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RESUMO

As hemoglobinopatias formam um grupo de alteracbes hereditarias
prevalentes em vérias regiées do mundo, mas atingem significativamente a populacéo
brasileira por sua miscigenacdo abundante. S&o alteracfes em genes estruturais, que
ocasionam a formacdo de hemoglobinas variantes, e/ou em genes reguladores,
causando as talassemias. Atualmente, o numero de hemoglobinas anormais
identificadas tem aumentado devido & melhoria nas metodologias de andlises, no
entanto, muitos laboratérios de rotina ndo estdo preparados para a correta
identificacdo destas alteracfes. No presente estudo objetivamos avaliar a prevaléncia
das hemoglobinopatias por meio de métodos classicos e fazer a caracterizacao
molecular das mutagbes S, C, beta talassemia IVS-110, IVS-1, IVS-6 e CD-39 pela
amplificacdo génica utilizando a técnica do PCR-AE. O estudo molecular utilizou
primers especificos que se ligam pontualmente na posicdo do alelo mutado e na
respectiva posi¢do do alelo normal, podendo assim realizar amplificagdo génica alelo
especifica. Foram coletadas 200 amostras de sangue periférico de pacientes do
Laboratério Clinico da PUC-Goias no periodo de julho/2012 a dezembro/2012. Os
resultados evidenciaram a validade da metodologia molecular na caracterizagdo das
mutacgdes, sendo observados dois pacientes (1%) AC, um (0,5%) AS, dois (1%) com
mutagéo IVS-6 e um (0,5%) IVS-6. O codon 39 e IVS-110 ndo foram detectados em

nenhum dos pacientes investigados.

Palavras-chave: Hemoglobinopatias, Talassemias, PCR.



ABSTRACT

The hemoglobinopathies are a group of heritable changes prevalent in various regions
of the world, but significantly affect the Brazilian population for its abundant
miscegenation. Are changes in structural genes that cause the formation of hemoglobin
variants, and / or regulatory genes, causing thalassemias. Currently, the number of
identified abnormal hemoglobin has increased due to improvements in methods of
analysis, however, many routine laboratories are not prepared for the correct
identification of these changes. In the present study aimed to assess the prevalence of
hemoglobinopathies using classical methods and make the molecular characterization
of mutations S, C, beta thalassemia IVS-110, IVS-1, IVS-6 and CD-39 by gene
amplification using the PCR technique (Polymerase Chain Reaction). The molecular
study used specific primers that bind promptly at the position of the mutated allele in
position and the normal allele can thereby carry out gene allele specific amplification.
200 peripheral blood samples of patients of the Clinical Laboratory at PUC-Goias were
collected during July / December 2012/2012. The results showed the validity of the
methodology in the molecular characterization of mutations, two (1%) AC patients, an
one (0,5%) AS, two (1%) with mutation IVS-6 and one (0,5%) IVS-1 observed. The

codon 39 and IVS-110 were not detected in any of the patients investigated.

Keywords : Hemoglobinopathies, Thalassemias, PCR .
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INTRODUCAO

As hemoglobinopatias sdo um tipo de disturbios hereditarios recessivos
compostos por talassemias e Hb variantes. As mutacdes ocorrem em regides
especificas e frequentemente sdo originadas por distribuicbes étnicas e geogréficas,
justificando os programas de controle destas mutacdes e o aconselhamento genético.
As mutacbes podem ser diagnosticadas por diversos métodos, porém o método de
escolha envolve cuidados com a metodologia aplicada e o grupo populacional que
sera estudado. A populacdo brasileira caracteriza-se por apresentar heterogeneidade
genética ampla, refletindo nos polimorfismos de hemoglobinas (CHINELATO-
FERNANDES; BONINI-DOMINGOS, 2005).

As hemoglobinopatias podem ser reflexo de mutagbes que afetam os genes
reguladores, causando um desequilibrio no conteddo quantitativo das cadeias
polipeptidicas, consequentemente nos tipos normais de Hb causando as talassemias,
ou, ainda, de alteragbes envolvendo genes estruturais que causam a formagéo de
moléculas de Hb com caracteristicas bioquimicas diferentes das Hb normais, também
denominadas Hb variantes (ONDEI; ZAMARQO; BONINI-DOMINGOS, 2005).

O ndmero de Hb variantes descritas na literatura tem aumentado
significativamente. Ja foram catalogadas 1.194 Hb variantes no Hemoglobin Variant
Data Base (Acesso em 24/09/2014). A maior parte delas é causada por substituicdes
de aminoé&cidos, resultantes de mudancas nas sequencias de nucleotideos
(CHINELATO-FERNANDES; BONINI-DOMINGOS, 2006). A Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) estima que 5% da populacdo mundial seja portadora de algum tipo de
anemia hereditaria (FERREIRA, 2012).

A populacdo brasileira exibe genes para as hemoglobinas variantes com
variaveis frequéncias e influenciadas por seus grupos étnicos constituidores. Entdo, o
diagnostico desses portadores de alteracdes genéticas é de valia para a saude
publica, pois representam a origem de novos heterozigotos e de possiveis
homozigotos. A contencdo das hemoglobinopatias tem sido possibilitada por meio do
aconselhamento genético e diagndstico precoce, com acompanhamento clinico dos
homozigotos, o esclarecimento dos heterozigotos, principalmente dos casais de risco,
pode contribuir para evitar 0 nascimento de criangcas portadoras de uma patologia
genética, podendo ser letal (CHINELATO-FERNANDES; BONINI-DOMINGOS, 2006.
VIANA-BARACIOLLI, 2001).
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O diagnostico dessas variantes tem sido realizado por varias metodologias,
porém a experiéncia laboratorial deixa clara a falta de uma resolugdo suficiente para a
correta caracterizagdo, confirmacdo da mutacdo e o estabelecimento de um protocolo
de acompanhamento dos portadores nas metodologias mais empregadas na rotina
laboratorial. A introdugdo de metodologia molecular pode contribuir o fato de forma
segura e acertada, caracterizando o tipo de mutacéo responsavel pela patologia. Os
testes de triagem, isoladamente, ndo sdo especificos para quaisquer
hemoglobinopatias; porém, juntos, podem ajudar no diagndéstico da alteracdo e
direcionamento dos procedimentos posteriores, auxiliando na compressdo dos
processos fisiopatologicos relacionados ao distdrbio genético em questdo
(CHINELATO-FERNANDES; BONINI-DOMINGOS, 2006).

1. Estudo das hemoglobinas variantes e talassemias

Milhares de pessoas no mundo portam, em seu patrimbnio genético,
hemoglobinas anormais em diferentes combinac¢des, com consequéncias que oscilam
de praticamente imperceptiveis as letais. O diagnostico correto e classificagdo tém
grande importancia para a genética e bioquimica. O continuo avango que vem sendo
obtido em genética a respeito das alteragdes que desencadeiam doencas hereditarias
exigem novas estratégias e métodos para deteccdo das mutagbes. A ampla
heterogeneidade molecular e os diversos locus de mutagcdo em cada gene causavam
sérias limitacbes nas pesquisas até pouco tempo atrds. Com a implantacdo da
tecnologia de DNA recombinante e PCR (Reagdo em cadeia da polimerase),
ossubsidios para a resolucdo destes problemas aumentou. Hoje, mutacdes de um
determinado gene especifico podem ser detectadas por hibridizacdo e amplificacdo do
alelo especifico (LEONELI et al, 2000).

