primeiros relatos de pacientes, criangas, que apresentavam esplenomegalia e
alterac6es medulares que foram associados a talassemia. Posteriormente, com
estudos mais avancados sobre a hemoglobina observaram que a talassemia é
uma desordem genética com muitas caracteristicas similares as hemoglobinas
variantes (WEATHERALL e CLEGG, 2001b; WEATHERALL, 1997,
NAOUM,1997).

Esta claro que todas as talassemias estdo associadas com a producédo
desbalanceada de globinas. O excesso de cadeias alfa ou beta precipitam para
formar inclusbes nas células eritrdides. Conseglientemente, ocorre a uma
destruicdo precoce das células da linhagem eritroide pelo sistema reticulo
endotelial, resultando em quadros de discreta anemia a anemia severa,
dependendo do grau da destrui¢do celular WEATHERALL e CLEGG, 2001a).

3 — Hemoglobinopatias no Brasil

Estudos sobre cromossomo Y e DNA mitocondrial confirmam que a
constituicdo genética do povo brasileiro é feita pelo homem europeu, portugués
e pela mulher india ou negra (PARRA et al, 2003). A grande heterogeneidade
genética do povo brasileiro é derivada do grande nimero de grupos raciais
formadores e do nivel de cruzamento destes grupos em varias regides do pais,
permitindo a dispersdo de genes que eram proprios de povos negroides ou
caucasianos. Este fato leva a acreditar que o0 processo de miscigenacao

continuo tenha facilitado a propagacao dos genes das hemoglobinas anormais,
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justificando a distribuicdo heterogénea das hemoglobinopatias nos varios
estados brasileiros dependendo da proveniéncia nacional dos seus
colonizadores (NAOUM et al, 1986; SALZANO, 2000).

Assim, a deteccao dos individuos portadores de hemoglobinopatias e sua
correta caracterizacdo sdo importantes do ponto de vista genético-antropolégico
e de suporte clinico. Os individuos portadores, além de representarem fonte de
novos heterozigotos, podem, através de casamentos entre portadores, originar
individuos homozigotos e duplos heterozigotos com forma grave da doenca.
Esses individuos, quando identificados previamente, sdo encaminhados para
profissional especializado em aconselhamento genético, facilitando a orientacéo
quanto ao risco para a descendéncia e tratamento (SILVA; PIVATTO e
RONCHI-JUNIOR, 1997; ZAGO; FALCAO e PASQUINI, 2004).

Os estudos moleculares no Brasil estdo concentrados em algumas
regides como os estados do Sul e Sudeste. Sendo assim, acredita-se que tanto
a talassemia alfa quanto a beta no Brasil ndo estao tdo bem caracterizadas em
todo o territorio nacional, principalmente quanto as bases moleculares de sua
etiopatologia (BERTUZZO; SONATI e COSTA, 1997; BONINI-DOMINGOS,
2004; BERTHOLO e MOREIRA, 2006).

N&o se sabe ao certo quais as mutacdes mais freqlientes nas diversas
regides do Brasil, pois se tem estudos regionalizados, ndo traduzindo
necessariamente a realidade de todos estados brasileiros. As imigracdes que
aconteceram desde o descobrimento até os dias atuais nas diferentes regides
do Brasil modificaram a distribuicdo do padrdo genético original, apesar da
constituicdo étnica do povo brasileiro ser baseada no europeu portugués, no
indio e no negro (MELO-REIS et al, 2006b; NAOUM, 1997).

Em Goias, até 0 momento, existe um Unico centro de pesquisa dedicado
ao estudo das hemoglobinopatias, desde 2001. Trata-se do Laboratério de
Estudo e Pesquisa de Anemia Hereditaria (LEPAH) integrado ao Departamento
de Biomedicina da Universidade Catodlica de Goias. No ano de 2006 foram
publicados os resultados de um estudo sobre a prevaléncia de talassemias e
hemoglobinas variantes no estado de Goias (MELO-REIS et al, 2006b). Os
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resultados mostraram uma prevaléncia de 10,1% de hemoglobinopatias na
populacédo estudada, sendo que 5,2% representavam portadores de talassemia
alfa, 2,2% de heterozigotos para hemoglobina S, 1,0% de heterozigotos para
hemoglobina C, 0,7% de talassemia beta, 0,5% de associacdo entre talassemia
alfa e hemoglobina S, 0,3% de associagcao entre talassemia alfa e hemoglobina
C e ainda 0,3% de heterozigotos para hemoglobina D. Naquele estudo, foram
empregadas metodologias classicas de diagndstico laboratorial e ndo foram
utilizados métodos moleculares de analise.

NETO (2007) realizou na cidade de Bom Jardim de Goidas um
levantamento da prevaléncia de hemoglobinopatias em criangas que participam
do programa de erradicacdo do trabalho infantil. Das 195 criancas, 184
(94,35%) apresentaram o perfil eletroforético normal (AA) e onze (5,65%)
apresentaram hemoglobina variante. Dentre as amostras que apresentaram
perfil alterado, dez (5,14%) eram portadoras de Hb S em heterozigose e apenas
um (0,51%) apresentou heterozigose para Hb C.

Foi realizado o estudo de talassemias e hemoglobinas variantes em
pacientes portadores de lUpus eritematoso sistémico em tratamento no
ambulatério do Departamento de Reumatologia do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Goias. Utilizando-se também apenas as metodologias
classicas de diagnostico, foi observada uma frequéncia de 10,0% de alteracdes
de hemoglobinas, destas a mais prevalente foi a talassemia alfa (5,0%), depois
heterozigoto para Hb S (2,5%), heterozigoto para Hb C (1,25%) e beta
talassemia (1,25%) (CASTRO et al, 2008).
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OBJETIVOS

X Geral

*,

Estudar a talassemia alfa detectada nos pacientes atendidos no
Laboratorio Escola da Area da Saude (LAS) do Departamento de

Biomedicina da Universidade Catdlica de Goias (UCG);

DS

S Especificos

v Caracterizar laboratorialmente a talassemia alfa através de métodos
classicos ndo moleculares, detectadas nos pacientes;
v" Propor uma caracterizacdo molecular das formas mais prevalentes de

talassemia alfa.

Estes objetivos especificos estdo abordados em dois capitulos
independentes, conforme descrito abaixo, e ao final estd a discussédo geral
referente ao estudo.

Capitulo I: Dificuldade na detecc¢éo laboratorial de talassemia alfa.
Capitulo 1I: Deteccdo e confirmacdo da talassemia alfa por métodos

moleculares.
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CAPITULO |

DIFICULDADE NA DETECCAO LABORATORIAL DE TALASSEMIA ALFA

| - INTRODUCAO

A talassemia alfa, um dos defeitos genéticos mais distribuidos no mundo
(WEATHERALL, 2004), é caracterizada pela producdo ausente (a°) ou
diminuida (a*) das cadeias das globinas alfa, na maioria das vezes resultantes
de delecdes nos genes das globinas alfa. Menos frequentemente, as
talassemias alfa resultam de mutagcfes pontuais, sendo denominadas de a-
talassemias ndo delecionais, envolvendo preferencialmente o gene a, (a'a) e
mais raramente o gene a; (aa') (EMBURY et al, 1980; HIGGS et al, 1989;
CHUI; FUCHAROEN e CHAN, 2003).

A diminuicdo da sintese de cadeia alfa e o consequente excesso de
cadeia beta leva a uma producdo diminuida de hemoglobinas fisiolégicas e o
aparecimento de tetrAmeros de cadeia beta, chamado hemoglobina H (Hb H). O
tetramero de beta € instavel, podendo se tornar uma metemoglobina, que tem a
capacidade de combinar com o0 oxigénio de maneira irreversivel, nao
desempenhando sua funcéo fisiologica (NAOUM, 1997; WEATHERALL, 2004).

Varios sdo os quadros clinico-laboratoriais da talassemia alfa variando de
acordo com o numero de genes alfa lesados, uma vez que o grau desta lesédo
também pode variar afetando o gene total ou parcialmente. O individuo normal
para a producdo de globinas alfa tem seu gendtipo representado por dois
haplétipos aa (aa/aa). Portanto, as talassemias alfa sdo classificadas de quatro
formas: a) portador silencioso ou a-talassemia minima (trés genes ativos) que

resulta da delecdo de um dos quatro genes a (-a/aa); b) traco a-talassémico ou
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a-talassemia menor resultante da delecdo de dois genes a no mesmo

cromossomo (--/aa) ou em cromossomos diferentes (-a/-a); ¢) doenca da Hb H

ou a-talassemia intermédia onde trés genes foram deletados (--/-a) resultando

na formacéo de Hb H (B4) ou Hb Bart’s (y4); d) Hidropsia fetal que corresponde

ao homozigoto de a’-talassemia devido a completa auséncia de genes a (--/--)
(tabela 2) (NAOUM e DOMINGOS, 1997; ZAGO; FALCAO e PASQUINI, 2004).

TABELA 2 — SINDROMES ALFA TALASSEMICAS. SINOPSE GERAL DA
RELACAO ENTRE DELECAO DOS GENES ALFA E
CONSEQUE_NCIAS FISIOPATOLO_GICAS i}

TIPOS DE ALTERACOES ALTERACOES ALTERACOES
TALASSEMIA CLINICAS HEMATOLOGICAS LABORATORIAIS
ALFA

Portador Nenhuma. Discreta microcitose  Tracgos de HbH

silencioso Talassemia alfa Ou normocitose. (<2%) na

(-a/aq) minima. Hb: normal eletroforese

VCM: 75-80 fL PIE de Hb H = 1/1000
HCM: 24-27 pg a 2000

Trago alfa Geralmente Microcitose. HbH=2a8%

talassémico assintomatico. Hipocromia. PIE de Hb H = 1/250 a

(--/aa ou -a/-a)  Talassemia alfa Anemia. 500
menor. Hb: 11-13 g/dL

VCM: 65-75 fL
HCM: 20-24 pg

Doenca de HbH Talassemia alfa Microcitose. HbH =10 a 20%

(--/-a) intermédia. Hipocromia. PIE de Hb H =
Anemia Anemia. presenca de Hb H em
moderada, Hb: 08-11 g/dL todos os campos do
ictericia, VCM: 55-65 fL microscopio (1:10 a
esplenomegalia. HCM: 20-24 pg 1:50)

Hidropsia Fetal Morte neonatal Anisocitose. Hb Bart's = 80 a 100%

Talassemia alfa
homozigética

(-

com eritroblastose

fetal

Poiquilocitose.
Eritroblastose.
Anemia.

Hb: < 07g/dL
VCM: 100-110 fL
HCM: diminuido

HbH = 10 a 20%
PIE de Hb H = idem
ao da doenca de Hb H

PIE = pesquisa intraeritrocitaria, proporcdo de uma célula com Hb H para determinado numero de

eritrécitos. FONTE: NAOUM e NAOUM (2004) p. 61, com modificagdes
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A Organizacdo Mundial de Saude, a Academia de Ciéncias do Terceiro
Mundo e a Organizacdo Pan-Americana de Saude recomendam o levantamento
populacional da prevaléncia das hemoglobinopatias — anemias hereditarias —
nas populagbes, pois estas sdo causas de morbidade e de mortalidade
elevadas na populacdo (WHO WORKING GROUP, 1982; WEATHERALL e
CLEGG, 2001b).

Na talassemia alfa a formacdo de hemoglobina dentro do eritrocito €
reduzida, levando a uma consequente microcitose e hipocromia, caracteristicas
iniciais do diagnostico. Tanto a microcitose quanto a hipocromia sao detectadas
pelo hemograma, determinados pelo VCM (volume corpuscular médio dos
eritrécitos — valor de referéncia: 80-102 fL), HCM (hemoglobina corpuscular
média dos eritrocitos — valor de referéncia: 27-32 pg) e CHCM (concentracdo da
hemoglobina corpuscular média dos eritrécitos — valor de referéncia: 30-35
g/dL). A microcitose caracteriza um eritrécito de tamanho diminuido e a
hipocromia um eritrocito com quantidade diminuida de moléculas de
hemoglobina. E muito importante salientar que esta condi¢cdo hematolédgica
também acontece em anemias carenciais, como a ferropriva, e nas anemias por
doenca cronica (ZAGO; FALCAO e PASQUINI, 2004; CLARKE e HIGGINS,
2000).

O excesso de globinas beta livres podem se agregar e precipitar, levando
a lesbes na membrana celular e distirbios metabdlicos variados, responsaveis
pela destruicdo dos eritrocitos jovens — eritroblastos — ainda na medula 6ssea e
consequente reducdo da sobrevida dos eritrécitos maduros na circulacdo. Essa
situacdo é detectada laboratorialmente também pelo hemograma, onde pode
ser observadas alteracbes no numero total de eritrocitos por microlitro de
sangue e pela presenca de eritroblastos circulantes resultantes da hemdlise
intravascular aumentada (WEATHERALL e CLEGG, 200la). Tal perfil
hematolégico também €& evidenciado em outras anemias hemoliticas como a
anemia falciforme, anemia hemolitica imune, anemia hemolitica adquirida e
anemias por defeitos de membrana (ZAGO; FALCAO e PASQUINI, 2004).
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No feto, a sintese reduzida de cadeias alfa resulta em acumulo de
cadeias do tipo gama que também possuem a capacidade de formar tetrameros
dando origem a uma hemoglobina denominada Bart’'s (Hb Bart’'s). Tanto a Hb
Bart’s quanto a Hb H possuem afinidade aumentada pelo oxigénio dificultando o
transporte deste pelos tecidos. Em 1955, ao mesmo tempo nos Estados Unidos
e na Grécia, a Hb H foi descrita pela primeira vez por Rigas, Kohler e Osgood e
por Gouttas e colaboradores, respectivamente. A Hb Bart's foi descrita em
Londres por Ager e Lehmann em 1958, em uma crianca portadora de
alterac6es hematologicas compativeis a talassemia (WEATHERALL e CLEGG,
2001a).

A pesquisa de Hb H é utilizada no diagnostico da talassemia alfa. A Hb H
€ uma hemoglobina instavel que forma corpos de inclusdo — precipitados — no
interior dos eritrocitos, podendo ser pesquisados citologicamente por meio da
incubacao com o corante azul de crezil brilhante a 1,0% (fig. 2). Outra forma de
pesquisar a Hb H é através da eletroforese de hemoglobina em pH alcalino (fig.
3). A Hb H possui uma migracdo mais rapida que a Hb A. A quantidade de Hb H
formada depende diretamente do nimero de genes alfa afetados (CLARKE e
HIGGINS, 2000).

Agregados de
hemoglohina H

FIGURA 2 — Fotomicrografia mostrando os agregados de hemoglobina H em
eritrocitos de esfregacos preparados com azul de cresil brilhante (aumento de
1000X)
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FIGURA 3 - Perfil eletroforético das hemoglobinas normais e principais
variantes na eletroforese alcalina em acetato de celulose. AA = Perfil normal de
HbA e Hb A,; AS = Perfil de heterozigoto para HbS; AC = Perfil de heterozigoto
para HbC; AF = Perfil de portador de HbF aumentada; AH = Perfil de portador
de HbH. FONTE: <http://www.hemoglobinopatias.com.br/> acesso em: 18 de
novembro de 2008

Existem centenas de mutacdes que acometem 0S genes responsaveis
pela producdo das cadeias de globinas alfa. Atualmente estdo descritas cerca
de 280 muta¢des envolvendo o gene alfal (a;) e 327 relacionadas ao gene
alfa2 (a2) (GLOBIN GENE SERVER, Disponivel em:
<http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/counter> Acesso em: 23 de fevereiro de
20009.

As delecBes mais prevalentes no mundo e no Brasil sdo -a®7, - a*? e --
SEA destas a delecdo -o*’ aparece com maior freqiiéncia nos povos dos paises
europeus como ltalia, Portugal e Espanha, justificando assim a sua alta
frequéncia também no Brasil. Nos povos negroides, quando misturados aos

povos europeus também encontramos a talassemia alfa devido a delecéo -o*".
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Isso acontece na populacdo negra do Brasil que € resultante da mistura de
povos negroides com caucasoides (BONINI-DOMINGOS, 2004; WEATHERALL
e CLEGG, 200la; FOGLIETTA et al, 1996; SONATI et al, 1992; ZAGO e
COSTA, 1985).
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I — OBJETIVOS

[I.1 — Objetivo geral :

Avaliar alguns dos métodos laboratoriais classicos na detecgdo de
talassemia alfa em amostras de pacientes atendidos no Laboratorio Escola da
Area da Saude (LAS) do Departamento de Biomedicina da Universidade
Catdlica de Goias (UCG).

[1.2 — Objetivos especificos

1 — Detectar pacientes portadores de talassemia alfa utilizando técnicas
laboratoriais classicas como:
Hemograma — Eritrograma — e analise da morfologia eritrocitaria,;
Resisténcia Globular Osmotica em Cloreto de Sodio a 0,36%;
Eletroforese alcalina em acetato de celulose;
Pesquisa intra-eritrocitaria de hemoglobina H;

Cromatografia liquida de alta performance (HPLC).

2 — Comparar os resultados encontrados para uma andlise diagndstica da
talassemia alfa, mais precisa, visando encontrar dados que sejam indicativos de

um quadro especifico desta talassemia.
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lIl - MATERIAL E METODOS

1.1 — Material

Foram analisadas 64 amostras de sangue periférico, colhidas no periodo
de fevereiro de 2006 a setembro de 2007, provenientes de individuos de ambos
os sexos. Todas as amostras foram colhidas no Laboratério da Area da Satde
do Departamento de Biomedicina da Universidade Catdlica de Goias e
encaminhadas ao LEPAH - Laboratorio de Estudo e Pesquisa em Anemia
Hereditaria da UCG.

O sangue foi coletado em frasco estéril com anticoagulante EDTA 5%,
apos assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, seguindo as
orientacfes da Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude do Ministério
da Saude. As amostras bioldgicas foram obtidas a partir da aprovacédo da
proposta pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias,

conforme protocolo niumero 065/2005.
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[11.2 — Metodologia

[11.2.1 — Hemograma — Eritrograma — e andlise da mo rfologia eritrocitaria
(LEWIS; BAIN e BATES, 2006)

A andlise da série vermelha (eritrograma) foi realizada no contador
automatizado de células PENTRA 60 (ABX®), que determinou o niimero total de
eritrécitos, a dosagem de hemoglobina, o hematocrito e os indices
hematimétricos, isto é, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina celular
média (HCM), concentragdo da hemoglobina celular média (CHCM) e o indice
de distribuicAo de anisocitose (RDW). Os resultados do eritrograma foram
comparados aos resultados da morfologia eritrocitaria realizada mediante
andlise das células sangiiineas em esfregaco coradas pelo Instant Prov®

(Newprov).

I11.2.2 — Resisténcia Globular Osmadtica em Cloreto de Soédio a 0,36%
(SILVESTRONI e BIANCO, 1975)

Em um tubo de hemolise, foram colocados 1,5 mL de solucéo de trabalho
de NaCl a 0,36% e 10 uL de sangue total colhido em EDTA. O tubo foi agitado
suavemente por inversdo e deixado em repouso por 10 minutos para leitura. A
leitura do teste foi realizada colocando o tubo com o sangue hemolisado a 2,0
cm de distdncia de uma folha branca com linhas negras. O resultado foi
considerado positivo ou resistente quando a resisténcia aumentada a hemdlise
dos eritrgcitos tornou a amostra opaca, 0o que impediu a visualizacdo das linhas
negras na tabela de leitura. O resultado negativo ou néo resistente, foi definido
como resisténcia normal dos eritrécitos a solugdo de NaCl, que hemolisara e,
conseqglentemente, possibilitava a visualizagdo das linhas negras através da

solucao.
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Reagentes:

1. Solugéo estoque de NaCl

NacCl 9,049
Na;HPO,4 1,36 g
NaH,PO, . H20 0,28 g
Agua destilada q.s.p. 100 mL

2.Solucao de trabalho
NaCl (solucéo estoque) 36 mL

Agua destilada q.s.p. 1000 mL

[11.2.3 — Preparacdo de hemolisado para eletrofores e (NAOUM, 1999,

modificado)

As amostras para eletroforese alcalina de hemoglobinas foram
hemolisadas aplicando-se a técnica do hemolisado rapido. Para tanto, foi
utiizado como hemolizante o0 detergente biolégico saponina, numa
concentracao de 1,0%. Foram pipetados 100 yL de sangue total colhido em
EDTA em uma placa de Kline e 200 uL do reativo hemolisante e incubado por
05 minutos. Em seguida aplicou-se na fita de acetato de celulose conforme
descrito no item 111.2.4.

Reagente:

Saponina a 1,0%
Saponina PA 19
Agua destilada g.s.p. 100 mL
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[11.2.4 — Eletroforese alcalina em acetato de celul ose (MARENGO-ROWE,
1965, modificado)

Inicialmente foram colocados 50 mL de solugédo tampé&o de corrida, Tris-
EDTA-Borato (TEB) pH 8,5, em cada compartimento da cuba de eletroforese.
As fitas de acetato de celulose foram embebidas por 15 minutos neste tampéao.
As fitas foram secadas entre duas folhas de papel absorvente e colocadas no
suporte da cuba de eletroforese, de forma que elas mantivessem contato com a
solucdo tampdo nos dois compartimentos. As amostras previamente
hemolisadas conforme item I11.2.3 foram aplicadas a 1,0 cm da extremidade da
fita em contato com o polo negativo. Foram aplicados 300 volts por 40 minutos
para a separacéao das fragcdes de hemoglobinas.

A andlise das fracdes foi realizada sem coloracdo, por comparacdo com
amostras controle como: o padrdo normal Hb AA, o padrédo Hb AS ou ainda o
padrdo Hb AC. A eletroforese alcalina em acetato de celulose permitiu a

separacéo de hemoglobinas normais e grande parte das anormais.

Reagente:

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

Tris hidroximetilaminometano 10,2 g
Acido etilenodiaminotetracético 0,69
Acido bérico 329
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

[11.2.5 — Cromatografia Liquida de Alta Performance  (HPLC)

Foram diluidos 05 uL da amostra de sangue total, colhido com EDTA, em

01 mL de reagente de hemdlise fornecido pelo Kit “B-Thalassemia” da Bio-Rad
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Laboratories. O hemolisado foi colocado na placa leitora do aparelho VARIANT
| programado com para 0 programa “B-Thalassemia Short” (Bio-Rad
Laboratories). Foi utilizado o kit de andlise especifico para a deteccdo de
talassemia beta heterozigota que separa e quantifica as porcentagens para as
Hb A; e F além de identificar as variantes mais comuns como Hb S, D, C e E.
Este equipamento possui um sistema fechado de cromatografia liquida
de alta pressdo, totalmente automatizado. ApOs a limpeza da coluna
cromatogréfica e sua calibragéo, por calibradores com base em amostras de Hb
A, e Hb F o equipamento processou as amostras previamente diluidas,
utilizando um sistema de duas bombas de émbolo duplo que injeta uma mistura
de tampdes de diluicdo com controles de gradientes pré-programados que
passam através da coluna de troca ibnica, retendo as amostras de
hemoglobinas na coluna, por meio de sua especificidade de cargas. Cada
hemoglobina foi eluida da coluna e, as absorbancias foram quantificadas em
415 nm. Um segundo filtro de 690 nm corrigiu a linha de base que podia
apresentar alteracbes provocadas pela mistura de tampdes com diferentes
forgas ionicas. Foi gerado entdo um cromatograma de absorbancia x tempo de
retencdo. O tempo de retencédo foi o tempo transcorrido da injecdo da amostra
até o apice do pico de hemoglobina, sendo caracteristico para cada

hemoglobina.

[11.2.6 — Pesquisa intra-eritrocitaria de hemoglobi na H - PIEHH
(PAPAYANNOPOULOS e STAMATAYANNOPOULOUS, 1974)

Em tubo de ensaio pequeno foram colocados 50 uL de sangue total
colhido com EDTA e adicionado 100 pL de solugao de azul cresil brilhante. O
tubo foi agitado suavemente e incubado a 37°C por 2 horas. Posteriormente,
esfregacos finos foram confeccionados para a observacdo dos agregados de

Hemoglobina H ao microscopio em objetiva de imersdo. A presenca de
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hemoglobina H nos eritrécitos apareceu como granulacdo fina distribuida

homogeneamente.

Reagentes:

1.Solucéo salina
Cloreto de sodio 0,859
Agua destilada q.s.p. 100 mL

2.Solucao citrato
Citrato de sodio 2,29

Agua destilada q.s.p. 100 mL

3.Solucao de azul cresil brilhante

Azul cresil brilhante 109
Solucgéo salina 100 mL
Solucéo citrato 25 mL
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IV — RESULTADOS

As 64 amostras analisadas no presente estudo, de pacientes atendidos
no Laboratério da Area da Salde do Departamento de Biomedicina da
Universidade Catdlica de Goias, eram provenientes de 35 pacientes do sexo
feminino e 29 do sexo masculino com idade variando entre 02 a 79 anos (tabela
3). A distribuicdo dos sujeitos da pesquisa quanto a faixa etaria e sexo esta

demonstrada na figura 4.

TABELA 3— IDADE E SEXO DOS 64 PACIENTES

Paciente Idade Sexo Paciente Idade Sexo
1 40 F 33 30 F
2 14 F 34 49 F
3 16 F 35 55 F
4 13 M 36 43 F
5 49 F 37 32 F
6 36 F 38 68 F
7 25 M 39 63 F
8 43 M 40 54 F
9 43 M 41 59 M
10 26 F 42 10 M
11 19 F 43 25 F
12 49 M 44 22 F
13 26 M 45 19 M
14 04 F 46 02 M
15 13 F 47 06 M
16 10 F 48 37 M
17 08 M 49 13 M
18 11 M 50 22 F
19 37 M 51 05 M

20 08 F 52 26 F
21 29 F 53 60 M
22 07 F 54 49 F
23 06 M 55 16 F
24 23 F 56 17 M
25 52 F 58 04 M
26 44 F 59 28 F
27 06 M 60 51 M
28 20 M 61 52 M
29 47 M 62 40 F
30 38 F 63 15 M
31 30 F 64 18 M
32 79 F 65 21 M
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FIGURA 4 - Distribuicdo dos sujeitos da pesquisa quanto a faixa etaria e sexo.

IV.1 — Eritrograma e analise da morfologia eritroci

taria

Todas as 64 amostras foram inicialmente submetidas a uma analise

laboratorial hematolégica dos eritrécitos por meio do hemograma — eritrograma

(tabela 4). O eritrograma é composto da contagem global de eritrcitos

(hemécias — Hm), hematdécrito (Ht), hemoglobina total (Hb) e dos indices

hematimétricos (VCM, HCM, CHCM e RDW).
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TABELA 4 — RESULTADO DO ERITROGRAMA DAS 64
AMOSTRAS Continua
Hm Ht Hb VCM HCM CHCM RDW
1 5,37 42,1 13,3 78,4 24,8 31,6 13,8
2 4,57 39,1 12,5 85,6 27,4 32,0 12,6
3 5,03 435 14,3 86,5 28,4 32,9 13,2
4 5,89 45,0 14,3 76,4 24,3 31,8 13,2
5 4,58 40,9 13,1 89,3 28,6 32,0 13,6
6 4,87 41,9 13,5 86,0 27,7 32,2 131
7 5,65 458 15,0 81,1 27,0 32,8 13,8
8 5,46 437 14,2 80,0 26,0 32,5 13,8
9 4,16 37,3 12,3 89,7 29,6 33,0 11,2
10 5,40 32,1 9,3 59,0 17,2 28,9 18,0
11 5,31 39,8 13,3 75,0 25,0 33,4 13,7
12 5,66 34,7 11,0 61,0 19,5 31,8 15,4
13 5,80 40,1 11,5 69,1 19,8 28,7 16,7
14 3,96 27,4 9,4 69,2 23,7 34,3 25,4
15 5,28 39,9 13,5 75,6 25,6 33,8 15,6
16 5,16 41,7 13,3 80,8 25,8 31,9 13,9
17 4,96 36,0 12,2 72,6 24,6 33,9 15,0
18 2,42 24,5 8,0 101,2 33,1 32,7 15,1
19 5,15 44,1 15,1 85,6 29,3 34,2 13,6
20 4,49 33,4 10,7 75,0 23,9 32,1 13,8
21 4,53 37,9 12,6 83,7 27,8 33,2 13,3
22 4,73 37,3 13,0 78,9 27,5 34,9 13,4
23 4,88 36,9 12,0 76,0 24,5 32,4 13,1
24 4,76 46,5 14,6 99,0 31,1 31,5 9,9
25 4,52 39,5 13,8 87,4 30,5 34,9 121
26 5,26 37,6 12,0 71,4 22,8 31,9 14,1
27 5,52 33,9 10,6 61,4 19,2 31,2 17,5
28 2,44 19,5 7.2 79,9 29,5 36,9 19,1
29 4,99 44,6 14,8 89,4 29,7 33,2 12,4
30 5,82 40,0 12,4 69,0 21,4 31,1 14,1
31 3,96 27,4 9,4 69,2 23,7 34,3 24,0
32 3,73 31,4 10,2 84,0 27,3 32,5 16,5
33 4,30 38,9 12,8 90,5 29,8 32,9 10,0
34 4,76 28,6 9,1 60,0 19,1 31,9 14,0
35 4,55 41,5 13,8 91,0 30,2 33,2 10,4
36 4,48 40,6 13,3 91,0 29,7 32,7 10,5
37 4,68 40,4 13,1 86,0 27,8 32,3 10,7
38 4,21 40,2 13,3 95,0 31,5 33,0 10,5
39 4,15 37,0 12,4 89,0 29,9 33,6 11,3
40 4,74 44,0 14,5 92,8 30,6 33,0 11,2

Hm=contagem global de hemacia (10°/uL); Ht=hematécrito (%); Hb=hemoglobina
total (g/dL); VCM=volume corpuscular médio (fL); HCM=hemoglobina corpuscular
meédia  (pg);
RDW?=indice de anisocitose (%). Os valores destacados em vermelho estdo abaixo
dos valores de referéncia adotados.

CHCM=Concentracdo da Hemoglobina Celular Média (g/dL) e
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TABELA 4 —

RESULTADO DO ERITROGRAMA DAS 64

AMOSTRAS Conclusao

Hm Ht Hb VCM HCM CHCM RDW
41 5,26 46,6 15,3 89,0 29,1 32,8 12,6
42 4,27 39,2 13,8 92,0 30,0 32,7 11,9
43 2,73 26,8 9,0 98,0 32,8 33,4 16,8
44 2,72 27,4 8,7 101,0 32,1 31,9 14,1
45 4,76 456 14,6 96,0 30,8 32,1 11,7
46 4,50 27,2 9,2 61,0 20,5 33,9 15,2
47 4,18 32,5 10,7 78,0 25,6 33,0 14,0
48 3,61 32,1 10,3 89,0 28,5 32,1 13,8
49 6,65 40,3 11,9 61,0 17,9 29,5 16,4
50 5,52 34,9 10,6 63,0 19,0 30,4 15,5
51 5,81 34,7 11,3 59,7 19,4 32,5 18,8
52 3,91 34,5 11,2 88,0 28,5 32,4 12,0
53 5,25 34,5 10,8 66,0 20,6 31,2 14,7
54 6,06 454 14,8 75,0 24,4 32,5 12,9
55 3,90 33,4 10,9 86,0 27,9 32,6 121
56 2,99 22,8 7,5 76,2 32,9 33,0 24,3
58 4,25 33,5 10,9 78,8 25,7 32,5 15,4
59 3,54 32,1 12,0 90,7 31,0 34,2 12,6
60 4,26 40,7 14,4 84,0 28,0 34,0 12,4
61 5,56 39,1 12,3 70,3 22,1 315 16,2
62 5,20 42,0 13,4 80,8 25,8 31,9 15,0
63 5,33 32,8 9,4 61,5 17,6 28,7 23,2
64 6,49 40,7 12,8 62,7 19,7 31,4 16,8
65 6,40 50,8 16,1 79,0 25,2 31,7 15,4

Hm=contagem global de hemacia (10%/uL); Ht=hematocrito (%); Hb=hemoglobina
total (g/dL); VCM=volume corpuscular médio (fL); HCM=hemoglobina corpuscular
meédia  (pg);
RDW?=indice de anisocitose (%). Os valores destacados em vermelho estdo abaixo
dos valores de referéncia adotados.

CHCM=Concentracdo da Hemoglobina Celular Média (g/dL) e
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IV.2 — Resisténcia Globular Osmética em Cloreto de Sédio a 0,36%

As tabelas 5 e 6 mostram o resultado do teste de resisténcia globular
osmoética em cloreto de soédio a 0,36% das 64 amostras. Para melhor
visualizacdo dos resultados, estas tabelas apresentam também o valor do VCM
para efeito de comparacdo entre a resisténcia osmética e o volume dos

eritrocitos.

TABELAS5 -  AMOSTRAS RESISTENTES AO TESTE DE
RESISTENCIA GLOBULAR OSMOTICA EM
NaCl A 0,36% E OS VALORES DE VCM

Paciente Resisténcia a Salina VCM (fL)
10 R 59,0*
11 R 75,0*
12 R 61,0*
13 R 69,1*
14 R 69,2*
15 R 75,6*
17 R 72,6*
23 R 76,0
26 R 71,4*
27 R 61,4*
31 R 69,2*
34 R 60,0*
46 R 61,0*
49 R 61,0*
51 R 59,7*
53 R 66,0*
61 R 70,3*
63 R 61,5*

R = Resistente; VCM = Volume Corpuscular Médio expresso em fL
* Valores alterados em relacé@o ao valor de referéncia
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TABELA6 - AMOSTRAS NAO RESISTENTES AO TESTE DE
RESISTENCIA GLOBULAR OSMOTICA EM NacCl
A 0,36% E OS VALORES DE VCM

Paciente Resisténcia a Salina VCM (fL)
1 NR 78,4*
2 NR 85,6
3 NR 86,5
4 NR 76,4*
5 NR 89,3
6 NR 86,0
7 NR 81,1
8 NR 80,0
9 NR 89,7
16 NR 80,8
18 NR 101,2
19 NR 85,6

20 NR 75,0*
21 NR 83,7
22 NR 78,9
24 NR 99,0
25 NR 87,4
28 NR 79,9*
29 NR 89,4
30 NR 69,0*
32 NR 84,0
33 NR 90,5
35 NR 91,0
36 NR 91,0
37 NR 86,0
38 NR 95,0
39 NR 89,0
40 NR 92,8
41 NR 89,0
42 NR 92,0
43 NR 98,0
44 NR 101,0
45 NR 96,0
47 NR 78,0
48 NR 89,0
50 NR 63,0*
52 NR 88,0
54 NR 75,0*
55 NR 86,0
56 NR 76,2*
58 NR 78,8
59 NR 90,7
60 NR 84,0
62 NR 80,8
64 NR 62,7*
65 NR 79,0*

NR = N&o Resistente; VCM = Volume Corpuscular Médio expresso em fL
* Valores alterados em relagéo ao valor de referéncia
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IV.3 — Eletroforese alcalina em acetato de celulose  pH 8,5

As 64 amostras foram hemolisadas com o detergente biol6gico saponina
a 1,0% para realizacéo da eletroforese alcalina de hemoglobinas em acetato de
celulose, os resultados do perfil eletroforético estdo descritos na tabela 7. A
figura 5 mostra a eletroforese alcalina em acetato de celulose de alguns
pacientes. Na raia 01 o paciente 42 apresenta o perfil AA, na raia 02 o perfil SS
do paciente 43, na raia 03 o perfil AS do paciente 02, na raia 04 o perfil AC do
paciente 46. Na raia 05 o paciente 47, além de apresentar um perfil AA,,
apresentou também uma banda eletroforética com migracdo mais rapida que a
Hb A, ndo identificada por esta metodologia, porém levando a suspeitar de Hb
H, Hb J ou Hb N.

FIGURA 5 — Perfil eletroforético em acetato de celulose pH 8,5. 1) Paciente 42:
perfil AA — hemoglobina normal; 2) Paciente 43: perfil SS — homozigoto para Hb
S; 3) Paciente 02: perfil AS — heterozigoto para Hb S; 4) Paciente 46: perfil AC —
heterozigoto para Hb C e 5) Paciente 47: perfil AH? — alfa talassemia
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TABELA 7 — RESULTADO DO PERFIL ELETROEORETICO EM
ACETATO DE CELULOSE EM TAMPAO TEB pH 8,5
DAS 64 AMOSTRAS

Paciente Eletroforese Paciente Eletroforese
alcalina alcalina

1 ASH 33 AH
2 AS 34 AA,
3 AH 35 AA
4 AH 36 AA
5 AH 37 AA
6 AA 38 AA
7 AA 39 AA
8 AH 40 AA
9 AH 41 AA
10 AH 42 AA
11 AC 43 SS
12 AA, 44 SS
13 AA, 45 SC
14 CcC 46 AC
15 AC 47 AA, **
16 AA 48 AS
17 AC 49 AA,
18 SS 50 AA,
19 AS 51 AA,
20 AA 52 AF
21 AA 53 AA,
22 AA 54 AA
23 AA 55 AF
24 AS 56 AH
25 AF 58 AH
26 AC 59 AH
27 AC 60 AH
28 SS 61 AA,
29 AH 62 AF
30 AA, 63 FF
31 CcC 64 AA,
32 SC 65 AF

**Presenca de outra banda eletroforética ndo identificada (suspeita de Hb H, J ou N)
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IV.4 — Cromatografia liquida de alta resolugéo (HPL

C)

As 64 amostras foram submetidas a uma analise quantitativa das

hemoglobinas por meio da cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

que determinou o percentual de cada hemoglobina, normal ou variante. Estes

dados estdo apresentados na tabela 8.

TABELA 8 — RESULTADO DO PERCENTUAL DAS HEMOGLOBINAS

NORMAIS E VARIANTES IDENTIFICADAS POR HPLC NO
APARELHO VARIANT | (BioRad) DAS 64 AMOSTRAS

Paciente Hb Hb Hb Hb Paciente Hb Hb Hb Hb

A A, F Variante A A, F Variante
1 59,0 45 0,2 S=36,3 33 98,0 2,0 0,0
2 57,1 53 0,6 S=37,0 34 93,0 59 11
3 974 26 0,0 35 97,7 2,1 0,2
4 979 21 0,0 36 97,8 20 0,2
5 98,1 19 0,0 37 97,0 2,1 0,9
6 97,7 21 0,2 38 97,7 2,1 0,2
7 979 18 0,3 39 97,9 20 0,1
8 98,1 19 0,0 40 97,8 20 0,2
9 975 20 05 41 97,7 2,1 0,2
10 97,8 22 0,0 42 98,0 2,0 0,0

11 576 35 0,3 C=38,6 43 19,0 3,3 3,0 S=74,7

12 935 57 0,8 44 57 32 13,3 S=77.8

13 927 57 16 45 00 36 15 S=51,3

C=43.,6

14 59 39 11 C=89,1 46 62,4 40 1,0 C=32,6

15 59,8 36 0,3 C=36,3 47 93,1 39 0,0 **%3,0

16 96,9 24 0,7 48 57,6 44 0,6 S=37,4
17 57,7 34 0,0 C=39,6 49 93,0 6,4 0,6
18 25 4,7 140 S=78.,8 50 942 49 0,9
19 525 34 0,0 S=44,1 51 940 52 0,8
20 96,5 3,0 0,5 52 929 20 51
21 96,9 3,1 0,0 53 926 45 29
22 96,9 3,1 0,0 54 952 34 14
23 96,9 3,1 0,0 55 93,2 24 44
24 53,7 55 11 S=39,7 56 96,0 35 0,5
25 91,1 22 6,7 58 96,0 3,2 0,8
26 69,1 34 0,0 C=27,5 59 98,0 2,0 0,0
27 66,2 29 0,0 C=30,9 60 97,1 20 0,9
28 00 19 9,2 S=88,9 61 949 51 0,0
29 97,7 1.6 0,7 62 68,4 2,1 295
30 951 39 1,0 63 52 35 913
31 0,0 28 23 C=94,9 64 940 53 0,7
32 43 32 54 S=45,2 65 676 2,1 30,3

C=41,9

***Presenca de uma fracdo desconhecida huma concentragéo igual a 3,0%
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IV.5 — Pesquisa intra-eritrocitaria de hemoglobina H - PIEHH

Um total de 15 amostras apresentou quadro sugestivo de talassemia alfa
sendo entdo submetidas a pesquisa intra-eritrocitaria de Hb H pela técnica de
coloracdo com azul de crezil brilhante (tabela 9). Treze dessas amostras
sugeriam talassemia alfa por apresentar na eletroforese alcalina de
hemoglobina uma banda com migracéo eletroforética mais rapida que a Hb A,
compativel com a Hb H. A amostra 02, apesar de ndo apresentar Hb H na
eletroforese, nem microcitose e hipocromia no eritrograma, foi proveniente de
uma paciente cuja mae apresentou Hb H (paciente 1). A amostra 47, embora ter
apresentado anemia normocitica e normocrémica, apresentou uma banda mais
rapida que a Hb A na eletroforese alcalina, que permaneceu até o final da
corrida eletroforética.

TABELA9 -  RESULTADO DA ELETROFORESE ALCALINA, VCM,
HCM E DA PIEHH DAS 15 AMOSTRAS SUGESTIVAS

DE TALASSEMIA ALFA
Eletroforese alcalina VCM HCM PIEHH
1 ASH 78,4 24,8* NEGATIVA
2 AS 85,6 27,4 NEGATIVA
3 AH 86,5 28,4 NEGATIVA
4 AH 76,4*% 24,3* NEGATIVA
5 AH 89,3 28,6 NEGATIVA
8 AH 80,0 26,0 NEGATIVA
9 AH 89,7 29,6 NEGATIVA
10 AH 59,0% 17,2* POSITIVA
29 AH 89,4 29,7 NEGATIVA
33 AH 90,5 29,8 NEGATIVA
47 AA; (H, JouN) 78,0 25,6 NEGATIVA
56 AH 76,2*% 32,9 NEGATIVA
58 AH 78,8 25,7 NEGATIVA
59 AH 90,7 31,0 NEGATIVA
60 AH 84,0 28,0 NEGATIVA

Hm=contagem global de hemacia (10°/uL); Ht=hematdcrito (%); Hb=hemoglobina total
(g/dL); VCM=volume corpuscular médio (fL); HCM=hemoglobina corpuscular média (pg);
CHCM=Concentra¢do da Hemoglobina Celular Média (g/dL) e RDW=indice de anisocitose
(%). Os valores destacados em vermelho estdo abaixo dos valores de referéncia
adotados. PIEHH=pesquisa intra-eritrocitaria de hemoglobina H.

* Valores alterados em relagéo ao valor de referéncia
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V — DISCUSSAO

V.1 — Eritrograma e analise da morfologia eritrocit  aria

Para realizagdo deste estudo as 64 amostras dos pacientes foram
primeiramente submetidas a uma anélise hematolégica pelo hemograma. Este
exame avalia quantitativamente e qualitativamente as trés séries de células
sanguineas: leucécitos, eritrocitos e trombodcitos (LORENZI, 2006). A avaliagdo
dos eritrocitos é, portanto realizada no eritrograma, cujos resultados estédo

relacionados na tabela 4.