A hemoglobina é uma proteina composta por quatro globinas, associadas a
grupos heme, constituido por um atomo de ferro em uma estrutura porfirica. A
Hemoglobina possui quatro cadeias polipetpitidicas, uma alfa e outra beta. Os genes
da globina alfa estdo arranjados no cromossomo 16, e 0s genes da beta globina, no
cromossomo 11. Cada um dos genes do cluster da globina pode ser sequenciado, e
estabelecida a sua estrutura, além de um numero de sequencias regulatérias
importantes definidas.

A andlise da expressao génica da hemoglobina do eucarioto € possibilitado pelo
uso do locus da Beta globina, um complexo sistema génico. O locus € formado por

cinco genes funcionais da beta globina, ¢, ©y, %y, &, eB, organizados no cromossomo
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em ordem de expressdo durante a ontogenia. A regulacdo da expressdo genica é
controlada, em parte, pela regido de controle do locus. Durante a ontogenia dois
switches ocorrem na expressdo do gene da B-globina que implicam na mudanca de
requisitos por oxigénio no feto (CHINELATO-FERNANDES; BONINI-DOMINGOS,
2006). O primeiro switch ocorre no periodo embriogénico, de ¢- para fetal, y-globina,
em meados da sexta semana de gestacdo. O segundo switch ocorre do periodo fetal
para adulto, - para B-globina logo apds o nascimento. Novos fatores eritrGides
especificos de transcricdo foram descobertos e 0 seu papel na expressao genica da
estrutura da cromatina tém aumentado o entendimento do principio de switch do gene
da globina. A hierarquia de eventos que regulam a expressdo do gene ao longo do
desenvolvimento, a partir de sinalizagdo extracelular para ativacdo ou repressdo da
transcrigdo, no entanto ainda é complexa (HARJU; MCQUEEN; PETERSON, 2002).

Genes do complexo gene B-globina, juntamente com os do complexo gene a-
globina (HBZ2, HbA2 e HBAL1) codificam o desenvolvimento especificamente de
hemoglobinas nos vertebrados. A transcricdo do HBBC mamifera € regulada tanto
por elementos proximais, tais como promotores, e por um elemento de regulacao
distal, a regido de controlo do locus (LCR). O LCR é marcado por varios locais de
hipersensibilidade (HSS) na cromatina eritroide, e € necessaria para a expressao
de genes dentro do HBBC em células eritroides (MOLETE et al, 2001.
STEIMBERG et al, 2001).

Diversas doencas genéticas humanas aparentemente surgem pelo
descontrole de citosinas em dinucleotideos CpG metilados. A sua taxa de mutacéo
€ elevada quando C estd presente como 5-metil-citosina, mas acredita-se ser
normal quando ndo metilado. O gene da beta-globina contém dois, o gene da
gama-globina cinco, e cada um dos genes alfa-globina contém 35 CpG. O CpG é
metilado na beta e gama-globina, enquanto nos genes alfa-globina sdo baixo
metilados. Esperava-se que o CpG fosse uma fonte frequente de mutagdes nos
genes beta e gama-globina, mas ndo nos genes alfa-globina, de fato, as
evidéncias apontam para CpG como uma fonte frequente de mutacdes em ambos
0s genes alfa e beta-globina. (PERTUZ, 1990. BERTHOLO; MOREIRA, 2005).

Em individuos adultos sem a presenca de mutacdes, existem duas cadeias alfa e
duas cadeias beta, formando a hemoglobina Al, e duas cadeias alfa e duas delta para
a hemoglobina A2 (ZAMARO et al, 2002).
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A hemoglobina fetal — Hb F é formada por duas cadeias gama e duas cadeias
alfa e é caracteristica do periodo fetal de desenvolvimento, tendo sua sintese
diminuida no periodo pés-natal (ZAMARO et al, 2003). Em algumas alteragdes
hereditarias, a Hb F permanece aumentada, como nas delta-beta talassemia, beta
talassemia e persisténcia hereditaria de Hb F (PHHF). A persisténcia da Hb F apds os
seis meses de idade pode ser influenciada por defeitos genéticos ligados aos genes
gama, associagbes com algumas hemoglobinopatias ou fatores ambientais. Em
adultos normais, a Hb F representa menos de 1% das hemoglobinas totais, com
porcentagem média de 0,4%. O percentual de hemoglobinas normais no adulto é de
Hb A: 96% — 98% e Hb A2: 2,5% — 3,5% e Hb F de 0% — 1% (ZAMARO et al, 2002).

A sintese da globina gama também pode ser estimulada por fatores externos
como leucemias, transplantes de medula éssea, indu¢des quimicas, dentre outros. A
Hb F influencia também a manifestacéo clinica de outras hemoglobinopatias, por sua
afinidade aumentada ao oxigénio, melhorando os sintomas apresentados (ZAMARO;
BONINI-DOMINGOS; HIDALGO, 2003).

As mutacgdes envolvendo genes estruturais promovem a formacao de moléculas
de hemoglobinas com caracteristicas bioquimicas diferentes das hemoglobinas
normais, por isso sdo chamadas variantes, em sua maioria originada por substituicbes
de aminoacidos, produto de mudancas nas sequéncias de nucleotideos. As mutacdes
que afetam genes reguladores promovem desequilibrio do conteddo quantitativo das
cadeias e, consequentemente, dos tipos normais de hemoglobinas, causando as
talassemias (ORLANDO; NAOUM; SIQUEIRA; BONINI-DOMINGOS, 2000).

A reducdo da atividade de uma dessas trés enzimas ocasionada por heranca
genética autossbmica recessiva pode resultar na elevacdo da concentracdo de
metaemoglobina, que, ao atingir valores entre 8% e 40%, promove a mudanca na cor
vermelha do sangue para a cor marrom e presenca de produtos de degradacdo da
metaemoglobina no interior dos eritrécitos, os corpos de Heinz. Por fim, a
metaemoglobinemia causada por alteracdo na molécula da hemoglobina (Hb A)
em hemoglobina variante (Hb M) se deve a mutagbes que ocorrem nas globinas
alfa, beta ou gama. A afinidade ao oxigénio pode estar reduzida ou aumentada,
dependendo do tipo de Hb M. Quando a causa hereditaria que deu origem a Hb M
afeta a globina alfa, a cianose é observada nos primeiros dias apds 0 nascimento
do recém-nascido, enquanto nas alteracdes da globina beta as manifestacfes

clinicas e laboratoriais se sucedem principalmente apés o sexto més de vida,



16

quando a globina gama é substituida pela globina beta mutante da Hb M (NAOUM,;
RADISPIEL; SIQUEIRA; BONINI-DOMINGOS, 2000).