O eritrograma forneceu os dados para a classificacdo morfolégica das
anemias. Os principios de funcionamento do equipamento utilizado, descrito no
item [ll.2.1, sdo: a impedancia, a citometria de fluxo, a citoquimica e a
espectrofotometria. A contagem global das células, neste caso os eritrécitos, foi
feita quando ocorreu a passagem de uma ceélula pela abertura de um contador
de impedéancia que gerou um pulso elétrico cuja altura foi proporcional ao
volume da célula. A analise da altura dos pulsos determinou o valor do
hematocrito e do VCM sendo que computando a média de amplitude dos
pulsos, obteve-se o VCM e multiplicando pelo nimero de eritrocitos obteve-se o
hematdcrito. De forma reciproca, quando a altura dos pulsos foi somada,
tivemos o hematdcrito e dividindo-o pela contagem de eritrécitos, tivemos o
VCM (LEWIS; BAIN e BATES, 2006, cap.3).

A espectrofotometria é usada para a dosagem da hemoglobina que € o
indice utilizado pela Organizacdo Mundial de Saude como critério para
caracterizar a presenca de anemia. Portanto é considerado anemia quando um
adulto apresentar niveis de hemoglobina menor que 12,5 g/dL, criancas de 6
meses a 6 anos hemoglobina menor que 11,0 g/dL e criancas de 6 a 14 anos

hemoglobina menor que 12,0 g/dL. A citometria de fluxo e a citoquimica séo

Capitulo | 53



utilizadas para a diferenciacdo morfolégica dos glébulos brancos (LEWIS; BAIN

e BATES, 2006, cap.3).

Os indices hematimétricos, VCM, HCM, CHCM e o RDW classificam as

anemias quanto a variacdo do tamanho dos eritrOcitos (anisocitose) e do

conteudo hemoglobinico (anisocromia). Portanto, para os adultos, as anemias

cujio VCM e HCM séo respectivamente menores que 80 fL e 27 pg séo

microciticas e hipocrémicas, quando o VCM e HCM estéo entre 80 - 102 fL e 27

- 32 pg sédo entdo classificadas como normociticas e normocrémicas e as que

se encontram com os indices maiores que 102 fL e 32 pg sdo denominadas
macrociticas e hipercrémicas (tabela 10) (ZAGO; FALCAO e PASQUINI, 2004).

TABELA 10 -

VALORES DE REFERENCIA ADOTADOS

ERITROGRAMA

MASCULINO  FEMININO  CRIANGCA CRIANCA

ADULTO ADULTO 2 a6 ANOS 6al2

ANOS
Hemécias (10° / pL) 4,20 - 6,30 3,80-550 4,00-5,20 4,00-5,20
Hematdcrito (%) 40,0 -52,0 37,0-47,0 34,0-40,0 35,0-45,0
Hemoglobina (g/dL) 14,0 -18,0 120-16,0 11,0-140 115-155
VCM (fL) 80,0 —102,0 75,0-87,0 77,0-95,0
HCM (pg) 27,0-32,0 24,0-30,0 25,0-33,0
CHCM (g/dL) 30,0-35,0 31,0-37,0 31,0-37,0

PERCENTUAL DE HEMOGLOBINAS NORMAIS

Hb A 96,0 - 98,0
Hb A2 210 - 313
Hb F 0-1,0

FONTE: ZAGO; FALCAO e PASQUINI, 2004, p.83 e 276 e LEWIS; BAIN e BATES, 2006, p.27 e 217
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Existe uma consideravel variacao fisiolégica nos valores para eritrocitos e
hemoglobinas nos diversos periodos da vida. Ao nascimento tanto a contagem
de eritrocitos quanto a dosagem de hemoglobina s&o elevadas em comparagao
com qualquer periodo subsequente (LEWIS; BAIN e BATES, 2006). Por este
motivo foram adotados valores de referéncias correspondentes a idade do

paciente, conforme apresentado na tabela 10.

Como pode ser observado na tabela 4, 30 pacientes apresentaram niveis
diminuidos de hemoglobina total (Hb), o que permite classificar como um
quadro de anemia. Das 64 amostras 27 apresentaram VCM abaixo dos valores
de referéncia caracterizando-as como microciticas. Com HCM abaixo dos
valores de referéncia foram encontrados 27 amostras, caracterizando-as como
hipocrbmicas. Nem todas as 27 amostras coincidem com as 27 amostras
microciticas. BORGES et al, (2001) demonstraram que a talassemia alfa, em
especial, a delecional a®’ é uma importante causa de microcitose e hipocromia
em individuos sem anemia.

Com relacdo ao indice de anisocitose (RDW) que indica a variacdo do
tamanho dos eritrécitos analisados, 27 amostras apresentaram valores fora da
normalidade (> 14%). Alguns trabalhos revelam que o RDW muito elevado
(acima de 16%), indicando uma grande variacdo no tamanho dos eritrocitos,
esta associado as anemias ferroprivas (MELO et al, 2002; WAGNER et al,
2005).

Por meio do resultado do eritrograma sugere-se que as amostras com
anemia microcitica, hipocrbmica, sem anisocitose ou com discreta anisocitose,
sejam de portadores de talassemias, do tipo alfa ou do tipo beta. Treze
pacientes (10, 12, 13, 20, 26, 27, 30, 34, 46, 49, 50, 53 e 61) seguiram este
critério. Cinco pacientes (14, 28, 31, 56 e 63) apresentaram anemia microcitica,
hipocrbmica com intensa anisocitose caracterizando uma anemia carencial

(ferropriva).
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Apesar destes dados sugerirem talassemia a préxima investigacdo
deveria ser a quantificacdo das reservas de ferro (dosagem de ferro sérico e
ferritina), para exclusdo da suspeita de anemia ferropénica. Pois na anemia
carencial os valores hematimétricos sdo semelhantes.

Neste trabalho ndo se deve considerar esta elevada frequéncia (20,3%),
uma vez que a selecdo do grupo amostral foi realizada dando preferéncia a
pacientes que apresentaram hemogramas alterados. Algumas amostras com
dados hematimétricos normais foram incluidas para permitir uma melhor
comparacao e discussao dos resultados.

Como pode ser visto na tabela 4 o eritrograma trouxe muitas informacoes
para o clinico. Essas informacfes foram importantes para se detectar e
classificar as anemias. Entretanto estas informacdes ndo sao suficientes para
dar diagnésticos conclusivos. Os resultados do eritrograma variaram de acordo
com a idade, sexo, gendétipo, estado nutricional dos pacientes, interferentes
ambientais e regionais. Os dados apresentados na tabela 4 necessitam de uma
andlise muito criteriosa que permita diagnosticar com precisdo os diferentes
tipos de anemia. Assim, outras metodologias devem ser utilizadas para auxiliar
na elaboracdo de um diagndstico adequado, o qual resultara no direcionamento
do tratamento clinico a ser empregado (CHINETATO-FERNADES e BONINI-
DOMINGOS, 2006; LEWIS; BAIN e BATES, 2006; OLIVEIRA; MENDIBURU e
BONINI-DOMINGOS, 2006).

V.2 — Resisténcia Globular Osmética em Cloretode S  6dio a 0,36%

Independente do resultado do eritrograma, todas as 64 amostras foram
submetidas ao teste de resisténcia osmética em salina 0,36% (tabelas 5 e 6).
Este teste foi desenvolvido na Itdlia para triagem de amostras que
apresentavam eritrocitos microciticos caracteristicos das talassemias beta e
alfa. Todavia outras anormalidades nos eritrocitos podem conferir a eles esta

resisténcia, como a presenca de hemoglobinas variantes S, C e D, e ainda a
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microcitose em decorréncia de outras anemias ndo hereditarias, como a anemia
ferropriva e a anemia de doenca cronica (SILVESTRONI e BIANCO, 1975).

O teste de resisténcia osmaética pode ser influenciado pelo tipo de
hemoglobina variante, pela concentracdo de Hb total presente na célula, pelo
genotipo e pelo estado nutricional do paciente.

As tabelas 5 e 6 associam os resultados da prova de resisténcia
osmoética com os valores de VCM. Nem todas as dezoito amostras (10, 11, 12,
13, 14, 15, 17, 23, 26, 27, 31, 34, 46, 49, 51, 53, 61 e 63) que apresentaram
resisténcia osmaotica, ou seja, teste positivo, caracteristico de um eritrécito
microcitico apresentaram VCM diminuido. A amostra de nimero 23 apresentou
VCM normal.

Das 46 amostras nao resistentes, ou seja, que hemolizaram,
caracterizando um teste negativo (fig. 6), 35 eram normociticas (VCM normal),
sendo este o resultado esperado para este grupo de células. Entretanto 10
amostras apresentaram VCM diminuido e uma amostra apresentou VCM
elevado (tabela 6).

Como pode ser observado este ensaio nao foi muito informativo, visto
que muitos fatores podem interferir no resultado final. Apesar disso, a maior
parte dos trabalhos envolvendo hemoglobinopatias, em especial as
talassemias, utiliza esta metodologia como ferramenta de auxilio diagnéstico
(CHINETATO-FERNADES e BONINI-DOMINGOS, 2006; WAGNER et al, 2005,
CLARKE e HIGGINS, 2000).

FIGURA 6 — Resisténcia globular osmaética em cloreto de sédio a 0,36%. O tubo
01 ilustra um teste nao resistente (negativo) e o tubo 02 um teste resistente
(positivo). FONTE: <http://www.hemoglobinopatias.com.br/> Acesso em: 18 de
novembro de 2008
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V.3 — Eletroforese alcalina em acetato de celulose  pH 8,5

A eletroforese alcalina em acetato de celulose € uma metodologia muito
importante na triagem das hemoglobinopatias, pois permite diferenciar entre
anemias carenciais e hereditarias. As 64 amostras foram submetidas a
eletroforese alcalina em acetato de celulose mesmo ndo apresentando
alteracdes indicativas de anemias no eritrograma (tabela 7 e fig. 5).

Algumas mutacdes causam a substituicio de aminoacidos com
diferentes cargas elétricas diferenciando algumas hemoglobinas variantes.
Porém, certas alteracbes na molécula da hemoglobina ndo alteram a carga
elétrica e isso faz com que algumas possuam a mesma mobilidade
eletroforética que a Hb A. Assim, a separacdo destas variantes deve ser feita
usando-se outras metodologias, como por exemplo, a cromatografia liquida de
alta resolucdo (HPLC). A eletroforese possui limitacdes ainda no diagnéstico
das hemoglobinas de migracéo rapida, como a Hb H e Hb Bart’s. (CLARKE e
HIGGINS, 2000).

O perfil eletroforético das amostras analisadas foi definido por
comparagdo com o mapa de mobilidade eletroforética das hemoglobinas (fig. 7)
e a tabela 7 descreve os resultados encontrados.

Na tabela 7 estdo resumidos os perfis encontrados. Dos 64 pacientes 11
(17,19%) apresentaram a Hb S, sendo quatro destes homozigotos (SS), cinco
heterozigotos (AS) e dois apresentando também a Hb C (SC).
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Acetato de Celulose Agar Citrato
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FIGURA 7 — Mobilidade eletroforética de hemoglobinas em acetato de celulose
e agar citrato. Manual de eletroforese de hemoglobinas da Helena Laboratories
<http://www.helena.com/procedures/pro015%20rev6.pdf>
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A hemoglobina C foi detectada em dez amostras (15,62%) das quais 06
eram heterozigotas (AC), 02 homozigotas (CC) e duas apresentando Hb S
(SC).

Treze pacientes (20,31%) apresentaram uma banda eletroforética com
migracdo mais rapida que a da Hb A que ndo permanecia até o final da corrida
eletroforética desaparecendo ao longo dos primeiros 15 minutos, levando a
suspeitar de Hb H (AH), quadro sugestivo de talassemia alfa. Vale a pena
destacar que o paciente numero um apresentou a Hb H em associacdo com
hemoglobina S (ASH).

Uma amostra, a de numero 47, apresentou uma banda com migracao
também mais rdpida que a da Hb A, porém permanecendo até o final dos 40
minutos da corrida eletroforética sugerindo Hb J ou N segundo a figura 7. No
entanto, por esta metodologia ndo € possivel afirmar o perfil desta amostra.

O aumento da banda eletroforética correspondente a Hb A, foi observado
em 11 amostras sugerindo talassemia beta. O aumento da Hb F que também é
outro indicativo da presenca de talassemia beta foi determinado em seis
pacientes. Dezessete pacientes (26,56%) tiveram Hb A, ou Hb F aumentadas
caracterizando talassemia beta. No entanto, sem a confirmacdo destes
aumentos, fazendo efetivamente a quantificacdo destas fragOes, ndo se pode
afirmar que s&o portadores destas talassemias (LEONELI et al, 2000;
WEATHERALL, 1997).

V.4 — Cromatografia liquida de alta resolucéo (HPLC )

Dentre as metodologias utilizadas para diagnostico laboratorial de
hemoglobinopatias, a analise por HPLC é a mais precisa, entretanto € uma
metodologia pouco acessivel aos laboratorios de pequeno porte, uma vez seu
custo é bastante oneroso. Para confirmar os resultados obtidos pela

eletroforese alcalina, as amostras de todos os pacientes foram analisadas por
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HPLC, utilizando o equipamento VARIANT | com o programa “B-Thalassemia
Short” (Bio-Rad Laboratories) (fig. 8).

exxx Beta Thal Short S@l@@g—F wroo=———

DATE : 1 389,05 TIME:15:42:13

TECH 1D# 18

vIAL®

SaMPLE ID# 0PDR20BE0BE0088B46597

ANALYTE 1D % TIME AREA
' 14.0 1.18 192875

I; 2.5 2. a1 34342

Az a.7 3.71 56087

S 1 NDOW 78.8 4.51 1885635

TOTAL AREA 1368859
F 14.0% a2 a.7%

FIGURA 8 - Perfil cromatografico do paciente 18 portador de Hb S realizado no
equipamento Variant | com o programa “B-thalassemia short” (Bio-Rad
Laboratories)

JOUTOVSKY; HADZI-NESIC e NARDI (2004) afirmam em seu trabalho

z

gque a técnica de HPLC é excelente, segura, reprodutivel e uma otima

ferramenta para a identificacdo direta de hemoglobinas variantes, com alto grau
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de precisdo na quantificacdo de suas fracOes sendo superior a eletroforese
convencional para a identificacdo das hemoglobinas variantes e talassemias.

No entanto, outros autores afirmam que a HPLC também possui
problemas de interpretacdo intrinseca como a co-eluigdo de algumas fracdes de
hemoglobinas (CLARKE e HIGGINS, 2000; FUCHAROEN et al, 1998).
CLARKE e HIGGINS (2000) utilizando o equipamento VARIANT 1 (“B-
Thalassemia Short”) da Bio-Rad Laboratories detectaram que a Hb E, Hb Osu
Christianbourg e a Hb G Copenhagen co-eluem com a Hb A,.

Os resultados das analises utilizando a HPLC, os tipos de hemoglobinas
presentes e seus percentuais, sdo mostrados na tabela 8. Todos os perfis
eletroforéticos (tabela 7) que apresentaram as hemoglobinas variantes S e C
foram confirmados e quantificados. Através desta metodologia foi possivel
separar as hemoglobinas S da D e a C da A, que ndo podem ser separadas na
eletroforese alcalina. O paciente 47, que na eletroforese alcalina apresentou
uma banda eletroforética desconhecida, apresentou uma fracdo cromatografica
gue néo foi identificada. Esta fracdo apresentou uma concentracdo de 3,0%,
com tempo de retengdo de 1,58 minutos (tabela 8).

Os quatro pacientes com perfil SS (18, 28, 43 e 44) apresentaram niveis
aumentados de Hb F que n&o foram observados na metodologia de eletroforese
alcalina. Segundo (WEATHERALL e CLEGG, 200l1a), em pacientes com
anemia falciforme (SS) a presenca de niveis aumentados de Hb F tem sido
considerada um fator importante para determinar a gravidade da doenca. A
elevacdo da concentracdo da Hb F ajudaria na diminuicdo da anemia
hemolitica, na inibicdo da polimerizacao intracelular de Hb S e na diminuicdo da
intensidade de hemdlise, sendo considerado um bom prognostico para o
paciente.

Na eletroforese alcalina foram detectados 11 pacientes com elevacao
dos niveis de hemoglobina A; e seis com elevacédo de Hb F (tabela 7). Estas
elevacdes foram confirmadas e quantificadas pela analise de HPLC, conforme
demonstra a tabela 8. No entanto, o aumento da concentracdao da Hb A;

também foi detectado em outros trés pacientes (54, 56 e 63). Este pequeno
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incremento foi dificil de ser percebido visualmente na técnica de eletroforese
alcalina evidenciando uma limitacdo desta técnica. Os dados de HPLC mostra
que 14 amostras apresentaram concentracdo elevada de Hb A, sugerido
talassemia beta (tabela 8).

A tabela 8 mostra que das 14 amostras com aumento de Hb A,, onze
apresentaram valores entre 3,4 e 6,4% levando a suspeitar de talassemia beta
heterozigdtica, que segundo alguns autores (ZAGO; FALCAO e PASQUINI,
2004 e LEWIS; BAIN e BATES, 2006), valores maiores que 3,3% para Hb A; e
entre zero e 5,0% de Hb F devem ser investigados para esta condi¢do. O
resultado do paciente 47 demonstrou uma associacdo entre talassemia beta e
uma hemoglobina variante ndo identificada. Os resultados do paciente 56
mostram uma interacdo entre talassemia beta e talassemia alfa (tabela 7 e 8). O
paciente 63 além de apresentar valores elevados para Hb A, possuia 91,3% de
Hb F, tipico de talassemia beta maior.

O aumento da concentracdo de Hb F foi determinado em dez pacientes,
0 paciente 63 e os pacientes 13, 25, 34, 52, 53, 54 e 55 que mostraram um
quadro sugestivo de talassemia beta heterozigotica e dois pacientes (62 e 65)
com suspeita de talassemia beta intermédia (tabela 8). Nestas amostras foram
detectadas de Hb F variando entre 20 e 30% o0 que caracteriza o quadro de
talassemia beta intermediaria (NAOUM e NAOUM, 2004).

Na tabela 8 observamos ainda que alguns pacientes que apresentaram a
Hb S ou C mostraram aumento na concentracdo de Hb A,. Estes pacientes néo
entraram na tabela de suspeitos de portadores de talassemia beta porque
varios trabalhos ja demonstraram que a técnica de HPLC sofre interferéncias na
quantificacdo de Hb A, em amostras que contém a presenca de hemoglobinas
variantes, em especial a S (SUB, KRAUSS & BURES, 1996; WILD e
STEPHENS, 1997). SUB, KRAUSS & BURES, (1996) e WILD e STEPHENS
(1997), afirmam que a concentracdo de Hb A, verificada por HPLC nédo pode
ser considerada, porque parte das Hb S adulteradas eluem na janela da Hb Ay,
superestimando a concentragdo de Hb A,. Portanto, outra metodologia para a

quantificacéo exata de Hb A, deveria ser aplicada.
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O kit diagnostico para beta talassemia que foi utilizado no equipamento
VARIANT | (BIORAD) para a analise do perfil cromatografico das amostras em

estudo n&o possui um sistema de identificacdo para a Hb H.

V.5 — Pesquisa intra-eritrocitaria de hemoglobina H — PIEHH

Na avaliacdo morfologica das células sanglineas utilizando corantes
hematoldgicos pandticos, como o Giemsa e o Leishman, que sdo corantes
alcodlicos, os corpusculos de Hb H desaparecem por dissolucdo. Para a
visualizacdo destes corpusculos é necessaria a PIEHH. A PIEHH é uma analise
citoldgica com coloracao vital aguosa (azul de crezil brilhante) dos tetrameros
de cadeia beta formados homogeneamente no interior dos eritrocitos como
pequenos pontos azulados, dando a célula um aspecto de “bolas de golfe”.

A Hb H é formada apenas por cadeias de globina beta, demonstrando a
caréncia na sintese da cadeia de globina alfa, sendo este o quadro que define a
talassemia alfa. A quantidade de Hb H presente nas células esta relacionada
com o grau de lesdo do gene alfa, bem como a severidade da doenca
(CANCADO, 2006; PEDROLLO; HUTZ e SALZANO, 1990; NAOUM, 1997).

As amostras dos 13 pacientes que apresentaram a suposta Hb H na
eletroforese alcalina (fig. 9) foram submetidas a pesquisa intra-eritrocitaria de
Hb H (PIEHH), conforme dados relacionados na tabela 9, no entanto, somente
em uma amostra (10) foram visualizadas as inclusées nos eritrocitos (fig. 2).

As amostras dos pacientes 2 e 47 também foram submetidas a esta
andlise (tabela 9). A amostra 2 foi testada por se tratar de uma paciente filha de
outra que apresentou Hb H na eletroforese (paciente 1), no entanto, a pesquisa
foi negativa. O paciente 47 apresentou um perfil eletroforético semelhante a Hb
H por isso foi submetido a esta analise para auxilio diagnostico.

A concentracdo de Hb H esta diretamente relacionada com numero de
genes alfa afetados. Quando apenas um gene € afetado, a concentracdo de Hb

H tende a ser pequena, este fato diminui o nimero de corpusculos de inclusédo
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(uma inclusdo em cada 1000-10000 eritrécitos). Este dado poderia explicar a
deteccdo de Hb H apenas na eletroforese alcalina. Quando trés dos quatro
genes alfa sdo afetados, ocorre uma grande formacdo de corpusculos de
inclusdo, evidenciando a presenca de Hb H por esta metodologia (tipicas
inclusbes em 30 a 100% dos eritrocitos) (CLARKE e HIGGINS, 2000; RIBEIRO
e ARAUJO, 1992).

CLARKE e HIGGINS (2000) ainda afirmam que o padrdo de
coloracdo da Hb H no interior dos eritrécitos ndo se distingue do padrdo de
coloracdo de reticulécitos (acido nucléico) ou de corpusculos de Howell Jolly

(proteina precipitada), ratificando a imprecisao desta técnica.

HbH —,
1 2

FIGURA 9 — Eletroforese alcalina em acetato de celulose pH 8,5. 1) Paciente
33: perfil AH; 2) Paciente 06: controle normal AA

V.6 — Dificuldades na deteccao de talassemia alfa

DIAS-PENNA et al, (2009) estudaram dez criancas, bem como seus
genitores, que apresentaram presenca de Hb H na eletroforese alcalina. As
amostras de sangue destes pacientes foram coletadas nos anos de 2001, 2004
e 2006. O estudo demonstrou que a presenca de Hb H pode ser temporaria.

Das dez criangas avaliadas, oito apresentaram resultados conflitantes, ora a Hb
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H era visualizada e ora néo era observada. Esse mesmo padrao foi observado
para alguns dos pais avaliados.

Os dados sugerem que a visualizacao de Hb H na eletroforese pode ser
influenciada por outros fatores. A talassemia alfa além de estar associada a
defeitos genéticos pode estar associada a um desbalanciamento temporéario na
expressdo dos genes das globinas, diminuicdo de alfa ou aumento de beta, o
que poderia explicar o aparecimento de tetrdmeros de cadeia beta (Hb H)
sugerindo o diagndstico de talassemia alfa minima. A presenca de Hb H deve
ser confirmada por diferentes métodos, deve ser associada com microcitose e
com exames realizados em diferentes periodos, devendo, sempre que possivel
ser, confirmada por métodos de diagndsticos moleculares.

O diagnostico da talassemia alfa é baseado principalmente na presenca
de Hb H e no quadro de anemia microcitica, hipocrémica com discreta
anisocitose. Em Ultima andlise os dados laboratoriais classicos mostram o
fenotipo daquele momento, as restricbes de cada técnica dificultam a deteccao
e a caracterizacdo da talassemia alfa. Desta forma é de fundamental
importancia fazer uma avaliacdo molecular para primeiro confirmar e entdo
caracterizar o genétipo da talassemia alfa. Sendo assim, o clinico pode
estabelecer um tratamento mais adequado ao paciente e se necessario
encaminha-lo ao aconselhamento genético. O que seria importante para evitar o

nascimento de portadores de talassemia grave (MELO-REIS et al, 2006a).

Capitulo | 66



VI — CONCLUSOES

A caracterizagdo de um individuo com quadro de anemia é relativamente
simples. As técnicas laboratoriais permitem caracterizar com precisao este
quadro.

A diferenciagdo entre uma anemia ferropriva e uma anemia hereditaria
nao pode ser realizada através destas técnicas classicas.

A identificacdo e caracterizacdo das hemoglobinas variantes é alcancada
utilizando as metodologias laboratoriais classicas.

A identificacdo de talassemia beta ndo apresenta grandes dificuldades
utilizando estas metodologias.

A caracterizacdo da talassemia alfa € controversa, pois é baseada na
presenca da Hb H na eletroforese alcalina, que é instavel e desaparece durante
0 procedimento ou na pesquisa intra-eritrocitaria de Hb H, onde a deteccéo é
fortemente influenciada pelas concentragdes intracelulares de Hb H.

Na caracterizacdo da talassemia alfa é necessario o emprego de

técnicas moleculares.
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CAPITULO Il

DETECCAO E CONFIRMACAO DE TALASSEMIA ALFA POR METOD OS

MOLECULARES

| - INTRODUCAO

As hemoglobinas variantes e talassemias foram as primeiras doengas
genéticas caracterizadas por metodologia molecular, representando um
prototipo para o desenvolvimento de técnicas utilizadas no auxilio diagnostico
laboratorial através da biologia molecular. As talassemias sdo decorrentes de
alteracfes estruturais ou reguladoras, alterando a sintese de uma ou mais
cadeias polipeptidicas da molécula de hemoglobina (WEATHERALL, 2004;
NAOUM, 1997).

Sdo inumeras as metodologias aplicadas ao diagnostico das
hemoglobinopatias, a maioria delas apresenta vantagens e desvantagens
demonstrando em certos casos, limitagcdes que impedem o diagndstico preciso
e exato. Assim, é certo que existe a necessidade de associar metodologias
classicas, de triagem e meétodos confirmatorios moleculares para um
diagnostico completo e esclarecedor das alteragcbes nas hemoglobinas
(NAOUM, 1999; CHINETATO-FERNADES e BONINI-DOMINGOS, 2006).

Capitulo II 68



[.2 — Agrupamento dos genes tipo alfa

Dos genes contidos no agrupamento alfa — cluster a-simile — os dois
genes alfa (o, — a;) é que sdo funcionalmente importantes, eles codificam
cadeias alfa exatamente iguais, porém o0 gene a, & duas vezes mais ativo do
que o gene aj, eles estdo separados por quatro Kb (fig. 1). O gene ¢, que esta
separado por cerca de 20 Kb do gene a;, sO é expresso na fase embrionéria e
muito pouco se conhece sobre o gene 6; que € considerado um pseudogene,
pois ndo se conhece o produto de sua sintese apesar do seu mRNA ser
transcrito (fig. 10) (ZAGO; FALCAO e PASQUINI, 2004; WEATHERALL e
CLEGG, 2001a).

Existem regides reguladoras para o controle da expressao dos genes dos
clusters a e B que sdo expressos exclusivamente nos eritrocitos em perfeita
harmonia e por periodos bem definidos do desenvolvimento, assegurando o
balanco correto de cadeias globinicas do tipo alfa e do tipo beta para a
formacao dos diferentes tipos de hemoglobinas (LEWIS, BAIN e BATES, 2006).

A regulacao dos genes alfa se faz por meio de uma regido conhecida
como HS-40, ou elemento regulatério maior do l6cus alfa (a-MRE) (fig. 10),
correspondente a sitios hipersensiveis a Dnasel e de ligacdo de fatores de
transcricdo, localizada a 40 Kb upstream do gene (. Sua integridade é essencial
para a expressdao dos genes do cluster. As dele¢cbes que removem esta
sequéncia silenciam a expressao dos genes do cluster alfa localizada em
posicado posterior ou downstream (JARMAN et al, 1991; HIGGS et al, 1989).
RIBEIRO e SONATI (2008) relataram que a atividade do a-MRE é restrita a um
fragmento de 350 pb, onde varios sitios de ligacdo de proteinas regulatorias
foram encontrados. Delecdes espontaneas envolvendo o elemento regulatorio
maior do l6cus alfa (a-MRE) constituem uma categoria particular de talassemia

alfa onde os genes alfa estdo intactos, porém funcionalmente inativos.
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FIGURA 10 — Agrupamento alfa e a regido regulatéria no brago curto do
cromossomo 16. Os boxes pretos representam os genes e a seta representa a
sequéncia regulatéria. a-mre = a-major regulatory element (elemento regulatério
maior do locus alfa) (RIBEIRO e SONATI, 2008)

Os genes da globina humana sao transcritos nos precursores eritroides,
desde o pré-eritroblasto até o reticulécito. Os genes das globinas alfa e beta
possuem uma estrutura muito similar sendo que os genes do agrupamento alfa
(cluster a-similes) contém 429 nucleotideos e os do agrupamento beta (cluster
B-similes) 444. Cada gene destes clusters possui trés éxons intercalados por
dois introns (IVS - Intervening Sequences) (fig. 11). O primeiro éxon codifica 0s
aminoacidos de 01 a 31 no gene alfa, enquanto que o éxon 2 codifica os
aminoacidos 32 a 99, que compreendem a porcdo dos polipeptidios envolvidos
na ligacao do radical heme e dos contatos ai3; (a2B1). O terceiro éxon codifica o
restante dos aminoacidos 100 a 141 (WEATHERALL e CLEGG, 2001a, p.65-
120).
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FIGURA 11 — Genes do cluster a-simile e a representacdo do gene alfa dois
que contem trés éxons (preto) e duas IVS (amarelo). Disponivel em:
<www.talassemiaricerca.unife.it/emoglobine.htm> acesso em: 22 de fevereiro
de 2009, com modificacdes

A estabilidade do mRNA da globina, contribui muito para que os
reticulécitos continuem a sintetizar hemoglobina por varios dias apos a perda do
nacleo. As cadeias de globina individuais séo relativamente insolGveis, em
contraste com o tetrdmero, que € uma molécula extremamente sollvel. A
sintese balanceada das cadeias do tipo alfa e do tipo beta sdo essenciais para
impedir sua precipitagdo. A fisiopatologia das talassemias envolve o
desequilibrio da sintese das cadeias globinicas, com precipitacdo das cadeias
n&o pareadas (LORENZI, 2006; ZAGO; FALCAO e PASQUINI, 2004).

As mutacbes do tipo cis que acometem os genes das globinas alfa
afetam somente o gene na qual elas ocorreram, alterando diretamente sua
estrutura, comprometendo sua funcdo (NIENHUIS, ANAGNOU & LEY, 1984).
As alteracbes genéticas capazes de levar a deficiéncia da producdo das
cadeias alfa podem ser determinadas por varios mecanismos como: mutacdes
no coédon de inicio dos genes alfa que impedem a tradugcdo do MRNA;
mutacdes no sitio de splicing que ndo permitem o correto processamento do
MRNA; mutacdes que afetam o cdédon de terminacéo, levando a formagéo de

cadeias alfa alongadas, instaveis e com menor ritmo de sintese; mutacdes de
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ponto em regibes codificantes que resultam na producdo de hemoglobinas
instaveis; mutagbes no sitio poli-A produzindo mRNA instavel e que afeta a
expressao do gene alfal adjacente; e dele¢cdes envolvendo a sequéncia
controladora da expressdo dos genes alfa (WEISS e LIEBHABER, 1994;
ORKIN, GOFF & HETCHTMAN, 1981).

As delecdes génicas que acometem os genes alfa sdo favorecidas pela
presenca de um grande e variado numero de seqUéncias repetidas
(LIEBHABER & KAN, 1981) ricas em bases G e C, associados a eventos de
recombinacao por efeito de crossing-over desigual devido ao desalinhamento
entre as duas fitas de DNA de dois cromossomos separados durante o
processo de meiose, promovendo a delecdo de um ou dois genes da globina
alfa (BERNINI e HARTEVELD, 1998; CANCADO, 2006).

A regido do cromossomo 16 onde estdo localizados os dois genes alfa,
presentes em cada alelo € dividida em segmentos que apresentam grande
homologia em bases nitrogenadas designados pelas letras X, Y e Z, e também

por regiées ndo homologos identificadas pelos numeros |, Il e 11l (fig. 12).
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FIGURA 12 — Regifes homologas entre 0s espacos ya; € d,, € entre os genes
0, e a;. Essas regibes homologas tém diferentes tamanhos em numeros de
bases nitrogenadas: 3,7Kb e 4,2Kb, e sdo denominadas de X, Y e Z. Entre as
regibes homodlogas X e Y, e entre Y e Z, localizadas no espaco de 4,2Kb, ha
dois espacos que correspondem as regiées ndo-homologas. O raciocinio € o
mesmo em relacdo as regides homédlogas e ndo-homodlogas localizadas no
espaco 3,7Kb. O tamanho das regiées homédlogas nos espacos 3,7 e 4,2 séo
iguais, enquanto os das regides ndo-homologas séo diferentes (NAOUM, 1997)
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As principais dele¢bes envolvem os segmentos Z, deixando somente um
gene alfa ativo. Provavelmente, sdo originadas pela recombinacdo nao
homodloga entre cromossomos alinhados desigualmente, originando um
cromossomo que contem somente um gene alfa e um cromossomo
complementar que contem trés genes alfa. O sitio de recombinacéo localiza-se
a direita (rigthward) ou a esquerda (leftward) dentro do complexo génico alfa.
Na recombinacdo a esquerda, que leva a perda de um fragmento de 4,2 Kb
temos uma talassemia a* (—a*?). Neste caso ocorre a delecdo completa do
gene a; ficando integro o gene a; (fig. 13). Enquanto que na recombinacao a
direita denominada —a*’ ocorre a perda de um fragmento de aproximadamente
3,7 Kb envolvendo a regidao 3’ final do gene a,, a regido entre 0s genes a, e a; e
a porc¢ao inicial 5 do gene as, resultando em um gene hibrido (a,/ a;) formado

pela porcéo inicial do gene a; e final do gene a; (fig. 13).
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FIGURA 13 - *“Crossing-over” desigual entre dois cromossomos 16. (1)
Crossing-over para a direita: box Z desalinhado, da lugar aos cromossomos —
a>’ e aaa® 37, (2) Crossing-over para a esquerda: box X desalinhado, da lugar

aos cromossomos — a*? e aao®"“? (WEATHERALL e CLEGG, 2001a, p.137).
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A delecdo -a*’ é a mais freqiiente na populacdo mundial e no Brasil
seguida da delecdo -a*? no entanto existem dezenas de outras delecées
responsaveis pelo aparecimento de talassemia alfa (fig. 14) (EMBURY et al,
1980; MICHELSON e ORKIN, 1983; LACERRA et al, 2007; SONATI et al, 1992;
ROMAO et al, 1991; BAYSAL e HUISMAN, 1994).
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FIGURA 14 — Representagdo das dele¢cdes mais comuns nos genes alfa.
Disponivel em: <db.doyma.es/cqgi-bin/wdbcgi.exe/doyma/mrevista...> Acesso
em: 03 de julho de 2007

[.3 — Metodologias moleculares aplicadas ao diagnés tico da talassemia
alfa

Estudos moleculares revelam que a talassemia alfa é a mais prevalente
em varios paises como a China, Tailandia, Indonésia, Italia, Grécia, Arabia
Saudita, Ird, Turquia, Canad4, Estados Unidos, Argentina, Venezuela, entre
outros (WEATHERALL e CLEGG, 2001b). NAGEL (2003) descreve vérias
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metodologias que podem ser empregadas na analise e caracterizagdo das
hemoglobinas variantes e talassemias. Sd&o metodologias moleculares e néo
moleculares que podem ser empregadas na pesquisa de varias alteracbes da
hemoglobina. Sdo experimentos testados e padronizados para a deteccao das
principais alteracdes. Para a técnica de PCR-RFLP, por exemplo, sédo descritos
os oligonucleotideos e as enzimas respectivas para a identificacdo de varias
alteracdes, tanto nos genes da globina alfa quanto da beta.

A identificacdo das sete mais comuns dele¢cbes e/ou mutacdes nos
genes da globina alfa foram realizadas por FOGLIETTA et al, (1996) por meio
da técnica convencional da PCR utilizando oligonucleotideos especificos para
cada tipo de desordem. DI BELLA et al, (2006), analisando mutacdes que
causam talassemia alfa, em 298 individuos da Sicilia na Itadlia que
apresentavam anemia microcitica e hipocrdmica, com niveis normais de ferro,
Hb A, e Hb F, relataram que 43,9% apresentavam sete genotipos diferentes
para talassemia alfa: -o*"/aa (36.6%), -a*7/-a®” (27.5%), -MP/aa (10.0%), -
a®®S/aa (9.1%), a™Ma/aa (8.4%), a™Ma/a Mo (6.1%), and -a*’/a™PMa (2.3%).
Os autores afirmam que a caracterizacdo molecular destas delecbes e
mutacfes sdo de extrema importancia para a identificagdo de individuos
assintomaticos que apresentam VCM e HCM ligeiramente diminuidos e niveis
de ferro sérico normais.

Utilizando a técnica de PCR-ARMS, LACERRA et al, (2007) fez a
genotipagem de nove amostras de paises do mediterraneo para a detec¢ao da
Hb J-Oxford gerada por mutacdo no gene alfa 1 e da delecdo -’ afirmando
ser uma técnica simples, factivel, rapida e reprodutivel.

LIU et al, (2008) na China associou a PCR-MULTIPLEX com a PCR em
tempo real e o sequenciamento de DNA para o estudo da talassemia delecional
em duas familias. O genotipo identificado no feto, com hidropsia fetal, de uma

-SEAIL.SEA uma delagcdo comum no sudeste da Asia. O genétipo

das famililas foi -
dos pais era -->**/aa. Na outra familia foi identificado o genétipo -->**/a“a (Hb
Constant Spring (CS)) em um garoto com doenca de Hb H e seu irm&o com

gendtipo normal aa/aa.
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No sudoeste do Iran, ZANDIAN et al, (2008) estudaram as mutacdes
para alfa talassemia através da técnica de PCR-GAP e do sequienciamento de
DNA. 121 pacientes foram testados para as mutacdes ->', -*? e - A mutacéo
mais freqliente encontrada foi a ->’ (62,6%) na forma hererozigdtica.

No Brasil, alguns trabalhos mostram a necessidade de uma avaliagcédo
molecular como testes confirmatorios para o estudo das hemoglobinopatias
(BONINI-DOMINGOS et al, 2003; ZAMARO; HIDALGO e BONINI-DOMINGOS,
2003; WAGNER et al, 2005; FERNANDES et al, 2003).

Através de estudos moleculares, a talassemia alfa no Brasil estd sendo
detectada em individuos descendentes de imigrantes, principalmente de paises
da Europa e da Africa. Estima-se que na populacéo brasileira, a prevaléncia do
portador silencioso seja de 10% a 20% e para o traco alfa talassémico de 1,0%
a 3,0%. Essa frequéncia pode atingir nUmeros maiores, de 20% a 25%, se a
populacdo em estudo for de individuos afro-descendentes (SONATI et al, 1991).

No trabalho de PEDROLLO; HUTZ e SALZANO (1990) foi detectada a
prevaléncia do haplétipo -a em 6% e 2,5% entre negrbides e caucasoides
respectivamente, em um total de 599 amostras de recém-nascidos
apresentando talassemia alfa. Outro estudo revelou mutagbes nos genes da
globina alfa em individuos da regido sudeste confirmando a influéncia Africana
e ltaliana naquela regido do Brasil (WENNING et al, 2000). BORGES et al,
(2001), utilizando métodos moleculares de diagnostico, relataram que
praticamente 50% dos 339 individuos analisados apresentavam talassemia alfa,
sendo 42,8% —a*’; 5,3% —a>'/-a*’, 1,5% a™"a/aa e 0,3% --"EP/aa.

JORGE et al, (2003) utilizaram a metodologia da SSCP para identificar
mutacBes nos genes da globina alfa e afirma que esta estratégia pode ser
utilizada pelos laboratérios que ndo possuem sequenciador automatico de DNA.

Na pesquisa de talassemia alfa, PEREIRA et al, (2006), descreveram
uma nova delecéo (-C) no codon 22 do gene da globina a,, que esta associada
a uma degradacao acelerada do mRNA causando uma anemia microcitica e

hipocromica moderada.
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Associando metodologias laboratoriais classicas, HPLC e analise
molecular por meio da PCR-RFLP, CHINETATO-FERNADES, MENDIBURU, e
BONINI-DOMINGOS (2006) caracterizaram pacientes heterozigotos para Hb
Hasharon. A Hb Hasharon resulta da substituicAo de uma asparagina (Asn) por
histidina (His) no cédon 47 (GAC—CAC) da globina alfa 01, que possui a
mesma mobilidade eletroforética que a Hb S na eletroforese alcalina e
mobilidade intermediaria entre Hb S e Hb C na eletroforese acida para
hemoglobinas.

JORGE et al, (2007), trabalhando na triagem de hemoglobinopatias em
doadores de sangue do Centro de Hematologia e Hemoterapia da UNICAMP —
SP, descreveu trés novas variantes de globina alfa. A Hb Itapira
[alpha30(B11)Glu—Val], Hb Bom Jesus da Lapa [alpha30(B11)Glu—Ala] and
Hb Boa Esperanca [alphal6(Al4)Lys—Thr]. As duas primeiras estao
associadas com o alelo em triplicata de globina alfa (aaa®" 7)) e possuem
mobilidade eletroforética similar a da Hb S em eletroforese alcalina. Enquanto a
Hb Boa Esperanca possui mobilidade eletroforética mais rapida que a Hb A.

Em Goias, estudos sobre a prevaléncia de talassemias tem sido feito no
LEPAH da Universidade Catélica de Goidas através de metodologias
diagnosticas ndo moleculares. MELO-REIS et al, (2004) realizou o estudo de
prevaléncia de hemoglobinopatias e talassemias em alunos da Universidade
Catodlica de Goiés, encontrando 8,2% de talassemia alfa naquela populacgéo.

No ano seguinte MELO-REIS et al, (2005), num trabalho num trabalho
com 197 criangas, com idade variando entre 06 meses e 07 anos de idade,

observou que 19,8% delas apresentaram quadro sugestivo de talassemia alfa.
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Il — OBJETIVOS

II.1 — Objetivo geral :

Caracterizagdo molecular dos pacientes suspeitos de apresentarem
talassemia alfa, nos testes laboratoriais classicos, atendidos no LAS -
Laboratorio da Area da Salde do Departamento de Biomedicina da
Universidade Catolica de Goias.

I1.2 — Objetivos especificos

1 — Detectar talassemia alfa através da utilizacdo da técnica de PCR;

2 — Propor novos oligonucleotideos que permitam a confirmacdo e

caracterizacéo de talassemia alfa;

3 — Detectar os tipos mais prevalentes de talassemia alfa.

Capitulo Il 78



lIl - MATERIAL E METODOS

I11.1 — Material

Foram analisadas 49 amostras de DNA, provenientes de 49 individuos
dos 64 avaliados no capitulo 1. O sangue foi coletado em frasco estéril com
anticoagulante EDTA 5%, ap0s a assinatura do consentimento informado,
seguindo as orientacdes da Resolugcédo 196/96 do Conselho Nacional de Saude
do Ministério da Saude. As amostras biolégicas foram obtidas apds a aprovacao
da proposta do estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Goias - UFG, conforme protocolo nimero 065/2005.