Hemoglobinas variantes, talassemias e interacdes observadas na populacao

brasileira

Hemoglobina S

A hemoglobinopatia S € a doengca com maior incidéncia na populagéo brasileira
e no mundo. Sua etiologia € uma mutacdo que ocorre no gene da globina beta, que
produz uma hemoglobina anormal, denominada hemoglobina S (HbS). O portador
pode manifestar-se como assintomatico, forma heterozigota com um Udnico gene
mutado, ou sintomatico, forma homozigota com dos dois genes mutados. A
precipitacao da HbS tem como consequéncias principais a anemia hemolitica crénica
e a oclusdo de pequenos vasos sangilliineos, que ocasionam lesbes teciduais
isquémicas com crises de dor, infartamento e necrose em diversos 6rgdos. A doencga
apresenta maior incidéncia em negros e pardos. Estimativas com base na prevaléncia
admitem, no Brasil, a existéncia de mais de dois milhdes de portadores do gene da
HbS, aproximadamente oito mil afetados na forma homozigota e o nascimento de
2500 casos novos por ano (NAOUM; SOUZA, 2004).

A morbidade e a mortalidade de portadores falcémicos tém sido relacionadas
com varias situagfes, destacam-se: o desconhecimento da doenca, a dificuldade de
se proceder ao diagnéstico precoce e correto do gendtipo e as deficiéncias do
atendimento médico e dos procedimentos terapéuticos, entre outros. Entretanto, um
dos fatores predisponentesao processo hemolitico das células falciformes induzem-no
as mdultiplas consequéncias patologicas da doenga falciforme devido & degradacgéo
oxidativa da Hb S. A desoxigenacdo da Hb S leva a sua metemoglobinizagdo (meta-
Hb S) e consequente aumento desse pigmento dentro do eritrocito. Quando a
concentracdo de meta-Hb S supera a acdo da enzima meta-Hb-redutase, €
desencadeada a degradacdo da meta-Hb S, com formacdo de hemicromos ou
subprodutos do grupo heme, e a precipitacdo da globina S, oxidada sob forma de
corpos de Heinz (ZAMARO, 2002).

Durante a formagdo do eritrécito em forma de foice, entre os eventos
bioquimicos e polimerizantes da célula, ocorre a degradacédo oxidativa da Hb S, com
liberacdo de espécies ativadas de oxigénio que alteram a distribuicdo das moléculas
de imunoglobulinas G (IgG) na superficie da membrana eritrocitaria. As disposi¢des

desordenadas da molécula de IgG em determinadas regides da célula falciforme
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facilitam as ligacdes com os receptores Fc das células endoteliais e, dessa forma,
induzem a acéo fagocitaria dos macréfagos no sistema reticulo endotelial, causando
hemolise e anemia (ZAMARO et al, 2002).

A causa da doenca € uma mutacao pontual no gene beta da globina, em que ha
a substituicdo de uma base nitrogenada do cédon GAG para GTG, resultando na troca
do &cido glutdmico (Glu) pela valina (Val) na posicdo numero seis do gene. Essa
substituicdo origina uma molécula de hemoglobina anormal denominada hemoglobina
S (HbS), ao invés da hemoglobina normal chamada de hemoglobina A (HbA) (Figura
2). Ambos os genes responséveis pela producdo da cadeia beta codificam Hb S, nédo
havendo a producdo de HbA. Os heterozigotos para HbS tém um Unico alelo alterado.
O outro gene da cadeia beta codifica uma cadeia beta normal, resultando no traco
falciforme. A hemoglobina S esté presente na populag¢éo brasileira com prevaléncias
variaveis, dependentes dos grupos raciais formadores de cada regido (ZAMARO et al,
2002).

Dados da literatura mostram que o diagndstico precoce, sobretudo ao
nascimento, e o tratamento adequado, melhoram drasticamente a taxa de sobrevida e
a qualidade de vida dos doentes. Na anemia falciforme o simples esquema de
vacinagdo contra pneumococo e Haemophilus influenza, acompanhado de
penicilinoterapia profilatica, diminui o nimero de mortes no periodo critico, situado
entre 0s seis meses e 0s trés anos de idade. Porém, o diagndstico € dificultado em
algumas metodologias empregadas, como a migracao eletroforética em pH alcalino,
pois apresenta similaridade com outras hemoglobinas, e estudos complementares
para sua correta caracterizacdo sao necessarios. Em pacientes com Hb S os valores
de Hb A2 estdo aumentados porque quando dosados por HPLC parte das Hb S
alteradas elevam o pico de A2 (GULBIS; VERTONGEN, 1999), isso torna a dosagem
de Hb A2 invidvel por este método, fazendo-se necessaria a quantificacdo por outra

metodologia.
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Figura 2: Representagao esquematica do cédon 6 onde ocorre a mutagéo do nucleotideo “T” por

“A”, resultado na troca do acido glutdmico pela valina. Fonte: Rabelo, 2014.

Os heterozigotos do gene da hemoglobina S possuem um percentual de
hemoglobina anémala que varia de 22% a 45% da hemoglobina total. Esses individuos
apresentam, portanto, a hemoglobina S em mistura com a hemoglobina normal A
(fracdes A e A2), ao contrario dos homozigotos SS, que possuem quase toda a sua
hemoglobina do tipo S, com pequena quantidade (1% a 3%) de hemoglobina A2 e
guantidades variaveis (O a 30%) de hemoglobina fetal. As hemécias dos heterozigotos
apresentam a capacidade de se tornarem falciformes, embora, para tanto, devam ser
submetidas a menores tensdes de oxigénio do que as hemacias dos pacientes
homozigotos, que possuem maior potencial de falcizagdo (PAIVA-SILVA; RAMALHO,
1997).

Os testes de solubilidade para a triagem de HbS sé@o desaconselhados, uma vez
que, estes nao permitem distinguir individuos AS, SS ou SC. Além disso, em
neonatos, estes testes costumam ser negativos devido a pequena concentracdo da
HbS e grande quantidade de Hb fetal (DUCATTI et al, 2011).

Hemoglobina C

A hemoglobina variante do tipo C é um tipo de hemoglobina que desencadeia a
formacado de cristais no interior do eritrocito. Da mesma forma que a HbS, a HbC é
caracteristica de povos de origem africana, sendo encontrada com frequéncias entre 5
e 25% em muitas regides da Africa (DUCATTI, 2001). Consiste na mutacdo do gene

da globina beta no cédon 6 (GAG-AAG), resultando na substituicdo do sexto
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aminoacido da cadeia beta da hemoglobina humana, o acido glutamico, pelo
aminoacido lisina (Figura 3) (CHINELATO-FERNANDES; BONINI-DOMINGOS, 2006).

[ Tispapa [ 1[1] ]NDHFHAIIAI [ ]]

o (=)

Figura 3: Representacdo esquematica do cédon 6 onde ocorre a mutacdo do nucleotideo “C” por

“G”, resultado na troca do acido glutdmico pela lisina. Fonte: Rabelo, 2014.