O DNA total foi obtido dos globulos brancos mediante a extracao fendlica
e amplificado por PCR. Todas as amostras foram colhidas no Laboratério da
Area da Saude do Departamento de Biomedicina da Universidade Catdlica de
Goias e encaminhadas ao LEB — Laboratério de Bioquimica e Engenharia
Genética da Universidade Federal de Goias, onde as amostras foram

processadas.
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[11.2 — Metodologia

[11.2.1 — Extracdo de DNA de Glébulos Brancos (PENA et al, 1991 — com
modificacdes)

Em um tubo eppendorf foram pipetados de 300 yL a 01 mL de sangue
periférico, colhido com EDTA. O volume foi completado para 1,5 mL com
solucédo de lise 01. O material foi homogeneizado e centrifugado por 05 minutos
a 6500 rpm. O sobrenadante foi desprezado deixando aproximadamente 300 uL
de pellet. O volume foi completado para 1,0 mL com solucdo de lise 01,
novamente. O material foi homogeneizado e incubado por 10 a 15 minutos.
Esta etapa de lavagem com a solucéo de lise 01 foi repetida, com o objetivo de
lavar o pellet retirando o maior nimero de glébulos vermelhos. O tubo foi
centrifugado por 05 minutos a 6500 rpm. O sobrenadante foi totalmente
desprezado e ao pellet foi acrescentado 450 pL de solucao de lise 02. O pellet
foi ressuspendido e 25 yL de SDS a 10 % e 05 yL de proteinase K (20 mg/mL)
foram adicionados. Apos homogeneizar, o material foi incubado em banho—
maria a 37°C overnight ou 42°C por trés horas.

500 pL de fenol hidratado foram adicionados, o material foi
homogeneizado e centrifugado por 5 minutos a 7000 rpm. Toda a face superior
do material foi transferida para outro tubo eppendorf e 500 pL de cloroférmio:
alcool isoamilico (24:1) foi adicionado. Novamente foi homogeneizado e
centrifugado por 05 minutos a 7000 rpm. Este procedimento foi repetido com
cloroférmio: alcool isoamilico e em seguida o sobrenadante foi transferido para
outro tubo contendo 50 yL de KCI (gelado). Foram adicionados 500 uL de
etanol 100% (gelado) e o tubo foi invertido varias vezes até a precipitacdo do
DNA. Foi realizado uma centrifugoacédo por aproximadamente 30 segundos a
13000-15000 rpm. O sobrenadante foi desprezado e o DNA que ficou aderido
no tubo foi lavado com 200 pL de etanol 70% (gelado), centrifugado por
aproximadamente 30 segundos a 13000-15000 rpm. O sobrenadante foi

desprezado delicadamente e o tubo ficou invertido por 15 minutos para
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secagem. O DNA foi re-hidratado com 20 a 100 yL de TE (Tris-EDTA) ou agua
MiliQ. Para total solubilizacdo do DNA o material foi incubado a temperatura
ambiente ou em banho-maria a 37°C por aproximadamente 12 horas. Para
melhor conservacao, as amostras foram armazenadas a —20°C.

A determinacdo da concentracdo de DNA foi realizada através da leitura
da densidade optica (DO) em espectrofotdmetro (UltraSpec 2000 — Amersham
Pharmacia Biotech) a 260 nm e 280 nm para garantir a qualidade do material
extraido. A concentragdo de DNA foi ajustada entre 50 a 100 ng/uL para

utilizacdo em reacdo de amplificacdo pela técnica convencional da PCR.

Reagentes:

1. Solucéo de lise 01 para extracdo de DNA (lise de células vermelhas)

Sacarose 10,95¢
Tris HCI 1mL
MgCl, 0,5 mL
Triton X-100 1mL
Agua mili-Q autoclavada g.s.p. 100 mL

Dissolver bem e armazenar em geladeira.

2. Solucao de lise 02 para extracdo de DNA (lise de células brancas)

NacCl 2,199
EDTA (pH 8,0) 20 mL
Agua mili-Q autoclavada g.s.p. 500 mL

Armazenar em geladeira.

3. Proteinase K (20 mg/mL)
Proteinase K (Invitrogen) 20 mg
Agua mili-Q q.s.p. 1mL
Conservar a - 20 C.
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4. Fenol hidratado

5. Cloroférmio/ alcool isoamilico 24:1 (preparado no momento do uso)

Cloroférmio 24 mL

Alcool isoamilico 1 mL
6. SDS 20%

SDS 20g

Agua mili-Q autoclavada g.s.p. 100 mL

O SDS deve ser colocado aos poucos. Nao autoclavar e estocar a temperatura

ambiente.
7. Etanol 70%

8. KCI 2M
KCI 1491¢g
Agua mili-Q autoclavada g.s.p. 100 mL

[11.2.2 — Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para amplificacdo do gene
da globina alfa (SAIKI et al, 1988)

Para pesquisar as deleces o*’ e o*? foram utilizados os
oligonucleotideos descritos na tabela 11: KGB01, KGB02, KGB03, KGB04 e
KGBO05. Estes oligonucleotideos foram construidos baseados na seqiiéncia do
agrupamento alfa depositado no GenBank em gi|1817575:30000-40000 (fig.
15). Os oligonucleotideos foram obtidos da IDT® - Integrated DNA
Technologies. Foi utilizado também o oligonucleotideo 3.7F, segundo LIU et al,
(2000) obtido da Bio-Synthesis (tabela 12). A figura 16 mostra a regiao de

anelamento dos oligonucleotideos no cromossomo 16.
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TABELA 11 — SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS DOS
OLIGONUCLEOTIDEOS UTILIZADOS NA AMPLIFICAGCAO
DO GENE DA GLOBINA ALFA PARA DETECCAO DA
DELECAO o*’ e a*?

OLIGONUCLEOTIDEOS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS SENTIDO
KGBO01 (5’ATGGCCACCGAGGCTCCAGC3)) Antisense
KGB02 (5'CCGACCCGGGCTCCTCGCC?) Sense
KGBO03 (5°GGAAGCCCTCAGACTAACCC3) Sense
KGB04 (5TGAATGAAGTCCGAGTAGGCS) Sense
KGBO05 (5TAAGGATATGTATTAGGTGGAGG3I) Antisense
TABELA 12 — SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS DOS OLIGONUCLEOTIDEOS

UTILIZADOS NA AMPLIFICACAO DO GENE DA GLOBINA ALFA PARA
DETECCAO DA DELECAO o®’

OLIGONUCLEOTIDEOS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS COORDENADAS
GENBANK
784721

3.7F (5’ AAGTCCACCCCTTCCTTCCTCACC3) 32755-32778
(alfa2)

36309-36332
(alfal)

FONTE: LIU et al, (2000)
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30211
AGAGCATTGGTGGTCATGCCCCCTGCCTGCTGGGCCTCCCACCAIGCCCTCCCTGCCCCAG(

ACTTCCTGATCTIGAATGAAGT CCGAGTAGCCAGCAGCCTGTGTGTGCCTGGGTTCTCTCTGTCCCGGA

ATGTGCCAACAGTGGAGGTGTTTACCTGTCTCAGACCAAGGACCAGTTBGEGBTGGGGCTGGGGA

...2310...
TGCACCTCCCACCCTCCCCCTQGBQICCACCCCTTCCTTCCTCECACATCCCCTCACCTACATT
CTGCAACCACAGGGGCCTTCTCTCCCCTGTCCTTTCCCTACCCAGAGBERNATCTGTTTACA
ACCAGTATTTACCTAGCAAGTCTTCCATCAGATAGCATTTGGAGAGGTGBCGACAGTGAACCACH

ACCTCTAGGCCAGTGGGAGAGTCAGTCACACAAACTGTGAGTCCAGGBCTTAGCCAGCACCCA
CCACCCCACGCGCCACCCCACAACCCCGGGTAGAGGAGTCTGABTGDEGAGAGCCCAGCCCE

GTGCTTTTTGCGTCCTGGTGTTTGTTCCTTCCCGGTGCCTGTCAGTIMARNGTGACTATCGCCA
GAGGGAAAGGGAGCTGCAGGAAGCGAGGCTGGAGAGCAGGAGGGSGABAGICTTTTGAGTT

CCTATGGGCCAGGGCGTCCGGGTGCGCGCATTCCTCTCCGCCOCBAGGAABECCTCCGGCTC

CACTCGCTCGCCCGTGTGTTCCCCGATCCCGCTGGAGTCGATGGRBELICCAGGCCGGGH
GGGGGTGCGGGCTGACTTTCTCCCTCGCTAGGGACGCTCCGCGCOEEREFABTGGCGCTGCG
TCCGGGGTGCACGAGCCGACAGCGCCCGACCCCAACGGGCCGGCGLCGLTACCGCCCTGC
CCCGGGCGAGCGGGATGGGCGGGAGTGGAGTGGCGGGTGCAGIGETIGAEACCCGCCCCG
GTGCACCCCCAGGGGAGGCCGAGCCCGCCGCCCGGCCCCCCAAGBREACTBCCCCTGCGG
CCAGGCCGCGCCCCGGGCTCCGCGCCAGCCAATGAGCGCCGCCGEGCCGBGGCGCCCCAA
CATAAACCCTGGCGCGCTCGCGGGCCGGCACTCTTCTGGTCCCCAGAGAGRACCCACCATG(
TGCTGTCTCCTGCCGACAAGACCAACGTCAAGGCCGCCTGCGCTI/RIETRCGCTGGCGAGT
TGGTGCGGAGGCCCTGGAGAGGTGAGGCTCCCTCCCGAGIGECTCCTCGCCCGCCCGGACC

CACAGGCCACCCTCAACCGTCCTGGCCCCGGACCCAAACCCCATCTGTTACTCCCCGCAGGA

TGTTCCTGTCCTTCCCCACCACCAAGACCTACTTCCCGCACTTC@WINWAGCTCTGCCCAGGT

TAAGGGCCACGGCAAGAAGGTGGCCGACGCGCTGACCAACGCOBITRENBIMCATGCCCAA(
GCGCTGTCCGCCCTGAGCGACCTGCACGCGCACAAGCTTCGGCIBGMITIUGAAGGTGAGCH

GCGGGCCGGGAGCGATCTGGGTCGAGGGGCGAGATGGCGCCTECCRGRBE®ATCACGCGGG|T

TGCGGGAGGTGTAGCGCAGGCGGCGGCTGCGGGCCTGGGCCGEAUTIATGCACAGCTCCT
AAGCCACTGCCTGCTGGTGACCCTGGCCGCCCACCTCCCCGCCCGBGTECAGTGCACGCCTC
CTGGACAAGTTCCTGGCTTCTGTGAGCACCGTGCTGACCTCCAARRACCGT
TCCTCCTGCCCGCTGGGCCTCCCAACGGGCCCTCCTCCCCTCCTEINAOETGGTCTT
TGAATAAAGTCTGAGTGGGCAGCAGCCTGTGTGTGCCTGGGTTAICTGTGARTGTGCCAACAAT
...1330...
GGGCAGAGTCAGAAGAGGGTGGCAGACAGGGAGGGGAAATGABGRSETIGGAAGCATTGCTAA

GCTGGTCGGAGCTACTTCCTTCTCTGCCCAAGGCAGCTTACCCTBBLIBGACACCCAGGGCAG

GGCCTGAGTAAGGGCCTGGGGAGACAGGGCAGGGAGCAGGCTBEBBAGGBIBSIGCACTCCTCA
AAGCAAGATCTTCTGCCAGACCCCCAGGAAATGACTTATCAGTGAGICTEGTTTTCTCCTCAGT
ACCATCCCCCCAAAAAACATCACTTTTCATGCACAGGGATGCAC@AEITEIFI GCACCTCCCACC

AR ECATEO NN

P

CTTCCCCAGAGTCCACCCCTTCCTTCCTCETGCAGGAGCTGGCCAGCCTCATCACCCCAACATLTC

CCCACCTCCATTCTCCAACCACAGGGCCCTTGTCTCCTCTGTCCTTIIIEAGCCAAGCCTCCT
CCCTCCTCCACCTTCCACCTAATACATATCCTTAAGTCTCACCTCCTCCA
TGGTCACCTTGAATGCCTCGTCCACACCTCCAGACTTCCTCAGGATUGAGBEGECTGCACCTCT
GTGTGTACTTGTGTGATGGTTAGAGGACTGCCTACCTCCCAGAGSATBBITGCAGCCGGTTCCA
GCTATTGCTTTGTTTACCTGTTTAACCAGTATTTACCTAGCAAGTAIUREATAGCATTTGGAGAG
CTGGGGGTGTCACAGTGAACCACGACCTCTAGGCCAGTGGGAGAGACASACTGTGAGTCCAT
GACTTGGGGCTTAGCCAGCACCCACCACCCCACGCGCCACCCCAGAABGBGGAGTCTGAAT(
TGGAGCCGCCCCCAGCCCAGCCCCGTGCTTTTTGCGTCCTGGTEGTTCEOGGTGCCTGTCACT]
CAAGCACACTAGTGACTATCGCCAGAGGGAAAGGGAGCTGCAGGRAGGBBSBGCAGGAGGGH
TCTGCGCAGAAATTCTTTTGAGTTCCTATGGGCCAGGGCGTCCGGGATGIGIICTCCGCCCCA(J
GATTGGGCGAAGCCTCCCGGCTCGCACTCGCTCGCCCGTGTGTCCCGUGESGAGTCGATGCG
GTCCAGCGCGTGCCAGGCCGGGGCGGGGGTGCGGGCTGACTTTTAGGGRUGECTCCGGCGC
CGAAAGGAAAGGGTGGCGCTGCGCTCCGGGGTGCACGAGCCGCAABUEGBBCGGGCCGGLC
CGCCAGCGCCGCTACCGCCCTGCCCCCGGGCGAGCGGGATGGGAGBEAGEGGTGGAGGGT]
GAGACGTCCTGGCCCCCGCCCCGCGTGCACCCCCAGGGGAGGCCGAGCGGECCCGCGCAG
CCCCGCCCGGGACTCCCCTGCGGTCCAGGCCGCGCCCCGGGCECCABABEABCGCCGCCCG
CCGGGCGTGCCCCCGCGCCCCAAGCATAAACCCTGGCGCGCTABINEICTTGTGGTCCCCAC]
AGACTCAGAGAGAACCCACCATGGTGCTGTCTCCTGCCGACAAGAIIFERBCGCCTGGGGTAA
GGTCGGCGCGCACGCTGGCGAGTATGGTGCGGAGGCCCTGGAGAGGTEGBGGCTGCIGAC
CCGEECTCCTCGCCCGCCCGGACCCACAGGCCACCCTCAACCGTCCTGGCCCCGGACTAIZ 2 C(
CTCACTCTGCTTCTCCCCGCAGGATGTTCCTGTCCTTCCCCACCRUTARGACCCGCACTTCGA
CCTGAGCCACGGCTCTGCCCAGGTTAAGGGCCACGGCAAGAAGGEGGCTGACCAACGCCGT!
GCGCACGTGGACGACATGCCCAACGCGCTGTCCGCCCTGAGCBACGTBCARGCTTCGGGTG

ACCCGGTCAACTTCAAGGTGAGCGGCGGGCCGGGAGCGATCTCBBIGABSTBEGCGCCTTCCT

CGCAGGGCAGAGGATCACGCGGGTTGCGGGAGGTGTAGCGCAGGCGGGGGTGGGCCCTCG
CCCCACTGACCCTCTTCTCTGCACAGCTCCTAAGCCACTGCCTGCTGEEGARCGCCCACCTCCH
CGCCGAGTTCACCCCTGCGGTGCACGCCTCCCTGGACAAGTTCCBIGBTGIACCGTGCTGAC(
TCCAAATACCGTTAA GCTTCTTGCCCCTTGGGCCTCCCCCCAGCCCC
TCCCCTTCCTGCACCCGTACCCCCGTGGTCTTTGAATAAAGTCT@BEGKBECTGTGTGTGCC
38400

FIGURA 15 — Sequéncia parcial do gene da globina alfa hu
sequéncias em vermelho representam o oligonucleotideo KGBO04,
oligonucleotideo 3.7F, azul o oligonucleotideo KGBO02, lilds o oligonucleotideo
KGBO01, verde o oligonucleotideo KGBO0O5 e verde agua o oligonucleotideo

]
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3.7F KGBO1 3.7F KGBO KGBO

==

L ‘ a2 ' J ‘ al
KGBO |—| KGBO
599 pb 599 pb
I I
6183 pb
| I |
1729 pb 1986 pb

FIGURA 16 — Representacdo esquematica da localizacdo dos oligonucleotideos
KGBO01, KGB02, KGB03, KGB04, KGBO05 E 3.7F no cromossomo 16

Para a amplificacao dos fragmentos contidos no agrupamento dos genes
que codificam as globinas alfa foi utilizado primeiro o par de oligonucleotideos
3.7F/IKGB01. O oligonucleotideo 3.7F sense posicionava-se na regiao
+32755/+32778 5’'UTR (untranslated region — regido nao traduzida) do gene a,
e na regido +36309/+36332 5’'UTR do gene a;. O oligonucleotideo antisense
KGBO1 localizava-se na regido +38275/+38295 3'UTR do gene a; e na regiao
+34464/+34484 3'UTR do gene a,. Assim, o produto de amplificacdo do par de
oligonucleotideos 3.7F/KGBO01 resultava num fragmento de 1986 pb (gene a;) e
em outro de 1729 pb (gene a,) (fig. 16).

Depois, 0 par de oligonucleotideos KGB04/KGBO5 foi utilizado para a
pesquisa da delecdo a*% O oligonucleotideo sense KGBO04 localizava-se na
regido +30293/+30313 5’'UTR do gene a,. O antisense KGBO5 localizava-se na
regido +36453/+36476 3'UTR do gene a,. Contudo, a amplificacdo com o par
KGB04/KGBO05 indicava a presenca do gene a,, resultando num fragmento de
6183 pb, ja a delecdo para este gene era representada pelo fragmento de 1983
pb (fig. 16).
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Como controle de amplificacdo o par KGB01/KGBO02 foi utilizado. A
localizacdo do KGBO1 ja foi descrita anteriormente. KGBO02 localizava-se na
regido +33891/+33910 do inicio do gene a; e na regido +37695/+37714 do
inicio do gene a; e, resultando na amplificagdo de um fragmento de 599 pb. O
fragmento foi resultado tanto da amplificacdo de parte do gene alfa 2 quanto do
gene alfa 1. (fig. 16).

Para padronizacdo das reacbes de amplificacdo com os
oligonucleotideos 3.7F/KGB01, KGB04/KGB05 e KGB01/KGB02 foram testadas
as concentracdes de 1,0 a 3,0 mM de cloreto de magnésio e ainda foi avaliada
a necessidade de adicdo do desnaturante DMSO (Dimetil sulfoxide) nas
concentracdes de 5,0 a 10%.

As reacOes de PCR foram preparadas para um volume final de 20 pL,
contendo 20 mmol/L de tampé&o; 1,5 mmol/L de MgCl; 1,25 U de TagPlattinum
DNA polimerase (Invitrogen); 0,2 mmol/L de cada dNTP (Invitrogen); 50,0 a
100,0 ng de DNA gendomico; 10% de DMSO e 0,2 umol/L de cada
oligonucleotideo. O protocolo de termociclagem inclui um total de 35 ciclos.
Para a PCR foi usado o termociclador MJ96+/MJ96G Biocycler, sob as

condi¢cdes descritas nas tabelas 13, 14 e 15.

TABELA 13 — CONDICOES ~ DE AMPLIFICACAO DOS
} OLIGONUCLEOTIDEQOS 3.7F/KGB01
AMPLIFICACAO TEMPERATURA () TEMPO (min)
Desnaturacgdo inicial 94 2
Desnaturacgéo 94 0,5
Anelamento 65 0,5
Extenséo 72 2
Extenséo final 72 10
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TABELA 14—  CONDICOES DE AMPLIFICACAO DOS
OLIGONUCLEOTIDEOS KGB04/KGB05

AMPLIFICACAO TEMPERATURA () TEMPO (min)
Desnaturacgdo inicial 95 3
Desnaturacgéo 95 1
Anelamento 53 1
Extenséo 72 2
Extensao final 72 10
TABELA 15 — CONDICOES ~ DE AMPLIFICACAO DOS
OLI_GONUCLEOTIDEOS KGB01/KGB02
AMPLIFICACAO TEMPERATURA () TEMPO (min)
Desnaturacgéo inicial 95 3
Desnaturacgéo 95 1
Anelamento 62 1
Extenséo 72 2
Extensao final 72 10

[11.2.3 — Analise dos produtos amplificados (SAMBRO OK; FRISTCH e
MANIATIS, 1989)

Os produtos de PCR obtidos através da amplificagdo, assim como as
amostras de DNA total, foram preparados com tampao de amostra e separadas
por eletroforese em gel de agarose de 1,0%. O gel foi submetido a uma
amperagem de 30 mA até a sua completa entrada nos pogos e posteriormente
esta amperagem foi aumentada para 60 mA na fonte PWSys (PW 300). A
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eletroforese foi realizada em tampao de eletroforese TEB (Tris-HCI 0,45 mM,

acido borico 0,45 mM e EDTA 2,5 mM) a uma concentragéo final de 0,5X. Para

a visualizacdo das amostras de DNA, foi utilizada luz ultravioleta de baixa

intensidade utilizando o transiluminador ECX-26M VilberLourmat que fluoresce

o brometo de etidio (0,5 pg/mL) presente no gel de agarose, corando o DNA.

Reagentes:

1. Tampao de eletroforese (TEB 5X)

Tris-HCI

Acido Bérico

EDTA

Ajustar o ph para 8,0

2. Tampéao de amostra (5X)

TEB
Glicerol (v/v)
Azul de bromofenol (USB) (p/v)

3. Gel de agarose 0,8%
Agarose (Amershan Pharmacia)
Brometo de etidio (USB)

TEB 0,5X

4. Gel de agarose 1,5%
Agarose (Amershan Pharmacia)
Brometo de etidio (USB)

TEB 0,5X

53,85 g/L
27,5 g/L
1,8 g/L

10 X
50 %
0,001 g

0,89
SuL
100 mL

15¢g
SuL
100 mL
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IV — RESULTADOS

Foram extraidas amostras de DNA dos 64 pacientes avaliados no
capitulo 1. Entretanto, nem todos os procedimentos de extracdo resultaram em
amostras viaveis, com qualidade ou concentragédo passiveis de serem utilizadas
em ensaios moleculares. Portanto, as analises moleculares através da

metodologia da PCR convencional foram realizadas em 49 amostras.

IV.1 — Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para am plificacdo do gene

da globina alfa com o par de oligonucleotideos 3.7F e KGBO1

Na tabela 16 estdo resumidos os resultados da amplificacédo por PCR
utilizando o par de oligonucleotideos 3.7F e KGBO1 (fig. 16). Das 49 amostras,
37 resultaram na amplificacdo de dois fragmentos (bandas) de DNA. O maior
apresentando 1986 pb correspondente ao gene a; e o menor com 1729 pb
correspondente ao gene a,. Dessas, 29 apresentaram a banda de 1986 pb com
maior intensidade do que a banda menor de 1729 pb. Este padrdo € o esperado
para o genétipo normal (ao/aa). Na figura 17, raias 1, 2, 3, 5 e 6 podem ser

observado os perfis de gendtipo normal.
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TABELA 16 — RESULTADOS DAS ANALISES MOLECULARES DE 49
AMOSTRAS UTILIZANDO O PAR DE OLIGONUCLEOTIDEOS 3.7F
e KGBO01

Paciente Resultado Paciente Resultado
1 Normal 29 —a*'loa
2 Normal 30 Normal
3 Normal 31 Normal
4 —a*'aa 33 Na&o foi testado
5 —a*"loa 34 Normal
8 —a*"loa 35 —a*?—a*?
9 Normal 38 Normal
10 Normal 40 —a*?—a*?
11 Normal 41 Normal
12 —a*?/-ag*? 42 Normal
13 Normal 44 —a*'loa
14 Normal 45 N&o amplifica
15 Normal 46 —a*?/—a*?
16 Normal 47 Normal
17 Normal 48 Amplificou 03 fragmentos
18 —a*?/—a*? 50 N&o amplifica
19 Normal 51 Normal
20 Amplificou 03 fragmentos 52 Normal
21 —a*?/—a*? 53 Normal
22 Normal 61 Normal
23 —a*'laa 62 —a*'loa
24 Normal 63 —a*"loa
25 Normal 64 Normal
27 Normal 65 N&o amplifica
28 Normal
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Oito amostras resultaram na amplificacdo das duas bandas, de 1986 e
de 1729 pb, com intensidade semelhantes. Este resultado é esperado para uma
delecdo a®’ heterozigética (—o*’/aa). Na figura 17, raias 4 e 7, sdo observados

padrdes onde a intensidade das bandas é semelhante.

3000 pb

2500 pb
2000 pb

1500 pb

1000 pb

FIGURA 17 — Produtos de amplificacdo com o par de oligonucleotideos
3.7F/IKGBO1. Eletroforese em gel de agarose 1,0%. Raias 1, 2, 3, 5 e 6:
pacientes 25, 27, 34, 52 e 61 (gendtipo normal). Raias 4 e 7: pacientes 62 e 63
(heterozigotos —a*’/aa). Raia 8: 1Kb DNALadder (Fermentas)
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A figura 18 mostra o perfil de amplificacéo de 05 pacientes. Nas raias 1 e
2 estdo o perfil esperado para a delecdo —o*’/aa. Nas raias 3 e 4 o perfil do
gendtipo normal. Na raia 5 pode ser observado um perfil diferente de
amplificacdo, nessa amostra foram amplificadas 3 bandas. Duas
correspondendo aos fragmentos esperados. Um terceira banda foi observada
com tamanho intermediario de aproximadamente 1800 pb. As amostras dos

pacientes 20 e 48 apresentaram este perfil com trés bandas.

1 2 3 4 5 6

3000 pb

2500 pb
2000 pb

1500 pb

FIGURA 18 — Produtos de amplificacdo com o par de oligonucleotideos
3.7F/KGBOL1. Eletroforese em gel de agarose 1,0%. Raias 1 e 2: pacientes 5 e 8
(heterozigotos —a®’/aa). Raias 3 e 4: pacientes 14 e 15 (genétipo normal). Raia
5: paciente 20 (trés bandas, sendo a intermediaria de aproximadamente 1800
pb). Raia 6: 1Kb DNALadder (Fermentas)
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Na figura 19 é mostrado o perfil de amplificacdo de trés pacientes. As
raias 2 e 3 mostra o perfil do genétipo normal e a raia 4 mostra o perfil
semelhante ao do controle positivo para a dele¢cdo —a*’/aa que esta na raia 5. O
controle positivo foi previamente caracterizado e gentilmente cedido pela Dra.
Maria de Fatima Sonati da UNICAMP. O perfil de amplificacdo da amostra
controle com os oligonucleotideos 3,7F/KGBO01 resultaram em duas bandas de

1986 e 1729 pb com mesma intensidade.

1 2 3 4 5

3000pb
2500 ph ———
2000 pb

1500 pb ———

1000pb —

500 pb

FIGURA 19 — Produtos de amplificacdo com o par de oligonucleotideos
3.7F/KGBOL1. Eletroforese em gel de agarose 1,0%. Raia 1: KiloBase™ DNA
Marker (Amersham Pharmacia Biotech). Raias 2 e 3. pacientes 30 e 31
(gendtipo normal). Raia 4: paciente 44 (heterozigoto —a*’/aa). Raia 5: controle
para heterozigoto —a*'/aa
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Seis amostras (12, 18, 21, 35, 40 e 46) amplificaram apenas o fragmento
de 1986 pb (fig. 20) . Quadro sugestivo de uma delecdo a*? homozigética (-
a*?-a*?). A amostra 33 n&o foi testada, pois o material genético era insuficiente
e as amostras 45, 50 e 65 nao amplificaram apds varias tentativas em triplicata
e em diferentes condi¢cdes de amplificagéo.

1 2 3 4 5 6 7

3000 pb
2500 pb
2000 pb

1500 pb
1000 pb

FIGURA 20 — Produtos de amplificacdo com o par de oligonucleotideos
3.7F/IKGBO01. Eletroforese em gel de agarose 1,0%. Raia 1. paciente 38
(gendtipo normal). Raias 2, 3, 4 e 6: pacientes 45, 50, 65 e 65 (ndo
amplificaram). Raia 5: paciente 12 (homozigoto —a*?/—a*?). Raia 7: KiloBase™
DNA Marker (Amersham Pharmacia Biotech)
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IV.2 — Deteccdo da delecdo o*?

Para a caracterizacdo da delecéo a*? foi realizado uma PCR utilizado os
oligonucleotideos KGB04 e KGBO05. Nesta analise foram utilizadas 16 amostras
que no eritrograma apresentarem Hb H ou microcitose e hipocromia e também
foram selecionadas algumas amostras normais como controle. Os dados da
amplificacdo estéo relatados na tabela 17. Sete amostras (5, 8, 9, 16, 20, 33 e
47) resultaram na amplificacdo de uma banda de 1983 pb. Este resultado é
esperado quando ocorre a delecdo de aproximadamente 4.200 pb no

agrupamento dos genes alfa, compreendendo o gene alfa 2.

TABELA 17 - RESULTADOS DAS ANALISES
MOLECULARES DE 16 AMOSTRAS
UTILIZANDO O PAR DE
OLIGONUCLEOTIDEOS KGB04 e

KGB05
Paciente Resultado
1 Negativa
2 Negativa
3 Negativa
4 Negativa
5 —a*?/aa
8 —a*?/aa
9 —a*?/aa
10 Negativa
16 —a*?/aa
20 —a*?/aa
22 Negativa
23 Negativa
29 Negativa
30 Negativa
33 Delecdo a*?
47 —o*?/aa
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Na figura 21 é possivel observar a amplificacdo do fragmento de 1983 pb
do paciente 33. Das 16 amostras testadas sete resultaram na amplificagdo do

fragmento esperado.

3000 pb
2500 pb
2000 pb

1500 pb
1000 pb

500 pb

FIGURA 21 - Produtos de amplificacdo com o par de oligonucleotideos
KGB04/KGBO05. Eletroforese em gel de agarose 1,0%. Raias 1, 2 e 3: pacientes
22, 23 e 29 (gendtipo normal). Raia 4: paciente 33 (delecdo a*?). Raia 5:
KiloBase™ DNA Marker (Amersham Pharmacia Biotech)
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V — DISCUSSAO

Os métodos laboratoriais classicos para o diagndstico da talassemia alfa
nao permitem caracterizar com precisdo o portador silencioso para talassemia
alfa nem o traco alfa talassémico, que geralmente sdo assintoméaticos. Na
eletroforese de hemoglobina em acetato de celulose € possivel observar a
presenca da uma banda instdvel que migra mais rapidamente que a
hemoglobina A. Porém, alguns autores afirmam que a deteccdo destas
hemoglobinas de migragéo rapida como a Hb H e a Hb Bart's, & imprecisa e
inexata por meio da eletroforese (WEATHERALL e CLEGG, 2001a; CLARKE e
HIGGINS, 2000; LEONELI et al, 2000).

Nosso trabalho (DIAS-PENNA, 2009) demonstrou que o fendtipo
associado a Hb H pode ser modificado em funcdo de diversas situagbes. No
estudo conduzido com dez pacientes foi observado que ora o fendtipo era
expresso e em outros momentos ele néo era observado. Reforcando assim que
a visualizacdo ou ndo da Hb H, por eletroforese alcalina ou pela PIEHH, nao
permite caracterizar o paciente quanto a sua condicdo de portador de
talassemia alfa.

Para a caracterizacdo da talassemia alfa foi necessario realizar estudos
moleculares que permitiram definir o gendtipo dos pacientes. Varios trabalhos
foram publicados na literatura que reafirmaram a importancia da caracterizagao
molecular para a confirmacdo diagnostica das talassemias (REPAPINOU et al,
2007; TRENT, 2006; JORGE et al, 2003; CHONG et al, 2000; LIU et al, 2000;
WENNING et al, 2000).

A talassemia alfa estd normalmente relacionada com mutacdes do tipo
delecionais. Diferentes mutagOes estdo descritas no GLOBIN GENE SERVER.
As principais delecBes descritas na literatura sdo a a*’ e a a*? (fig. 14).
(CANCADO, 2006; BONINI-DOMINGOS, 2004; WEATHERALL e CLEGG,
2001a; BERNINI e HARTEVELD, 1998; BAYSAL e HUISMAN, 1994).
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Para estudar o gendtipo de pacientes suspeitos de serem portadores de
talassemia alfa, foram desenvolvidos neste estudo, novos oligonucleotideos
visando a caracterizacdo dessas duas principais delecées, a*’ e a*?.

Na figura 16 estdo representados os locais de anelamento dos
oligonucleotideos propostos. E descrito na literatura que a regido do
cromossomo 16, onde estdo localizados os genes alfa, possui trechos internos
que apresentam homologia (fig. 12). Estas regides homologas estdo associadas
com as mutagdes delecionais mais prevalentes.

V.1 — Deteccdo da delecdo o>’

Para detectar a delecdo a*’ foram desenhados novos oligonucleotideos
baseados na sequéncia descritos na figura 15. O oligonucleotideo KGBO01 anela
no final do gene alfa 1. Entretanto ele também anela no final do gene alfa 2,
porém nesta regido do gene alfa 2 existem dois nucleotideos que ndo sado
complementares (fig. 22). Essa diferenca faz com que este oligonucleotideo

anele preferencialmente no gene alfa 1 em detrimento ao gene alfa 2.

Gene alfa 2
... TTCTGTGAGCACCGTGCTGACCTCCAAATACCGTEAAGGAGCCTCEAEICGITCCTCCTGCCCGCTGGGCC....

Gene alfa l
... TTCTGTGAGCACCGTGCTGACCTCCAAATACCGTEAAGGAGCCTCGEICATGCTTCTTGCCCCTTGGGCC....
KGBO01 3'CGACCTCGGA GCCACCGGTAY

FIGURA 22 — Representacdo da regido de anelamento do oligonucleotideo
KGBO01 na sequéncia final do gene alfa 1 e alfa 2

O oligonucleotideo KGBO03 foi desenhado para amplificar o gene alfa 1 de
tal forma a permitir a caracterizacdo da delecéo o>’ (fig. 16). Os resultados de

amplificacdo utilizando o par KGB03/KGB01 nédo foram satisfatorios, visto que
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em torno de 50% das amostras testadas ndo houve amplificacdo (dados nao
mostrados).

Para contornar o problema da ineficiéncia de anelamento do par
KGBO03/KGBO01 passou-se a utilizar o oligonucleotideo 3.7F descrito por LIU et
al, (2000), o qual anela na regiao 5’UTR dos genes alfa 2 e alfa 1 (fig. 16).

No trabalho original de LIU et al, (2000), o oligonucleotideo 3.7F era
utilizado formando o par com os oligoniucleotideos 3.7R1 e 3.7R2. O par
3.7F/3.7R1 amplificava o gene alfa 2 contendo 2217 pb e o par 3.7F/3.7R2 o
gene alfa 1 contendo 2213 pb.

Quando se usou o par 3.7F/KGBO01, houve amplificacdo dos dois genes
alfa, sendo que o gene alfa 1 correspondeu a uma banda de 1986 pb e o gene
alfa 2 a uma banda de 1729 pb (fig. 16 e 17). Como o oligonucleotideo KGB01
€ 100% complementar ao final do gene alfa 1, o fragmento de 1986 pb é
preferencialmente amplificado em relacdo ao fragmento menor de 1729 pb.
Esta amplificacdo preferencial do fragmento maior pode ser facilmente
observada na figura 17.

Observa-se ainda que, amostras normais contendo os dois genes alfa,
genodtipo normal, resultou numa amplificacdo de duas bandas, sendo que a
banda maior possuia uma intensidade maior por ser preferencialmente
amplificada.

Quando ocorreu a delecdo o*’ formou-se um gene hibrido com a
sequéncia proximal do gene alfa 2 e a seqiéncia distal do alfa 1. A sequéncia
hibrida formada em consequéncia do rearranjo génico também pode ser
amplificada pelo par 3.7F/KGB01, sendo que o produto de amplificagdo
continha 1737 pb. No individuo heterozigoto para a delecdo o*’ (-a*’/aq) foi
observado a amplificacdo de duas bandas com intensidades semelhantes, pois
neste caso nao ocorreu a amplificacao preferencial de um gene sobre o outro.
Assim, o gene normal alfa 1 & amplificado com a mesma preferéncia que o
gene hibrido (alfa2/alfal), uma vez que as regifes finais dos dois genes, sdo
100% complementares ao KGBO1.
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A deteccdo da delecdo a*’ (—o®’/aa) provomeu mudanca do padrdo de
amplificacdo. No padrdo normal tem-se preferencialmente a amplificacdo da
banda correspondente ao gene alfal. Enquanto que no heterozigoto para a
delecdo a®’ (—o*’/aa) as bandas sdo amplificados com a mesma intensidade.

Em individuos homozigotos para a delecdo o®*’ (-a®*'/—o®7), o padrédo
esperado era a auséncia do fragmento maior (1986 pb). Este par de
oligonucleotideos, 3.7F/KGBO01, apesar de ter sido desenhado para a deteccéo
da delecdo o®’, também detectou a delecdo do tipo a*? homozigética (—a*?/—
a*?), cujo padrdo esperado era a auséncia do fragmento menor (1729 pb).

Das 49 amostras analisadas com o par 3.7F/KGB01, em trés n&do foram
observados produtos de amplificagdo (45, 50 e 65). Essas amostras, no
entanto, amplificaram com o par KGB02/KGBOL1. Este ultimo par amplificou uma
banda de 599 pb correspondente tanto ao gene alfa 2 quanto ao gene alfa 1
(fig. 16). Este par foi utilizado como controle de amplificacdo, sendo que todas
as amostras dos 49 pacientes foram amplificadas. O fato do DNA dos pacientes
45, 50 e 65 terem amplificado a banda esperada quando avaliados com o par
KGB02/KGBO01, sugeriu que o DNA destes pacientes apresentava alguma
alteracdo na regido de anelamento do oligonucleotideo 3.7F. O DNA do
paciente 33 nao foi testado com o par 3.7F/KGBO01, pois a amostra era
insuficiente para as analises.

Nos individuos 20 e 48 foi observada a amplificacdo de trés bandas,
sendo que a banda maior ndo apresentou intensidade superior as outras. Tal
fato sugeriu que ocorreu uma delecdo em uma das copias do gene alfa 1 sendo
que esta delecdo ndo apresenta o perfil esperado para a delecdo o®*’ (—o®7/aq).
Os produtos da amplificacdo destas amostras foram subclonados no plasmideo
pGEM-T Easy e serdo submetidas ao seqienciamento para caracterizagcéo
destas mutacoes.

Vinte e nove pacientes apresentaram perfil correspondente ao genotipo
normal, oito com perfil de delecdo a*’ heterozigética (—o*/aa), seis com perfil
de delecdo ao*? homozigética (-a*?—a*?) e trés ndo amplificaram nenhuma
banda com o par 3.7F/KGBOL1.
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Na tabela 18 foram descritos os genoétipos dos 15 pacientes inicialmente
suspeitos de serem portadores de talassemia alfa por meio das técnicas
classicas, ndo moleculares. Os pacientes 33, 56, 58, 59 e 60 ndo foram
testados com o par 3.7F/KGBO1 por insuficiéncia de material. Dos 10 pacientes
suspeitos, os pacientes 4, 5, 8 e 29 apresentaram perfil de amplificagdo
sugestivo da delecdo a*’ heterozigdtica (—o*/aa). Os demais pacientes (1, 2, 3,
9, 10 e 47) apresentaram perfil normal. Dessa forma 40% dos suspeitos foram

confirmados para a dele¢éo (—a*’/aq).

TABELA 18 — RESULTADO DA ELETROFORESE ALCALINA, VCM, HCM,
PIEHH E O GENOTIPO DAS 15 AMOSTRAS SUGESTIVAS DE
TALASSEMIA ALFA

Eletroforese alcalina VCM HCM PIEHH GENOTIPO
1 ASH 78,4 24,8 NEGATIVA aa/aa
2 AS 85,6 27,4 NEGATIVA aa/aa
3 AH 86,5 28,4 NEGATIVA aa/aa
4 AH 76,4 24,3 NEGATIVA —a*"/aa
5 AH 89,3 28,6 NEGATIVA —o*’/aa
8 AH 80,0 26,0 NEGATIVA —a*’Jaa
9 AH 89,7 29,6 NEGATIVA aa/aa
10 AH 59,0 17,2 POSITIVA aa/aa
29 AH 89,4 29,7 NEGATIVA —a*'/aa
33 AH 90,5 29,8 NEGATIVA Nao foi testado
47 AA; (H, Jou N) 78,0 25,6 NEGATIVA aa/aa
56 AH 76,2 32,9 NEGATIVA Nao foi testado
58 AH 78,8 25,7 NEGATIVA Nao foi testado
59 AH 90,7 31,0 NEGATIVA Nao foi testado
60 AH 84,0 28,0 NEGATIVA Nao foi testado

VCM=volume corpuscular médio expresso em fL; HCM=hemoglobina corpuscular média expressa em
pg; CHCM=Concentracdo da Hemoglobina Celular Média expressa em g/dL; RDW=indice de anisocitose
expresso em % e PIEHH=pesquisa intra-eritrocitaria de hemoglobina H
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Dos 34 pacientes que inicialmente nao foram classificados como
suspeitos de serem portadores de talassemia alfa, doze apresentaram perfil de
amplificacao diferente do gendtipo normal. Quatro pacientes apresentaram perfil
de amplificacdo tipico da dele¢do —a*"/aa (23, 44, 62 e 63) e seis (12, 18, 21,
35, 40 e 46) apresentaram apenas a amplificacdo da banda de 1986 pb
sugerindo tratar-se da delecdo (—a**—a*?) (tabela 16). Os individuos 20 e 48
apresentaram um perfil de amplificacdo diferente (trés bandas), ndo podendo
ser classificados como portadores das delecées a®’ e a*?.

Os resultados descritos acima corroboram os dados descritos na
literatura, onde a prevaléncia de talassemia alfa é subestimada em decorréncia
das limitacdes das técnicas de diagndstico classicas (REPAPINOU et al, 2007;
TRENT, 2006; WEATHERALL, 2004; SONATI et al, 1991; ADORNO et al, 1998;
PEDROLLO, HUTZ e SALZANO, 1990)

V.2 — Deteccdo da delecdo a*?

No genoétipo normal os oligonucleotideos KGB04 e KGBO05 estdo
distanciados de 6183 pb (fig. 16). Nas condicoes de amplificacdo utilizadas
neste estudo um fragmento com este tamanho ndo seria efetivamente
amplificado. A presenca da delecdo a*? resulta no encurtamento da distancia
de anelamento entre esses oligonucleotieos, isso faz com que a distancia passe
a ser de 1983 pb, passivel de ser amplificada nas condi¢ces utilizadas no
trabalho.

Na tabela 17 estdo os resultados de amplificacdo com o par de
oligonucleotideos KGB04/KGBO05. Sete pacientes amplificaram a banda de
1983 pb caracteristica da delecdo a*?. Na figura 21 foi possivel observar a
amplificacdo da banda de 1983 pb do paciente 33 indicativo da delecdo a*2.

Dos 15 pacientes inicialmente suspeitos de apresentarem talassemia alfa
(tabela 8), onze foram testados para a caracterizacdo da delecdo o*? (1, 2, 3, 4,
5, 8,9, 10, 29, 33 e 47). Os pacientes 56, 58, 59 e 60 nao foram testados, pois
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amostras de DNA foram insuficientes. Desses onze pacientes testados, 0s
pacientes 5, 8, 9, 33 e 47 apresentaram a banda de 1983 pb, caracterizando a
presenca da delecdo a*?, conforme mostra a tabela 17.