A quantificacdo da HbA2 é muito dificil em portadores da hemoglobina variante
C, porgue ambas hemoglobinas co-eluem na maioria dos métodos cromatograficos,
exceto na cromatografia liquida de presséo elevada utilizando um gradiente de pH de
carboximetilcelulose (CM-52) com um tampdao de fosfato. Métodos eletroforéticos sao
ineficazes para separar hemoglobina C de HbA2 (ALMEIDA, 2011).

Hemoglobina D e interacdes

A Hb D é uma hemoglobina variante com mutacées em diferentes pontos da
globina beta, fatos que determinam pelo menos quatro tipos distintos: Hb D Iran, Hb D
Ibadan, Hb D Beograd e Hb D Punjab ou Los Angeles. O tipo mais comum entre 0s
gendétipos de Hb D é a Hb D Punjab ou Los Angeles que foi descrita em 1950 por Itano
e Neel. E originada de uma transversdo GAA-CAA no codon 121 da globina beta; essa
mutacgdo resulta na substituicdo do acido glutdmico por glutamina na proteina (Figura
4). No Brasil, em amplo estudo realizado em diversas regifes e avaliando 100 mil
pessoas, foi possivel avaliar que os casos de Hb D identificados eram do tipo D

Punjab ou Los Angeles, com prevaléncia média do genétipo da Hb AD na proporcao
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de um caso para cinco mil pessoas analisadas (NAOUM; MORAES; RADISPIEL;
CAVALHERI; VALERI, 2002).

Hemoglobina A Hemoglobina D

L ispagal [T L Diegga [T

mRHA mRBHA

[ (@) [

Figura 4: Representagdo esquematica do cédon 121 onde ocorre a mutagdo do nucleotideo “G”

por “C”, resultado na troca do acido glutdmico pela glutamina. Fonte: Rabelo, 2014.

A homozigose da Hb D, ou Hb DD, é uma situacdo rara, mesmo na regido de
Punjab (India) onde a prevaléncia do heterozigoto (Hb AD) é variavel entre 2 e 3%. A
Hb DD — também conhecida por doenca de Hb D — se caracteriza por discreta anemia
microcitica e hipocrémica, e a concentracdo da Hb D é proxima de 97 e 98%. A
interacdo entre Hb D e talassemia beta também é uma situacdo muito rara, com
poucos casos relatados na literatura internacional e também apresenta discreto grau
de anemia microcitica e hipocrémica (BERTHOLO; MOREIRA, 2006).

A Hb D migra na mesma posicdo da Hb S em eletroforeses alcalinas, e a
diferenciagdo entre as hemoglobinas S e D se faz por meio de eletroforese em pH
acido. O diagndstico especifico dos tipos de Hb D pode ser efetuada por eletroforeses
de isofocalizagdo e de cadeias polipeptidicas de globinas, PCR e HPLC. Porém, o
HPLC apresenta limitacdes quando utilizando o método de troca catibnica. Em
paciente com HbD os valores de A2 estédo baixos, e aHb A2 pode estar eluindo no pico
de A ou D (DUCATTI et al, 2011).

Talassemias
As sindromes talassémicas compreendem um grupo heterogéneo de distlrbios

genéticos, caracterizados pela auséncia ou reducao na sintese de cadeia globinica. A
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talassemia beta caracteriza-se pela sintese deficiente de cadeia beta e a talassemia
alfa, pela diminuicdo na sintese de globina alfa. Nas formas sintométicas, as
talassemias se apresentam como anemia hemolitica crénica e s&o, muitas vezes,
fatais na infancia (TALMACI et al, 2004).

Tipo beta e interagdes

A talassemia B pode ser definida como uma sindrome de hemoglobinopatias
hereditarias caracterizadas por uma deficiéncia quantitativa das cadeias de B globina
funcionais. Apesar de ser definida como uma reducdo na sintese de globina (3,
algumas formas resultam de variantes de hemoglobina estruturais que sao
sintetizados de forma ineficaz ou sdo tdo instaveis que resultam em uma deficiéncia

funcional das cadeias 3 e um fenétipo talassémico (THEIN, 2004).

Portadores de talassemia  podem ser clinicamente assintomaticos, eles podem
ter uma anemia ligeira com hipocrédmicose microciticos glébulos vermelhos
caracteristicos, niveis elevados de HbA2 e variavel de Hb F. No entanto, mesmo o0s
estados heterozigéticos para a talassemia B mostram uma diversidade fenotipica
comparavel com aquela de talassemia maior. Em alguns casos, o alelo para
talassemia B pode ser fenotipicamente "silencioso”, sem anemia ou quaisquer
alteracBes hematoldgicas. Ja em outros casos, o estado heterozig6tico provoca um
fendtipo quase tédo grave quanto formas principais, isto €, quando o alelo 3 talassemico
€ herdado dominantemente (NAOUM, 2007).

Os alelos da talassemia B podem ser classificados como (3° ou B+ refletindo o
fendtipo resultante. Na talassemia 3°, existe uma auséncia completa da producédo de
globina B e corresponde a talassemia mais severa, ja na B+ em que ha alguma,
embora reduzida producdo de globina B. Talassemia B intermediaria, por vezes
referida como B++, permite que uma quantidade moderada de globina B seja
produzida, enquanto na 'silenciosa’ 8 talassemia, o déficit na producédo da cadeia B €
minimo, e a diminuicdo de glébulos vermelhos é normal e os niveis de HbA2 s&o
normais (BONINI-DOMINGOS, 2004).

As mutacBes pontuais que causam [3 talassemia, resultado de substituicdes de
bases Unicas, causadas por pequenas insercdes ou delecées de algumas bases no
gene ou em sequéncias flanqueadoras, podem afetar o nivel de regulacdo
genética.Mutacbes que afetam o processamento de RNA podem envolver qualquer
uma dos dinucleotideos invariantes, em que o splicing normal é totalmente abolido

com o fenétipo resultante de 3° talassemia (ZAMARO et al, 2003).
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Em 90% dos portadores de talassemia beta menor, a concentracdo da Hb A2
apresenta-se elevada (4%-7%), com eritrograma composto por eritrocitose em relacao
ao hematdcrito, indices VCM e HCM reduzidos, morfologia eritrocitaria com presenca
de micrdcitos,esquisécitos, dacriécitos, hipocromia e pontilhados basdfilos. A principal
dificuldade no diagndstico ocorre pela concentracédo "normal” de Hb A2 decorrente da
associacdo com anemia ferropénica — a baixa concentracdo de ferro interfere na
sintese de globina delta, diminuindo a sintese da Hb A2 (NAOUM; BONINI-
DOMINGOS, 2007).

Alta concentracdo de Hb A2 em individuos malaricos e o aumento desta fragao
hemoglobinica pode facilmente sugerir resultados falso-positivos para o diagndstico de
beta talassemia menor, ja que a Hb A2 representa um grande referencial para a
confirmacao dessa patologia (OLATUNJI et al, 2003).

Outra dificuldade de diagnostico é enfrentada quando existe a interacdo da
talassemia beta menor com talassemia alfa, fato que diminui o desequilibrio entre
globinas alfa e beta e, por essa razéo, a Hb A2 pode-se apresentar em niveis normais
e a Hb H tornar-se visualmente imperceptivel. H4A casos em que o portador de
talassemia beta menor apresenta aumento das concentracdes de Hb A2 e de Hb fetal
(2% a 5%), ou entdo com nivel normal de Hb A2 e Hb fetal elevada (2% a 5%)
(NAOUM; BONINI-DOMINGOS, 2007).

Laboratorialmente, o paciente com talassemia beta maior apresenta anemia
grave com exuberante alteracdo da morfologia eritrocitéria. A andlise eletroforética
revela elevada concentracdo de Hb Fetal entre 20% e 100% dependendo do tipo
genético da talassemia beta (FONSECA et al, 1998).

Estudos moleculares mostram a alta frequéncia de mutantes do Mediterraneo,
como a mutagdo CD39. No mesmo estudo, com amostras da regido Nordeste,
observou-se uma alta frequéncia de uma mutagdo que raramente foi observada na
populagcédo do sudeste, a mutacdo 1IVS1-6 (ROCHA et al, 2010).

Talassemias do tipo alfa e interacdes

A talassemia alfa é a doenca com maior frequéncia de herdabilidade no mundo,
incluindo a populagéo brasileira, afetando principalmente os descendentes asiaticos e
alguns grupos africanos. Por volta de 10 anos atras, devido aos métodos de
diagnosticos inadequados, a frequéncia de alfa talassemia foi subestimada. Alguns
estudos mostram que uma frequéncia de 10-12% em algumas regiées com 25% em
especificos grupos. Em parte, esta diferengca parece estar relacionada com a
miscigenacdo da populacdo (ORLANDO; NAOUM; SIQUEIRA; BONINI-DOMINGOS,
2000).
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As talassemias do tipo alfa podem ser de origem hereditaria e adquirida.
Evidentemente as formas hereditérias sdo as mais comuns e atingem, pelo menos 4%
da populacdo brasileira. As formas adquiridas sdo secundarias a um processo
patoldgico primario (BONINI-DOMINGOS et al, 2000).

A principal caracteristica laboratorial da talassemia alfa é a visualizacdo da Hb H
em amostras de sangue hemolisados com saponina a 1% e submetidas a eletroforese
em acetato de celulose. A Hb H pode apresentar concentracfes visiveis a partir de
0,5% a 1,0%. Geralmente, portadores de Hb H com concentracao entre 0,5% e 2,0%
ndo mostram alteracdes numéricas no eritrograma. Por outro lado, portadores de Hb H
com concentracdes entre 3,0% e 7,0% apresentam eritrograma tipico de talassemia
menor, com eritrocitose em relacdo do hematocrito e indices VCM e HCM reduzidos. A
doenca de Hb H, entretanto, é de facil diagnéstico, pois a concentragdo da Hb H é
sempre maior que 15% e o eritrograma apresenta expressiva alteracdo morfologica

associada a moderado grau de anemia (ZAMARO et al, 2002).

As dificuldades de diagnéstico se apresentam principalmente relacionadas a
situacdes especificas, por exemplo: na interacdo alfa/beta talassemia, o desequilibrio
entre globinas alfa e beta pode ser minimo e, dessa forma, a Hb H se torna
indetectavel por eletroforese ou na pesquisa citolégica com azul de cresil brilhante
(BONINI-DOMINGOS et al, 2007).

Portadores de traco falciforme (hemoglobina AS) associados a talassemia alfa
apresentam alteragbes na morfologia dos eritrocitos, normalmente ausentes nos
heterozigotos para esta variante de hemoglobina. A interagdo entre hemoglobina S e
talassemia alfa tem sido descrita como um dos fatores responsaveis pela melhora no
quadro clinico de portadores homozigotos de hemoglobina S, diminuindo os episédios
de crises de falcizagdo. A morfologia eritrocitaria da maioria dos casos de interacdo Hb
AS/alfa talassemia observados, apresentou-se alterada, com padrdes de microcitose e

hipocromia variando de discretos a moderados (STEIMBERG et al, 2001).

No Brasil, a prevaléncia de hemoglobinas anormais € influenciada por fatores
ecoldgicos e raciais, conforme a regido analisada. A estimativa de ocorréncia média é
de 4%, sem considerar a talassemia alfa, originada por um ou dois genes afetados
(VIANA-BARACIOLLI, 2001).
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OBJETIVO GERAL

No presente estudo foi avaliado a prevaléncia das hemoglobinopatias S, C e
talassemia beta em um grupo de pacientes no Laboratério Clinico (LAC) da Pontificia

Universidade Catdlica de Goias (PUC — Goias).

OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Analisar as amostras pelo eritrograma;

- Analisar as amostras por cromatografia liquida de alta performance (HPLC),

identificar e quantificar as hemoglobinas variantes;
- Confirmar por meio da técnica de PCR a presenca de hemoglobinaSe C;

- Investigar por meio da técnica de PCR-AE as mutagbes IVS I-6, IVS I-110, IVS

I-1 e CD 39 nos pacientes com suspeitas de beta talassemia;

-Prevaléncia de hemoglobinas variantes comparados a grupos étnicos.
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CASUISTICA E METODOLOGIA

1. Casuistica

Foram coletadas 200 amostras de sangue periférico com EDTA, apés
consentimento informado, provenientes de pacientes do Laboratério Clinico da
Pontificia Universidade Catdlica de Goias, sem distincdo de sexo, maiores de 18 anos,
etnia ou classe social. O presente trabalho encontra-se em conformidade com as
orientacdes constantes da Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude/MS, e
com parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade
Catodlica de Goias, sob protocolo numero 76165.

A partir dos dados do eritrograma (VCM, HCM, CHCM e RDW) e HPLC
realizados com as 200 amostras, foram selecionadas 44 amostras que apresentaram
alguma alteracdo, conforme valores de referéncias (FAILACE, 2003) para investigacao
e analise por amplificagdo génica alelo especifica (PCR-AE), porém 2 amostras ndo
apresentaram amplificacdo. A extracdo de DNA das amostras bem como a andlise
molecular para as mutacdes foram realizadas no Laboratério Replicon da Pontificia
Universidade Catdlica de Goias.

Foram adotados como critérios de inclusdo pacientes com exames
encaminhados para o Laboratdrio Clinico da PUC-Goias, maiores de 18 anos e ambos

0S SEXO0S.
2. Metodologia

As amostras foram codificadas para se preservar a identidade dos individuos, e
submetidas aos testes especificos para a determinacdo do perfil de hemoglobinas. A
avaliacdo dos parametros hematolégicos foi realizada por procedimentos

automatizados, seguindo os padrdes de controle de qualidade.