O paciente 10 foi o Unico a apresentar PIEHH positiva bem como a
presenca de Hb H na eletroforese. Apresentou ainda anemia severa,
microcitose e hipocromia. No entanto ele apresentou gendtipo normal quando
avaliado para as delecdes o’ e a*?. Esses dados sugeriram que o paciente
tenha uma talassemia alfa associada a regido regulatoria do agrupamento alfa
ou ainda mutacbes pontuais. Para caracterizar este tipo de talassemia é
necessario outros tipos de investigacoes.

Os pacientes 20 e 30 foram incluidos nesta andlise por apresentarem um
quadro de microcitose e hipocromia, sendo que na amostra do paciente 20 foi
detectado o perfil caracteristico da delecéo a*?.

Os pacientes 16, 22 e 23 foram incluidos como controles normais para
talassemia alfa uma vez que apresentaram quadro hematologico normal (tabela
4 e 7). Na amostra do paciente 16 foi detectado o perfil caracteristico da
delecdo a*?.

O paciente 47 apresentou uma banda com migracéo eletroforética mais
rapida que a Hb A persistindo até o final da eletroforese. Esse quadro foi
sugestivo da ocorréncia de um caso de hemoglobina variante. Utilizando-se o
padrao apresentado na figura 7, esta hemoglobina poderia ser Hb H, Hb Bart’s,
Hb N Baltimore, Hb J Oxford, Hb J Baltimore, Hb Lufkin, Hb Camperdow, Hb
Camdem e Hb New York. Como este paciente apresentou a delecdo a*? pdde-
se inferir que a banda representava a Hb H. Mas isso sO seria possivel se a
concentracdo de Hb H fosse bastante elevada para perdurar até o final da
eletroforese. Na tabela 9 pode-se notar que a PIEHH foi negativa para este
paciente, sugerindo que os niveis de Hb H ndo estavam tdo elevados,
reforcando assim a hipotese de se tratar de outra hemoglobina variante.
Segundo NAOUM (1999) as hemoglobinas mais associadas a este perfil sdo Hb
JeHbN.
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V.3 — Pacientes que apresentaram associacdo entre d ois tipos de

talassemia alfa

Os pacientes 5 e 8 apresentaram perfil para delecdo a*? e para delecéo
a®’ (—a*?-a*"). O paciente 20 apresentou delecdo a*? e um perfil diferente do
perfil normal quando amplificado com os oligonucleotideos 3.7F/KGB01. Nestes
trés pacientes foi detectada a associacdo de dois tipos de talassemia alfa
(tabela 19).

TABELA19- RESULTADO DO ERITROGRAMA E DO
GENOTIPO  DOS PACIENTES QUE
APRESENTARAM ASSOCIAGAO ENTRE
DOIS TIPOS DE TALASSEMIA ALFA

Hb VCM HCM GENOTIPO
5 13,1 89,3 28,6 —a>-o*?
8 14,2 80,0 26,0 —a®7/—a*?
20 10,7 75,0 23,9 ?2/a*?

Hb=hemoglobina total expressa em g/dL; VCM=volume corpuscular médio
expresso em fL; HCM=hemoglobina corpuscular média expressa em pg. Os
valores destacados em vermelho estdo abaixo dos valores de referéncia
adotados.

Esses dados corroboram os achados de RAHIM et al, (2008); HUNG et
al, (2007); LIU et al, (2000); CHONG et al, (2000); BOWIE et al, 1994,
BOWDEN et al, 1987 que descreveram pacientes com diferentes associacdes
de talassemia alfa. Apesar de apresentar esta associacdo, ndo houve grandes
alteracbes no quadro hematolégico destes pacientes. Como pode ser visto na
tabela 19, apenas o paciente 20 apresentou valores sugestivos de alfa
talassemia. O eritrograma do paciente 05 estava normal e do paciente 08
mostrou apenas uma discreta hipocromia. Essa discreta hipocromia

normalmente néo seria relevante para o clinico.
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LIU et al, (2000) sugeriram que valores de HCM entre 25-27 pg com
VCM normal ou diminuido estéo associados a presenca de delecdes do tipo o’
ou a*? heterozigéticas e que valores de HCM inferiores a 25 pg e VCM
diminuido estdo associados a delecbes homozigoticas. No entanto, de acordo
com OLIVEIRA, MENDIBURU e BONINI-DOMINGOS (2006) estes indices
eritrocitarios podem variar de acordo com a populagédo estudada. Fatores como
a composicdo étnica da regido estudada e fatores nutricionais devem ser
levados em consideracdo na interpretacdo dos resultados.

Com relagcdo ao paciente 20, seria importante aprofundar as
investigagbes pertinentes ao padrdo de amplificagcdo obtido com os
oligonucleotideos 3.7F/KGBO01, visto que o padrao hematologico apresentou-se
bastante alterado.
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VI — CONCLUSOES

A utilizag&o do par de oligonucleotideos 3.7F/KGBO0L1 foi informativa para
a deteccdo da delecdo o®’, uma vez que permitiu diferenciar o genétipo normal
(ao/aa), do heterozigoto (—a*’/aa) e do homozigoto (—a*"/—a®7).

Apesar de ter sido desenhado para detectar a delecdo a*’, o par de
oligonucleotideos 3.7F/KGBO01 também permitiu detectar a delegdo o*?, quando
em homozigose (-a*?/-a*?).

O par de oligonucleotideos KGB04/KGBO5 detectou a delegdo a*?, porém
nao foi possivel diferenciar entre o genétipo heterozigoto e homozigoto.

Amostras com anemia, mesmo sem apresentar microcitose e hipocromia,
devem ser submetidas a avaliacdo molecular para caracterizacdo de talassemia
alfa.

As amostras sem anemia, mas com microcitose e hipocromia também
devem ser avaliadas.

A delecao mais prevalente encontrada nos pacientes atendidos no LAS —
CBB — UCG foi a a*? (20,0%), sendo que 9,2% dos casos eram homozigotos (-
a*?/—a*?).

A delecdo do tipo o*’ na forma heterozigética foi detectada em 12,3% dos
pacientes.

Em funcao da diversidade genética da formacdo da populacéo brasileira
seria de fundamental importancia a criacdo de normas para a detecgdo

molecular de talassemia alfa em neonatos.
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CONSIDERACOES FINAIS

A talassemia alfa resulta principalmente de mutacdes delecionais de um
(-a) ou dos dois (--) genes alfa localizados no cromossomo 16p13.3. Ela tem
sido amplamente estudada no mundo e no Brasil por ser uma das formas mais
prevalentes de anemias hereditarias e por estar relacionada com a diversidade
genética que compde a populacdo brasileira (BONINI-DOMINGOS, 2004,
WEATHERALL e CLEGG, 2001b).

E importante ressaltar a observacdo de ACEDO et al, (2002) que
afirmam que a medida que as doencas infecciosas e a desnutricdo vao sendo
controladas, as hemoglobinopatias emergem como um dos mais importantes
problemas de saude publica dos paises em desenvolvimento.

Quanto mais precoce o diagnéstico for realizado, melhor e mais
adequado serda o acompanhamento clinico a cada caso, evitando condutas
terapéuticas desnecessarias com ferro, folatos e vitaminas, pois as talassemias
sdo refratarias a esses tratamentos medicamentoso. Assim, um paciente
submetido a esta terapia, podera gerar distarbios organicos graves pelo
acimulo de ferro (LORENZI, 1999; NAOUM, 1997; ZAGO; FALCAO e
PASQUINI, 2004).

A inclusédo da pesquisa das hemoglobinopatias no Programa Nacional de
Triagem Neonatal (PNTN), do Ministério da Saude do Brasil, possibilitou o
diagnostico precoce dos portadores, favorecendo o aconselhamento genético
aos pais, informando-os sobre a chance de virem a ter outros filhos afetados,
orientacdo aos pais sobre o0s sinais e sintomas precoces das complicacdes e
identificacdo de outros portadores na familia. A inclusdo do diagndstico para
hemoglobinopatias no PNTN constitui em um passo importante no
reconhecimento da relevancia deste complexo grupo de patologias no contexto

da saude publica no Brasil. Desde o ano de 2001, quando a portaria ministerial,
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entrou em vigor, uma ampla divulgagéo entre os profissionais ligados a saude
publica, sobretudo entre aqueles que atuam na triagem neonatal estd sendo
realizada (RAMALHO, MAGNA e PAIVA e SILVA, 2003; DUCATTI et al, 2001;
LEONELI et al, 2000).

O presente trabalho teve como proposta o estudo das metodologias
empregadas no diagnostico da talassemia alfa. Utilizando os métodos mais
aplicados dentro, dos inUmeros existentes, confirmamos o que € descrito na
literatura, que a maioria dessas metodologias apresenta vantagens e
desvantagens demonstrando em certos casos, limitagcbes que impedem o
diagnostico preciso e exato. Assim, € certo que, cada vez mais, existe a
necessidade de associar metodologias classicas, de triagem e métodos
confirmatérios moleculares para um diagnéstico completo e esclarecedor das
alterac6es nas hemoglobinas. Os exames laboratoriais disponiveis se tornam a
cada dia mais rapido e preciso no auxilio diagnostico para o clinico que faz a
correlacdo com os processos fisiopatolégicos de alguns portadores de
hemoglobinopatias (NAOUM, 1999; CHINETATO-FERNADES e BONINI-
DOMINGOS, 2006).

Para a deteccdo de talassemia do tipo beta observamos que as
metodologias classicas sdo capazes de caracterizar os portadores sem
obviamente, definir o gendtipo para o carater em questdo. Neste caso o
tratamento seria direcionado sem nenhum transtorno ao paciente,
independentemente ao gendtipo.

Mas para o diagnostico de talassemia alfa ficou claro que as
metodologias ndo moleculares tém a sua importancia, mas, no entanto, sédo
limitadas ao tipo de delecdo apresentada. A importancia da deteccdo molecular
para talassemia alfa ndo se restringe apenas na definicdo do gendtipo, mas
também na deteccdo deste tipo de talassemia em pacientes: a) com quadros
hematoldgicos alterados; b) com quadros hematolégicos normais, mas com

valores proximos aos valores limitrofes e c) neonatos.
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Anexo A

PROTOCOLO
003/2008

“RVIGO PUBLICO FEDERAL
$SIDADE FEDERAL DE GOIAS

PARECER CONSUBSTANCIADO

I. IDENTIFICACAQ:

Titulo do projeto: CARACTERIZACAO MOLECULAR DE HOMOGLOBINAS VARIANTES E
TALASSEMIAS EM PACIENTES D(J_LAS-CBB-UCG.

Pesquisador Responsavel: KARLA GRE]CK BATISTA DIAS PENA, Professora Assistente da
Universidade Catolica de Goias.

Pesquisadores Participantes: LUIZ ARTHUR MENDES BATAUS * Orientador, Professor Doutor do
Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Goids.
PAULO ROBERTO DE MELO REIS, T’rofcssof Assistente da Universidade Catdlica de Goias.

No periodo agosto 2004 a julho de 2007
Data de apresentacio ao COEP: 15/08/2005

O presente projeto de pesquisa faz parte do programa do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Goids para a obtengio do titulo de Doutor,e tern como objetivo principal estudar e caracterizar
as hemoglobinas variantes e talassemias.

Il - OBJETIVOS:

Chjetive Ceral:
- A realizagio do presente estudo visa a estudar e caracierizar através de técnicas de Biologia Molecular as
hemoglobinas variantes e talassemias detectadas em pacientes do LAS-UCG.

Especificos:

-Analisar a prevaléncia de bemoglobinopatias e talassernias nos laboratorios do LAS-UCG.
-Paossibilitar o levantamento dessas alteragiies hereditdrias prevalentes nesta popuiagéo.

-Executar métodos laboratoriais utilizados para o diagnostico, das hemoglobinopatias e talassemias.
-Confirmacio das variantes de hemoglobinas de dificil diagnostica, através de técnicas de Biologia
Molecular.

-Identificar possiveis mutagbes pontuais nos genes das hemoglobinas.

-Investigar nos genes das hemoglobinas regifies que sofreram insercdes & ou deleces.
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COEP - UFG

| BECTOCOLO N° 065
PARECER CONSUBSTANCIADS | T e

" il = Sumario do projeto:

Descricéo e caracterizacdo da amosfra:

A amostra serd constituida de 50 pacientes atendicos o laboratério escola do 'Dapar\:amanto de
Biomedicing da Universidade Catdlica de Goids, onde sera realizada a primeira stapa dos
procedimentos que compreenderio os lestes de tnagem e os de iestes de eleiroforese de
hemcglobina em pH acido e Cromalografia liguide de alta performance (HPLC). Os lestes
moleculares, FCR (Resgdo em r:édeia polimerase) & RFLP (Restiction fragment length
plymorphism), serdc realizados no Laboratdric de Engenharia Genélica do Departamento de

Bioguimica da Universidade Federal de Goigs.

Critérios de inclusdo e exclusdo:
A parlicipagdo dos pacientes seré voluntéria e s6 serd realizade mediante consentmento por 2sormo
2 quando se tratar de mencr idade seré necesséria s autorizago do respensavel,

Adequacao da metodoiogia:

Trata-se da realizagae de um trabalho ﬁe pesquisa em que serdo ulilizadas t&cnicas apropriadas
para a coleta, consevacdo de ulilizag8c posierior para analises proposias nas respeclivos
laboratérios anteriormente enumerados.

Adequagao das condigdes: )

Ume vez que o referido estudo seré realizado smpregando-se ¥cnicas adequadas & apropriadas
sara a colela, manulenc@o e manuseio nos respectives laboratorios . sendo | pois, técnicas usuais,
code-se observar gue ndo irard riscos ou perigo para & vida ou mesmo &0 seu Jrganismoe fisica 2
psiguicamente.

Nzo foi apresentado guel o fratamenio estatistico que sera aplicado, embers conste no crenagrama
a realizacdo de analise eslalistica e, informando zinda que 0s gasws para & Teaiizacac do
presente, serdo de recursos dos préprios.:fsafizadmes deste estudo.

Também, os participantes se adequarﬁ satisfatoriamente denlro dos perfis de pesquisadores para a
linha de pesguisa em pauta.

sobre:

Estrutura do proiocolo:

SRR

2 complemeniarss em-pamicuiar .
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como o ek consentimenio, cujas informagdes serdo fornecidas pelo pesquisador, como o
objetiva de _sgi;farecér & firmar acordo por escrito, medianie o qual o sujeito da pesquisa autorizara a
sua participagdo, sem qualquer forma de coagic ou ameaca fisica deste estudo.

+  Analise de riscos e beneficios:

- Em virtude de ser um trabaiho realizado, em se utilizando téchicas apropriadas ndo havera riscos
: nam s:utilizagio de farmacos que paderiam par em riscos os participes.

+  Estrutura do Termo de Consentimento Livre & Esclarecido:
Coniforme consia nos laudos do presenie processo, em anexc, este satisfaz as normas vigenies.

*  Forma de obiencio do Termo de Consentimento:
informa-se que no alo da realizacdo da coleta do material o participante tera as informactes quanto
a sua participacao voluntaria neste esludo e que a gualguer momento poders ter as informagdes
que desejar, podendo refirar seu consentimento e mesmo ndo pariicipar deste estudo sem que naja
qualquer tipe de pressao os mesmo prejuizo.

+  Privacidade & confidencialidade:
Informa que serdo utilizados os meios para a manutencio da privacidade & confidencialidade, e que
os resuitados sé serdo divulgados em meio cientifico e serfio tomados icdos os meios para a
manulengéo da privacidade e sigilo de idenlificacdo dos patticipantes.

Parecerdc COEP:
Portanto. diante do exposto e & Juz dessas consideracbes, somos, S...

favoraveis aprovacio do presente.

! = Data da reunido:

Goidnia, 0_?_::‘9 dezembro de 2005

33

=
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Anexo B

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA CELULAR E
MOLECULAR

LABORATORIO DE BIOQUIMICA E ENGENHARIA GENETICA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario, em uma
pesquisa. ApOs ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no caso de
aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em
duas vias. Uma delas é sua e a outra € do pesquisador responsavel. Em caso
de recusa vocé nao sera penalizado de forma alguma. Em caso de duvida vocé
poder procurar o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Goias.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Linha de Pesquisa: ANEMIAS HEREDITARIAS

Projeto: CARACTERIZACAO MOLECULAR DE HEMOGLOBINAS
VARIANTES E TALASSEMIAS.

Pesquisadora Responsavel: Karlla Greick Batista Dias Penna
Telefone para contato: (62)32049012

Pesquisador participante: Luiz Artur Mendes Bataus
Telefones para contato: (62)35211493

Ser& colhida a sua amostra de sangue mediante 0 seu consentimento, esta
amostra sera utilizada para fazer exames especificos para o diagnostico das
ANEMIAS HEREDITARIAS tais como: hemograma, eletroforese de
hemoglobina, prova de resisténcia a salina 0,36%, pesquisa intra-eritrocitaria de
hemoglobina H, cromatografia liquida de alta performance, teste de falcizacéo e
extracdo de DNA para analise por técnica de PCR.

O objetivo da pesquisa é saber a prevaléncia desta doenca na nossa
populacdo. Nao existe nenhum risco, nem desconforto ou lesbes que possam
ser provocados pela pesquisa e vocé recebera o resultado no final da pesquisa,
prevista para dezembro de 2008.

Todos os dados séo sigilosos e vocé tem o direito de retirar o consentimento a
qualquer tempo.

Nome do pesquisador:
Assinatura do pesquisador:
Data:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM BIOLOGIA CELULAR E
MOLECULAR

LABORATORIO DE BIOQUIMICA E ENGENHARIA GENETICA
CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, , RG
n° , abaixo assinado, concordo em participar do estudo em
ANEMIAS HEREDITARIAS, como sujeito. Fui devidamente informado e
esclarecido pelo pesquisador
sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis
riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que
poOSSO retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a
qualquer penalidade ou interrupcdo de meu atendimento .

Local e data

Assinatura do sujeito ou responsavel:

Observacbes complementares:

Data de nascimento: I Sexo: ( )
Endereco:

Bairro
Telefone:
Naturalidade do paciente: Estado:
Naturalidade do pai: Estado:
Naturalidade da mée: Estado:

Na familia (até os avos) possui alguém de ascendéncia: Negroide () Asiatica
( ) Européia ( ) Indigena ( ) Outra:

Vocé ja teve anemia? Nao ( ) Sim () Ja fez tratamento para anemia?Nao ( )
Sim ()

Qual medicamento vocé usou?
Houve melhora com o uso do medicamento? Nao () Sim( )

Atualmente vocé esta em uso de algum Medicamento:
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Anexo C
Dificuldades na identificacéo laboratorial da talas ~ semia alfa.

Difficulties in laboratory identification of alpha thalassemia.

Karlla Greick Batista Dias-Penna®, Paulo Roberto de Melo-Reis?, Mauro Meira

de Mesquita?, Jairo Batista da Silva?, Luiz Artur Mendes Bataus®.

'Professora mestre pela UFG. Professora assistente do Departamento de
Biomedicina da Universidade Catodlica de Goias. Doutoranda em Biologia
Celular e Molecular pela Universidade Federal de Goias.

’Professores mestres pela UCG. Professores assistentes do Departamento de
Biomedicina da Universidade Catdlica de Goiés.

3Professor doutor pela UNB. Professor da UFG, Departamento de Biologia,

Instituto de Ciéncias Biologicas, UFG, Goiania GO.

Trabalho desenvolvido no Laboratério de Estudo e Pesquisa em Anemias
Hereditarias — LEPAH — do Departamento de Biomedicina da Universidade

Catdlica de Goias (UCG), Goiania, GO.
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Resumo

INTRODUCAO: Talassemia alfa € uma sindrome associada a reducdo da
sintese de cadeias de globina do tipo alfa. A severidade das manifestacdes
clinicas estdo relacionadas com a quantidade de globinas produzidas e a
estabilidade das cadeias beta em excesso presentes. A talassemia alfa minima
resulta da delecdo de apenas um dos quatro genes a (-a/aa). Clinicamente
apresenta anemia leve com microcitose ou auséncia de anemia, sendo o
diagnaostico realizado através da visualizacdo da Hb H pela eletroforese alcalina
em acetato de celulose ou pela identificagdo das inclusdes celulares de Hb H
coradas pelo azul de crezil brilhante. OBJETIVO: Avaliar portadores de
talassemia alfa e seus respectivos progenitores, correlacionando o perfil
hematoldgico e a presenca de Hb H, utilizando procedimentos laboratoriais
classicos, em trés diferentes amostragens. DISCUSSAO E CONCLUSAOQ: Os
dados obtidos mostram que a presenca de Hb H, indicativo de talassemia alfa,
pode ser temporéria. A talassemia alfa estd associada a defeitos genéticos
envolvendo os genes codificadores da cadeia alfa, mas também pode estar
associada a um desbalanciamento temporario na expressao dos genes globina,
diminuicdo de alfa ou aumento de beta, 0 que poderia explicar o aparecimento
de tetrameros de cadeia beta (Hb H) sugerindo o diagnéstico de talassemia alfa

minima.

Unitermos: Hemoglobinopatias, Talassemia alfa, Hemoglobina H

Anexos 125



Abstract

BACKGROUND: Alpha thalassemia is a syndrome associated the reduced
synthesis of alpha globin chains. The severity of clinical manifestations is related
to the amount of globin produced and the stability of the beta chains presented
in excess. The thalassemia alpha minimum is caused by the deletion of one of
the four genes a (-a/aa). Clinically it presents mild anemia with microcytosis or
absence of anemia, and the diagnoses is done by the visualization of Hb H by
the alkaline electrophoresis on cellulose acetate or can be detected by the
visualization of the inclusion bodies of Hb H in cells stained with supravital
oxidizing dyes as the brilliant cresyl blue. OBJECTIVE: Evaluate thalassemia
alpha carriers and their respective progenitors, correlating the hematology
profile and the presence of the Hb H, by classics laboratories proceeding, in tree
different samplings. DISCUSSION AND CONCLUSIONS: The results show that
the presence of the Hb H, indicative of talassemia alpha may be temporary. The
thalassemia alpha is associated to genetics defects involving the coding genes
of the alpha chain, but may be either associated with a temporary imbalance on
the expression of globin gene, reduction of alpha chain or beta increase, what
could explain the surging of the tetramers of beta chain (Hb H) suggesting the

diagnoses of alpha thalassemia minimum.