Os parametros hematoldgicos avaliados foram hematdcrito, hemoglobina,
contagem global de eritrocitos, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e
indice de anisocitose (RDW) conforme tabela 1, no equipamento automatizado

Sysmex XE (Siemens®).
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Tabela 1: Valores de referéncia dos niveis hematimétricos e HPLC

Hemacias | Hemoglobina | Hematécrito VCM HCM CHCM RDW
45 a65| 135a18 0 82a101 | 26a36 11a
Homens terall gldL 40 a 54% L pg 31a36g/dl 14,5%
4a5,6 12a16,5 o 81al0l | 27a36 11a
Mulheres terall gldL 35a47% L pg 32 a36g/dl 14,5%
Hb Al Hb A2 Hb F
Adultos [ 94,3 a 96,5% 2,5a3,7% 0,5a2,0%

Fonte: Failace, 2003.

A morfologia eritrocitaria foi observada no esfregagco sanguineo por microscopia
Optica comum apos coloracéo pelo corante panétipo rapido (Newprov®). O tamanho,
a coloracdo e as variagfes de formas eritrocitarias foram criteriosamente analisados

conforme referéncias morfoldgicas de Failace (2003).

Em seguida as amostras foram analisadas por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) em Sistema Variant Il automatizado da Bio-Rad® com kit de
andlise para beta talassemia heterozigota (Beta-Short-Thal) (Bio-rad, 2014). Das 200
amostras analisadas 42 foram submetidas as analises moleculares que iniciaram com

a extracdo e quantificacdo do DNA gendmico.
2.1 Extracdo e quantificagdo do DNA gendmico

A extracdo de DNA das 44 amostras de sangue periférico coletadas foram
realizadas de acordo com as instru¢des do Kit comercial lllustra Blood Genomic Prep
Mini Spin® (GE 39 Healthcare, USA). Por conseguinte foram submetidas a
gquantificacdo no espectrofotbmetro NanoVue™ Plus de acordo com as instru¢des do
fabricante, tendo relevancia apenas as amostras cujo resultado da quantificagdo em

relagéo a concentracdo de DNA foi superior a 5ng/ul.
2.2 Amplificagdo do DNA gendmico

A amplificacdo do material genético para a identificacdo dos genétipos de
hemoglobina S, hemoglobina C, e talassemias beta com mutacao do tipo cédon 39,
IVS I-110, IVS I-6 e IVS I-1, foi realizada pela técnica de amplificacdo génica alelo

especifica (PCR-AE) segundo os protocolos de Bertholo & Moreira (2006).
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As reacOes de amplificac@o foram realizadas no termociclador Mini Cycler TM da
MJ Research, conforme algoritmo estabelecido para o equipamentoe na dependéncia
do fragmento de DNA a amplificar e das Tm dos primers utilizados.

2.3 Identificacdo dos gendétipos AA, AS, SS, AC, CC e SCNa
determinacdo genotipica utilizamos 3 tubos para cada amostra de DNA para um
volume final de 100 uL de reacado, acrescentando 20 mmol/L de tampéo, 0,2
mmol/L de cada dNTP; 1,5 mmol/L de MgCI2; 1,25 U de Taq DNA polimerase
(Gibco-BRL); 50,0 a 100,0 ng de DNA gendmico e 0,2 mmol/L de cada primer,
sendo no tubo 1 adicionados os primers Beta 5’-a, Beta 5’-b e Beta A-b; no tubo 2
os primers Beta 5-a, Beta 5’-b e Beta C-b e no tubo 3 primers Beta 5’-a, Beta 5’-b
e Beta S-b. O processo de amplificacdo foi realizado por uma desnaturacao prévia
de 95°C por 5minutos, acrescida de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C 1 minuto,
65°C por 2 minutos seguida de uma extensao final a 65°C por 7 minutos. A analise
dos produtos foi verificada em gel de agarose a 2% (Bertholo & Moreira, 2006
Adaptado — Temperatura de extensao final adaptada de 5 para 7 minutos).

2.4 Identificagdo dos genétipos IVS 1-6 e IVS I-110

Para os gendtipos IVS I-6 e IVS 1-110 utilizou-se 2 tubos para cada amostra de
DNA. Para IVS I-6 a reacdo de PCR-AE foi realizada para um volume final de 100 uL
de reacdo: 10 mmol/L de tampé&o, 0,2 mmol/L de cada dNTP;1,5 mmol/L de MgCI2;
1,25 U de Tag DNA polimerase; 50,0 a 100,0 ng de DNA gendmico e 0,2 mmol/L de
cada primer, sendo no tubo 1 adicionados os primers PCO1, PCO9 e IVSI6W e no
tubo 2 os primers PCO1, PCO9 e IVSI6M. O processo de amplificacéo foi realizado
por uma desnaturacéo prévia de 95°C por 7 minutos, acrescida de 32 ciclos de 94°C
por 50 segundos, 54°C por 50 segundos, 72°C por 50 segundos e uma extenséo final
a 72°C por 7 minutos. A reagdo de PCR-AE para IVS |-110 foi realizada nas mesmas
condi¢cbes acima utilizando os primers PCO1, PCO9 e TB110W no tubo 1 e PCO1,
PCO9 e TB110M no segundo tubo; no processo de amplificacdo a temperatura de
hibridizag&o foi de 55°C, realizando-se 30 ciclos. A andlise dos produtos foi verificada
em gel de agarose a 2% (Bertholo & Moreira, 2006).

2.5 Identificacdo dos genétipos IVS |-1 e CD 39

Para os gendtipos IVS I-1 e CD 39 utilizou-se 2 tubos para cada amostra de DNA.
Para CD39, a reacao de PCR-AE foi realizada para um volume final de 100 uL de

reacdo: 10 mmol/L de tampé&o, 0,2 mmol/L de cada dNTP; 1,5 mmol/L de
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MgCl2;1,25 U de Go Tag DNA polimerase (Promega); 50,0 a 100,0 ng de DNA
gendmico e 0,2 mmol/L de cada primer, sendo no tubo 1 adicionados os primers
PCO1, PCO9 e PS39W e no tubo 2 os primers PCO1, PCO9 e PS39M. O
processo de amplificacdo foi realizado por uma desnaturacéo prévia de 95°C por 7
minutos, acrescida de 32 ciclos de 94°C por 50 segundos, 54°C por 50 segundos,
72°C por 50 segundos e uma extensdo final a 72°C por 7 minutos.A reacdo de
PCR-AE para IVS I-1 foi realizada nas mesmas condi¢cdes acima com pequenas
alteracdes: utilizagéo de primers PCO1, PCO9 e IVSI1IW no tubo 1 e PCO1, PCO9
e IVSIIM no segundo tubo; no processo de amplificacdo a temperatura de
hibridizacdo também foi de 54°C, realizando-se 35 ciclos. A andlise dos produtos

foi verificada em gel de agarose a 2% (Bertholo & Moreira, 2006).