Key words: Hemoglobinopathies, Thalassemia alpha, Hemoglobin H
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Introducgéo

A talassemia (hemoglobinopatia) € uma sindrome que envolve os genes
produtores de globina, alfa e ndo alfa (beta, delta e gama), encontrada em
varios paises representando um sério problema de saude global principalmente
na Europa, Africa e Asia®®. No Brasil, devido a grande migracdo de povos
originados destes continentes, € descrito uma significativa frequéncia de
hemoglobinopatias que reflete uma enorme diversidade étnica dependendo da
regido estudada. Relatos das décadas de 70 e 80 mostraram a existéncia de
pacientes portadores de talassemia alfa no Brasil *>%.

A talassemia alfa esta associada com a sintese reduzida de cadeias de
globina alfa e consequiente aumento da concentracdo de cadeias beta. Este
desbalanceamento induz a formacdo de tetrdmeros de cadeias beta
denominados de hemoglobina (Hb) “H"2. Esses tetrameros apresentam
instabilidade, a qual resulta na precipitagdo dessa hemoglobina sobre a
membrana do eritrocito, diminuindo conseqientemente a sobrevida das

hemécias®. Atualmente cerca de 4.516 publicacdes sobre talassemia alfa estéo

disponiveis no banco de dados da NCBI (National Library of Medicine

PubMed)®.

Nos cromossomos onze e dezesseis estdo presentes os complexos
génicos responsaveis pela sintese das cadeias globinicas a(alfa), B(beta),
y(gama), &(delta), e(épsilon) e {(zeta). Em uma regido de aproximadamente
30Kb do cromossomo 16 (16p13.3) esta o cluster a 5'- { — w{ — wa2 — wal — a2

—al -61 -3 e no cromossomo 11 (11p15.5) esta o cluster § 5'— ¢ — Gy — Ay —
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B — & — B =3’ que compreende aproximadamente uma regido de 60 Kb*?, A
partir do sexto més apos o0 nascimento a molécula de Hb predominante é
designada por Hb A (a2B2) representando cerca de 95 a 98% do total de
hemoglobina. Em menor quantidade, cerca de 2,0 a 4,0%, existe a Hb A, (02562)
e a Hb Fetal (a2y2) com menos de 1,0%%%.

As manifestacdes clinicas da talassemia alfa séo bastante diversificadas
dependendo do numero de genes alfa afetados. Existem quatro genes alfa
ativos representado por dois haplétipos aa (ao/aa). Sendo assim, as
talassemias alfa sdo classificadas de quatro formas: portador silencioso ou a-
talassemia minima que resulta da delecdo de um dos quatro genes a (-a/aq);
traco a-talassémico ou a-talassemia menor que resulta da delecdo de dois
genes a ho mesmo cromossomo (--/aa) ou em cromossomos diferentes (-a/-a);
doenca da Hb H ou a-talassemia intermédia onde trés genes foram deletados (-
-/-a) e por fim a Hidropsia fetal que resulta da delecédo dos quatro genes a (--/--
)25_

A regulacdo dos genes alfa se faz por meio de uma regido conhecida
como HS-40 localizada a 40 Kb “upstream” do gene { sendo que sua
integridade € essencial para a expressdo dos genes do cluster. As delecdes
que removem esta sequéncia silenciam a expressado dos genes do cluster alfa
localizado em posicao “downstream”®.

O diagnostico da talassemia alfa pode ser feito pela detec¢do de Hb H no
sangue hemolisado, por meio da eletroforese alcalina em acetato de celulose

ou pela visualizacdo dos corpos de inclusdo de Hb H corados com azul de crezil

brilhante nos eritrécitos do sangue periférico?®. Segundo Skogerboe (1992)*° e
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Thompson (1989)" existe uma correlacdo entre a formacdo dos corpos de
inclusdo de Hb H e os varios gendtipos alfa, no entanto a sua auséncia nao
exclui o diagnostico principalmente no caso de portador silencioso ou a-
talassemia minima.

Esse trabalho teve como objetivo avaliar portadores de talassemia alfa,
correlacionando o perfil hematolégico e a presenca de Hb H, utilizando
procedimentos laboratoriais classicos, em trés diferentes amostragens. Foram

analisadas também as amostras dos progenitores destes portadores.

Casuistica e Métodos

Foi realizado o acompanhamento dos resultados de individuos que
apresentaram a migracao eletroforética compativel com Hb H na eletroforese
alcalina de hemoglobina em acetato de celulose, em trés amostragens
diferentes. O estudo foi realizado no Laboratorio de Estudo e Pesquisa de
Anemias Hereditarias — LEPAH, do Departamento de Biomedicina da UCG, de
acordo com as normas da Resolugdo n°® 196/98 do Conselho Nacional de
Saude. As amostras foram coletadas no ano de 2001, 2004 e 2006
compreendendo um periodo de seis anos. Foram analisadas 30 amostras de
sangue total coletadas com EDTA provenientes de 10 criangcas de ambos o0s
sexos e de seus respectivos pais. O trabalho faz parte de um projeto submetido
e aprovado pelo comité de ética da Universidade Federal de Goias, sob

protocolo numero 065/2005.
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Para a determinacgéo da talassemia alfa foi realizada a pesquisa de Hb H
por meio da eletroforese em acetato de celulose em pH alcalino (tampé&o TEB,
pH 8,5), com hemolisado réapido utilizando saponina & 1%'° e também a
deteccdo dos corpos de inclusdo de Hb H (PIEHH) com azul de crezil
brilhante®,

Foram realizados também a resisténcia globular osmaética em cloreto de
sédio a 0,36%'® e a avaliacdo do volume corpuscular médio (VCM) dos
eritrocitos fornecido pelo equipamento PENTRA 60 (ABX®) adotando o valor de
referéncia de 80 a 86 fentolitros, para ambos os sexos %°.

As amostras que apresentaram Hb S foram submetidas, para
confirmac&o®, aos testes de: eletroforese acida de hemoglobinas, teste de

falcizacdo com solucdo de metabissulfito de sodio a 2% e cromatografia liquida

de alta resolucdo (HPLC) no aparelho VARIANT | da Biorad®.
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Resultados

O perfil dos tipos de hemoglobinas presentes no sangue de dez criancas
e seus respectivos pais foram avaliados por eletroforese alcalina em acetato de
celulose. As amostras de sangue foram coletadas em diferentes épocas (2001,
2004 e 2006) e sao mostradas na tabela 1.

Oito, dentre as dez criancas identificadas como portadoras de Hb H na
primeira avaliacdo, apresentaram variacdo quanto a presenca dessa
hemoglobina quando reavaliadas. Trés criangas nédo apresentaram mais o perfil
de Hb H. Apenas as criancas cinco e oito mantiveram o mesmo perfil da
primeira amostragem. Dos 20 pais avaliados, onze ndo apresentaram Hb H em
nenhuma das avaliacdes. Nove pais apresentaram Hb H, sendo que cinco
apresentaram alternancia de resultado. Ao todo foram avaliados 30 individuos,
13 desses apresentaram resultados contraditorios quanto a presenca de Hb H,

perfazendo um total de 43,33%.
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Tabela 1 — Resultados do perfil eletroforético em acetato de celulose, da
pesquisa dos corpos de inclusdo de Hb H (PIEHH) e da prova de resisténcia

osmotica a salina 0,36% dos 30 individuos nas amostras coletadas no ano de

2001, 2004 e 2006.

PERFIL PESQUISA INTRA- PROVA DE RESISTENCIA
ELETROFORETICO ERITROCITARIA HbH OSMOTICA A SALINA 0,36%
Individuo Idade 2001 2004 2006 2001 2004 2006 2001 2004 2006
em
2001

1 02anos | ASH AS ASH | Positivo Negativo Positivo | Positivo Negativo Positivo
1P 36 anos | AH AH AA Positivo ~ Positivo  Negativo | Positivo  Positivo  Negativo
1M 32anos | AS AS AS | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
2 03 anos | ASH AS AS Positivo  Negativo Negativo Positivo  Negativo Negativo
2P 42 anos | AH AH AH Positivo  Positivo Positivo | Positivo  Positivo Positivo
2M 37 anos | AS AS AS | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
3 03 anos | AH AA AA Positivo  Negativo Negativo | Positivo Negativo  Negativo
3P 28 anos AA AA AA | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
3M 25anos | AH AA AH Positivo  Negativo Positivo Positivo  Negativo Positivo
4 04 anos AH AA AH Positivo  Negativo Positivo Positivo  Negativo Positivo
4P 35anos | AA AA AA | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
4M 34 anos AH AH AA Positivo Positivo  Negativo | Positivo Positivo  Negativo
5 03anos | ASH ASH ASH | Positivo  Positivo Positivo | Positivo  Positivo Positivo
5P 43 anos | AA AA AA | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
5M 38anos | ASH ASH ASH | Positivo  Positivo Positivo | Positivo  Positivo Positivo
6 0O5anos | ASH ASH AS Positivo ~ Positivo  Negativo | Positivo  Positivo  Negativo
6P 44 anos AA AA AA | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
6M 4lanos | ASH ASH ASH | Positivo  Positivo Positivo | Positivo  Positivo Positivo
7 09 anos | AH AA AA Positivo  Negativo Negativo | Positivo Negativo  Negativo
7P 39anos | AH AA AA Positivo  Negativo Negativo | Positivo Negativo  Negativo
™ 37 anos AA AA AA | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
8 06 anos | AH AH AH Positivo  Positivo Positivo | Positivo  Positivo Positivo
8P 44 anos | AA AA AA | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
8M 43 anos AA AA AA | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
9 07 anos | AH AA AH Positivo  Negativo Positivo | Positivo Negativo Positivo
9P 45 anos | AA AA AA | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
oM 38anos | AA AH AH | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
10 05anos | AH AA AH Positivo  Negativo Positivo | Negativo Negativo Negativo
10P 37 anos AA AA AA | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
10M 34 anos AH AH AH Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo  Negativo

P = pai, M = mae, em negrito perfil diferente da amostra inicial de 2001.
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Na tabela 1 pode-se observar também que na amostragem inicial do ano
de 2001, todas as criancas avaliadas apresentaram corpos de inclusdo de Hb
H. Nos anos de 2004 e 2006, oito das dez criancas analisadas tiveram
resultados contraditorios relativo a PIEHH. Dessas oito criancas, trés néao
apresentaram mais o resultado positivo. Portanto, cinco criangas apresentaram
alternancia de resultados e apenas duas criancas mantiveram o resultado
positivo. Dos 20 pais, doze apresentaram resultado negativo para a PIEHH,
considerado normal. Quatro pais apresentaram resultado positivo em todas as
avaliagOes, trés em duas ocasifes e um apenas uma vez. Ao todo doze
individuos apresentaram resultados contraditorios, perfazendo um total de
40,00%.

Observamos ainda, na tabela 1, os resultados da prova de resisténcia
osmotica a salina 0,36%, onde sete das dez criancas analisadas tiveram
resultados contraditorios. Das sete criancas, trés ndo apresentaram mais o
resultado positivo. Quatro criancas apresentaram alternancia de resultados e
apenas trés mantiveram o resultado, sendo que as criangas cinco e oito
continuaram com o resultado positivo e a crianga dez com o resultado negativo.
Em relacdo aos pais, doze apresentaram resultado negativo para a prova de
resisténcia osmoética a salina 0,36%, considerado normal. Trés pais
apresentaram resisténcia em todas as avaliacdes, trés em duas avaliagbes e
dois somente uma vez. Ao todo doze individuos apresentaram resultados
contraditérios, perfazendo um total de 40,00%.

Os individuos que apresentaram Hb S mantiveram o mesmo resultado

em todos os testes confirmatorios: andlise eletroforética em pH acido, analise
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cromatogréfica utiizando HPLC e falcizacdo positiva com metabissulfito de
sédio.

A morfologia e o volume corpuscular médio dos eritrocitos (VCM)
apresentaram uma grande variacdo entre as trés amostragens (tabela 2).
Adotando o valor de 80fL como valor limite entre a normocitose e a microcitose,
pode-se observar que oito dos vinte pais apresentaram microcitose em alguma
das amostragens. Desses oito pais, quatro apresentaram microcitose em pelo
menos duas avalia¢gbes, sendo todos do sexo feminino. Das criangas avaliadas,
todas apresentaram o VCM com valores inferiores a 80fL na primeira avaliacao.
Seis criangas apresentaram novamente resultados inferiores a 80fL e duas

criangas apresentaram o VCM diminuido nas trés amostragens.
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Tabela 2 — Resultados do Volume Corpuscular Médio (VCM), em fentolitros (fL),
dos 30 individuos. (P = pai, M = mée)

Individuo 2001 2004 2006
1 72,3 87,6 79,7
1P 80,5 78,5 84,3
1M 88,5 90,5 90,1
2 75,7 88,3 86,7
2P 81,5 80,2 78,9
2M 88,5 90,8 91,4
3 79,4 85,7 85,7
3P 92,1 91,1 89,6
3M 79,4 89,7 78,3
4 75,5 88,3 77,2
4P 92,1 88,5 90,7
4M 79,4 77,6 89,9
5 75,7 73,9 74,3
5P 90,5 89,8 90,5
5M 80,6 78,7 80,1
6 79,4 80,1 85,7
6P 91,2 92,1 89,9
6M 81,2 78,3 77,4
7 76,5 84,3 87,6
7P 78,7 89,4 89,3
™ 90,6 91,4 86,4
8 72,7 77,5 75,6
8P 88,6 90,3 88,6
8M 92,2 89,8 92,2
9 78 88,1 77,3
9P 89,7 91,5 89,7
9M 90,5 80,4 90,5
10 77,4 88,2 78,4
10P 91,2 90,6 91,2
10M 80,3 78,2 76,9
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Discusséao

A talassemia alfa é caracterizada pela reducéo na producéo das cadeias
polipeptidicas do tipo alfa que resulta em eritocitos microciticos e hipocrémicos.
A severidade dessa doenca esta associada com o grau de comprometimento da
expressdo da cadeia alfa e pode ser classificada clinicamente em: portador
silencioso ou talassemia alfa minima, traco alfa-talassémico ou talassemia alfa
menor, doenca da Hb H ou talassemia alfa intermédia e Hidropsia fetal .

Os resultados obtidos nesse trabalho mostraram uma grande variacao
com relagdo a presenca de Hb H e o volume corpuscular médio (VCM) dos
eritrocitos, quando se compara as trés amostragens realizadas nos anos de
2001, 2004 e 2006. Essa variacdo alcancou 43,33% em relacdo a presenca de
Hb H, como pode ser observado nas tabelas 1 e 2.

Na primeira avaliacdo do perfil eletroforético no ano de 2001, todas as
criancas apresentaram Hb H e pelo menos um dos pais também apresentou,
com excecdo da crianca oito, cujos pais ndo apresentaram esta hemoglobina
em nenhuma avaliacdo (tabela 1). E importante ressaltar que a forma mais
comum de talassemia alfa é a hereditaria, entretanto existem as formas
adquiridas secundarias a uma patologia primaria .

Todas as amostras que apresentaram Hb H na eletroforese alcalina,
apresentaram corpos de inclusdo de Hb H na coloracdo com azul de crezil
brilhante e uma microcitose caracteristica da talassemia alfa. Embora a
auséncia dos corpos de inclusédo de Hb H na PIEHH n&o exclui o

7,11,12

diagnostico , uma vez que esta técnica exige muita habilidade e mesmo em

individuos com delecdo de dois genes alfa € comum encontrar uma ou duas
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destas inclusdes ap6s varios minutos duradouros de busca®. Das criancas
estudadas, oito apresentaram variagdo com relagdo a presenca de Hb H nas
amostras coletadas em diferentes épocas.

Na andlise da resisténcia globular a salina 0,36%, somente a crian¢a dez
apresentou teste negativo, porém a Hb H foi detectada pela visualizacdo dos
corpos de incluséo e pela eletroforese, tanto nas avaliagdes do ano de 2001 e
2006. Isto pode ser explicado porque o teste desenvolvido por Silvestrone e
Bianco (1975)* é um teste de triagem pouco especifico que visa apenas a
deteccdo de células microciticas dependendo diretamente da quantidade destas
células e do seu volume médio. Em relagdo aos pais, somente a mae 9M
apresentou o teste negativo nos anos de 2004 e 2006 e presenca de Hb H na
eletroforese.

Todas as amostras que apresentaram a Hb H, apresentaram eritrocitos
microciticos, VCM baixo, menor que 80 fL, demonstrando uma estreita
correlacdo entre microcitose e presenca de Hb H. Esses dados corroboram o
trabalho de Chan (2001)?, que estudaram a importancia de se avaliar em areas
de alta incidéncia de talassemia, pessoas com VCM normal, principalmente
quando os valores de VCM forem préximos ao limite inferior (80 fL). No estudo
conduzido em Hong Kong eles estudaram 95 individuos que apresentavam
VCM entre 80 e 85 fL, desses 32,63% apresentaram alfa talassemia.

Os dados obtidos nesse trabalho (tabela 1) sugerem que o
desbalanciamento entre as concentracbes de cadeias alfa e beta pode ser
temporario, visto que comparando as analises de épocas diferentes

encontramos resultados contraditérios para a deteccdo de Hb H. E importante
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destacar que as talassemias do tipo alfa podem ter duas origens: hereditaria e
adquirida. As formas hereditarias atingem 4% da populacéo brasileira, enquanto
as formas adquiridas sdo normalmente secundarias a um processo patolégico
primario’®#. Alguns autores descrevem interacdo de hemoglobinas variantes
com talassemia alfa. Na anemia falciforme é descrito interacdo benéfica com
talassemia alfa, ocorrendo diminuicdo da anemia hemolitica, inibicdo da
polimerizag&o intracelular da hemoglobina S e diminuicdo da intensidade de
hemolise *8*°.

Um trabalho realizado em nosso laboratério numa populacdo estudantil
de Goias, encontramos uma prevaléncia de 8,2% de talassemia alfa e 2,1% de
talassemia alfa associada a Hb S, entretanto ndo foram investigadas as
origens®. Analisando amostras de individuos oriundos de 55 cidades do estado
de Goias detectamos a prevaléncia de 10,1% de hemoglobinopatias, 5,2% de
talassemia alfa heterozigotica, 2,0% de heterozigose para hemoglobina S (Hb
AS), 1,0% de heterozigose para hemoglobina C (Hb AC), 0,7% de talassemia
beta menor, 0,5% de associacdo entre talassemia alfa e heterozigose para Hb
S, 0,3% de associacdo entre talassemia alfa e heterozigose para Hb C e 0,3%
de heterozigose para hemoglobina D (Hb AD)°.

Doencas hematologicas do tipo eritro-leucemias, doencas linfo e
mieloproliferativas crénicas e agudas e anemia sideroblastica estédo
normalmente associadas ao aparecimento de talassemia alfa®'’. Outros tipos
de doencas crbnicas, tais como a doenca de Chagas e Diabetes mellitus

também podem levar a um quadro de talassemia alfa e a deteccédo de Hb H>%.
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Em nosso laboratério também detectamos a talassemia alfa em 5,0% dos
individuos portadores de lGpus eritematoso sistémico’.

J& foram descritas algumas drogas capazes de afetarem a expressao
dos genes das globinas. Fibach (2003)* estudaram a induc&o da producéo de
Hb F utilizando a mithramycin que € uma droga capaz de se ligar ao DNA
provocando alteracOes estruturais que resultam no aumento dessa expressao.
A cadeia gama foi a que apresentou maior inducdo com o tratamento, as
cadeias alfa e beta também foram induzidas, mas apresentaram uma menor
inducdo quando comparada com a cadeia gama.

Viola (2008)** demonstraram, utilizando a técnica de transcrigéo reversa
quantitativa (Q-RT-PCR), a variacdo na concentracdo dos mRNA de globinas
em células tratadas com psoralenos ou irradiadas com luz UV. A concentracdo
de mRNA de globina alfa foi maior em células tratadas com 5-methoxypsoralen
quando comparada com células tratadas com 4,5 4'trimethyangelicin ou
irradiadas com luz UV. O mRNA de globina gama apresentou 0 mesmo padréo,
mas houve uma menor inducéo, portanto estes dados, bem como os de Fibach
(2003)* mostram claramente uma inducéo dos genes globina em resposta ao

tratamento com diferentes substancias.
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Concluséao

Os dados obtidos nesse trabalho mostram que a presenca de Hb H na
deteccdo de talassemia alfa, pode ser temporaria. A talassemia alfa esta
associada a defeitos genéticos envolvendo os genes codificadores da cadeia
alfa, mas também pode estar associada a um desbalanciamento temporério na
expressao dos genes das globinas, diminuicdo de alfa ou aumento de beta, o
que poderia explicar o aparecimento de tetrameros de cadeia beta (Hb H)
sugerindo o diagndstico de talassemia alfa minima.

E provavel que, além de defeitos genéticos associados aos genes alfa,
outros fatores possam induzir o aparecimento da talassemia alfa. Assim o
diagnostico dessa doenca deve ser tratado com muito cuidado, principalmente
em suas formas mais brandas. A presenca de Hb H deve ser confirmada por
diferentes métodos, deve ser associada com microcitose e com exames
realizados em diferentes periodos, devendo, sempre que possivel ser,

confirmada por métodos de diagnosticos moleculares.
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