2.6 Sequéncias nucleotidicas dos primers utilizados nas reagdes em cadeia
da polimerase

As sequéncias nucleotidicas dos primers utilizados nas reacdes em cadeia da
polimerase alelo especificas para a identificacdo de alterag6es nos genes das globinas

beta humana estéo apresentadas na tabela 2.

Tabela 2 - Sequéncias nucleotidicas dos primers utilizados nas reagdes em cadeia da polimerase

PRIMERS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS cootgiﬁ‘:iﬁ\f::: ANK
Beta 5’-a Sense 5’ GTACGGCTGTCATCACTTAGACCTCA 3’ 62008 — 62033
Beta 5’-b Antisense 5’ AGGGGAAAGAAAACATCAA 3 62649 — 62667
Beta A-bAntisense 5’ TAACGGCAGACTTCTCCTC 3’ 62205- 62223
Beta C-b Antisense 5’ TAACGGCAGACTTCTCCTT 3’ 62205- 62223
Beta S-bAntisense 5’ TAACGGCAGACTTCTCCAC 3’ 62205 — 62223
PCO1 Sense 5’ GTCCAACTCCTAAGCCAGTG 3’ 61969 — 61988
PCO9 Antisense 5’ CAGATACCCTGGGAACTACA 3’ 62636 — 62655
TB110W Antisense 5 GGGTGGGAAAATAGACC 3’ 62379- 62395
TB110M Antisense 5’ GGGTGGGAAAATAGACT 3’ 62379- 62395
PS39W Antisense 5’ GACTCAAAGAACCTCTG 3’ 62424- 62441
PS39M Antisense 5" GACTCAAAGAACCTCTA 3’ 62424- 62441
IVSIBW Antisense 5’ GTCTTGTAACCTTGATA 3’ 62282-62298
IVSIBM Antisense 5’ GTCTTGAACCTTGATG 3’ 62282-62298
IVSI1TWAntisense 5’ GTAACCTTGATACCAAC 3’ 62277-62293
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IVSI1IM Antisense 5" GTAACCTTGATACCAAA 3’ 62277-62293

Fonte: Bertholo e Moreira, 2006.

2.7 Andlise dos dados

Os resultados foram tabulados e analisados no programa estatistico do pacote Office®

Excel, pelos testes estatisticos de média, minima e maxima.
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RESULTADOS

Das 200 amostras analisadas 16,5% (33/200) apresentaram alguma alteracao no
eritrograma em ambos os sexos, sendo hemacias, hemoglobina, hematécrito e VCM
(Gréfico 1) quando comparados com os valores de referéncia (Tabela 1) para o

respectivo sexo.
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Grafico 1: Alteragdes no eritrograma. NUmero de pacientes por género com alteragdo nos s

parametros hemacias, hemoglobina, hematdcrito e VCM.

Quando foi analisado o parametro hemacias foram encontrados 5%(10/200)
pacientes fora do valor de referéncia. Para pard@metro hemoglobina foram encontrados
4% (8/200) pacientes fora do valor de referéncia. Quando foi analisado o parametro
hematocrito foram encontrados 3,5% (7/200) pacientes fora do valor de referéncia.
Para paradmetro volume corpuscular médio foram encontrados 4,5%(9/200) pacientes

fora do valor de referéncia (Tabela 3).

Tabela3: Percentual de pacientes que apresentaram resultados alterados em relacéo aos

valores de referéncia especificos. Failace, 2003.

Parametro Fora do valor de referéncia  Adequado ao valor de referéncia

95% (190)

5%(10)

4%(8) 96% (192)




31

3,5% (7) 96,5% (193)
4,5% (9) 95,5% (191)
34

Por meio da HPLC foram identificadas uma amostra com perfil hemoglobinico
AS (Figura 5), apresentando 64,5% de Hb S, 19,6% de Hb F e 7,0% de A2. 02
amostras com perfil hemoglobinico AC, 22 amostras com aumento de Hb A2 e 10 com

aumento de Hb Fetal, sugestivas de beta talassemia, representadas no Grafico 2.
Podendo apresentar mais de uma alteracéo por paciente.
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Figura 5 - Perfil cromatografico observado por HPLC com equipamento Variant Bio-rad, e kit de
diagndstico para betatalassemia, evidenciando 64,5% de Hb S, 19,6% de Hb F e 7,0% de Hb
A2.
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Gréfico 2: Numero de pacientes que apresentaram hemoglobina S, C ou aumento

da concentracdo de Hb A2 e Hb fetal. Fonte: Rabelo, 2014.

O total de 42 amostras foram submetidas a analise molecular para determinacao
dos gendtipos AS, SS e AC e analise das mutagbes IVS I-1, IVS I-6, IVS 1-110 e CD
39.

Para a identificacdo dos genotipos AA, AS, SS, AC, CC e SC foi observado
como produto de amplificacdo, uma banda de 660 pb que caracterizava a validade e
efetividade da reacao, representando o controle positivo da mesma e devendo estar
presente nos 3 tubos, enquanto uma banda de 216 pb apareceu na dependéncia do
primer utilizado, S (Figura 6) e C (Figura 7), permitindo caracterizar os diferentes

gendtipos.

660 pb

216 pb
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Figura 6: PCR alelo especifica para identificacdo dos gendtipos AA e AS. Produtos de amplificagdo
observados por eletroforese em gel de agarose 2% em tampao TBE 1X pH 8,5, evidenciando bandas de
660 e 216 pb na dependéncia do gendtipo analisado. Fonte: Rabelo, 2014.

Para determinar os gendtipos da talassemia do tipo beta, observou-se como
produto de amplificacdo, uma banda de 687 pb, como o controle positivo da reacao,
engquanto uma banda de 331pb para o gendtipo IVS |I-6 (Figura 8) e 326 pb para IVS |-

1. As mutagbes IVS I-110 e CD 39 nédo foram visualizadas no grupo amostral.

Figura 7: PCR alelo especifica para identificacdo dos gendtipos AA e AC. Produtos de amplificacédo
observados por eletroforese em gel de agarose 2% em tampdo TBE 1X pH 8,5, evidenciando bandas de
660 e 216 pb na dependéncia do gendtipo analisado. Fonte: Rabelo, 2014.

687 pb

331 pb
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Figura 8: PCR alelo especifica para identificacdo dos genétipos IVS [-6. Produtos de amplificagédo
observados por eletroforese em gel de agarose 2,0% em tampéo TBE 1X pH 8,5, evidenciando bandas de
687 e 331 pb na dependéncia do gendtipo analisado. Fonte: Rabelo, 2014.

Em todas as reagcfes em cadeia da polimerase alelo especifica realizadas para a
identificacdo das hemoglobinopatias deste estudo, o controle interno foi amplificado
€com sucesso.

Foram realizadas 42 PCR-AE, onde foi detectado a amplificacdo de 1 genotipo
AS, 2 genotipos AC, LIVS I-1 e 2 IVS I-6.

Foram observados trés grupos étnicos no estudo, sendo 33,5% (67/200) auto
classificados como pardos, 18,5% (37/200) como negros e 48%(96/200) como brancos
(Gréfico 3).

H Branco
W Negro

m Pardo

Grafico 3: Percentual de individuos nos grupos étnicos.

Considerando a variacdo de idade dos pacientes, foi observado pacientes com

no minimo 18 anos e no maximo 89 anos e idade média de 45,9 anos.

Tabela 4: Faixa etaria dos pacientes

N %
35(18%)
51(26%)
31(16%)
28(14%)
30(15%)

13(6%)

12(5%)
200 (100%)




35

A prevaléncia de individuos com perfil heterozigoto para Hb S na populacdo
estudada foi de 0,5%(1/200), para o perfil heterozigoto da Hb C foram observados 1%
(2/200) . A prevaléncia de individuos com beta talassemia foi de 0,5%(1/200) para a
mutacdo IVS I-1 e 1%(2/200) para a mutacdo IVS I-6. A mutacdo para Hb AS foi
observada em paciente de etnia negra, ja a mutacdo para Hb AC foi observada em
pacientes de etnia parda. Ja para beta talassemia foi observado 67%(2/3) com etnia
branca e 33%(1/3) com etnia parda.
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DISCUSSAO

O conjunto de resultados laboratoriais, tanto das metodologias classicas, quanto
das moleculares, contribuem para o conhecimento das hemoglobinas no Brasil,
elucidando interacdes e auxiliando na orientacdo genético-educacional (NAOUM,;
BONINI-DOMINGOS, 2007). Segundo o estudo de Chinelato-Fernandes (2005) no
periodo de julho de 2000 a fevereiro de 2003 foram analisadas 220 amostras de
sangue periférico de individuos com suspeita de serem portadores de hemoglobinas
variantes, provenientes de oito estados do Brasil. Desse total, 98 amostras
apresentaram uma fracdo hemoglobinica com padréo de migracdo semelhante a Hb S
em eletroforese alcalina em acetato de celulose. No presente estudo, ndo foi
observado Hb com padréo de migracao semelhante a Hb S, visto que nao utilizamos a
metodologia de eletroforese em acetato de celulose.

Estudos populacionais permitem o diagnostico de heterozigotos e o0
aconselhamento genético fornecendo subsidios para que os individuos decidam
conscientemente sobre sua prole, além da melhoria na qualidade de vida dos doentes
(ORLANDO, 2000). Neste contexto & possivel realizar estudos preventivos de
hemoglobinopatias, principalmente nas regides em que a incidéncia dessas alteragdes
alcanca freqiéncias marcantes para a saude publica, enfocando da melhor maneira a
populacéo e o tipo de hemoglobinopatia que a acomete. A elaboracdo de programas
preventivos requer o suporte de 6rgdos oficiais de saulde, treinamento de pessoal
capacitado para diagndstico, aconselhamento genético e clinico dos pacientes e
casais de risco (World Health Organization, 1989; ORLANDO, 2000).

Kessler (1989), revisando a literatura posterior a 1979 a respeito dos aspectos
educacionais e reprodutivos dos programas de aconselhamento genético, verificou
que, a despeito das diferencas metodoldgicas, esses programas geralmente alcancam
0S seus objetivos no que se refere aos aspectos educacionais, a informacao sobre o
diagnostico e o risco genético. JA no que se refere as decisbes reprodutivas apés o

aconselhamento genético, eles ndo revelam uma eficiéncia semelhante.

De acordo com a Organizacdao Mundial da Saude (OMS), 270 milhdes de
pessoas de todos os continentes carregam genes que determinam a presenca de
hemoglobinas anormais (ASSIS, 2010).

Como medida de prevencéo e controle dessas doencas, o Ministério da Saude
incluiu, em 2001, o teste para hemoglobinopatias no Programa Nacional de Triagem

Neonatal (PNTN). Desde entdo, a partir do diagnéstico das criancas, 0os exames para
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identificacdo dessa patologia passaram a ser realizados nos pais, que constataram

tais anormalidades genéticas.

A Organizacdo Mundial de Saude recomenda a implantacédo de programas para
prevencdo e controle de hemoglobinopatias na América Latina, especialmente no
Brasil (THOMAS; LOTHAR, 2002). A organizacdo de um programa preventivo requer
suporte dos o6rgdos oficiais de saude, treinamento de pessoal capacitado para
diagnéstico, aconselhamento genético e clinico dos pacientes (ORLANDO, 2000). O
sucesso destes programas depende da receptividade, disponibilidade e interesse da
populagéo a ser estudada (ZAMARO et al, 2002).

A deteccdo de individuos portadores das formas imperceptiveis de
hemoglobinopatias, os heterozigotos, sdo extremamente importantes para a salde
publica pois, além de representarem fonte de novos heterozigotos, podem, através de
casamentos entre portadores, originar individuos homozigotos e duplos heterozigotos
como, por exemplo, os portadores de hemoglobina SC (Hb SC), que manifestam uma
forma clinica (ORLANDO, 2000). Dessa forma, destacamos que 0s pontos
fundamentais de um programa preventivo de hemoglobinopatias compreende a
divulgacdo da informacdo a populacdo, o reconhecimento de heterozigotos,
diagnéstico neonatal, e aconselhamento genético. Este compreende atividades de
esclarecimento ao portador da alteracdo de maneira clara devendo ser realizado por

especialista ou geneticista com material informativo especifico (ZAMARO et al, 2002).

As hemoglobinas S e D apresentam padrdo semelhante no gel de eletroforese,
deixando o diagndstico impreciso. Porém o tratamento para ambas € o mesmo, nao
apresentando diferenca na conduta do clinico (ZAMARO, 2002).

E possivel inferir que o diagnostico molecular de hemoglobinas variantes e
talassemias deveria ser incluido na rotina laboratorial como exame complementar e
necessario na identificacdo dessas desordens genéticas no Brasil, visto que a
populacdo brasileira apresenta genes para as hemoglobinas anormais com
frequéncias variaveis e influenciadas por seus grupos raciais formadores. Portanto, a
deteccdo dos portadores destas alteracdes genéticas € de importéncia para a saude
publica, pois representam fonte de novos heterozigotos e de possiveis homozigotos. O
controle das hemoglobinopatias tem sido possivel por meio do aconselhamento
genético e diagndstico precoce. O acompanhamento clinico dos homozigotos, o
esclarecimento dos heterozigotos e em especial dos casais de risco, pode contribuir
para evitar o nascimento de criancas portadoras de uma patologia genética, muitas
vezes letal (VIANA-BARACIOLI, 2001).
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A PCR é também uma técnica versatil, pois a partir de modificacbes nas
condi¢cdes da reacdo (primers, temperaturas, tampdes), podem-se amplificar diversas
sequéncias de DNA e consequentemente, identificarem os diferentes genes,
portadores ou ndo da mutacdo. Estes atributos levaram ao desenvolvimento de uma
ampla variedade de métodos baseados na PCR, tanto para pesquisa quanto para
diagnostico clinico de rotina (ZAMARO; 2003). A investigacdo dos gendtipos A, S, C e
beta talassemia foram possiveis nesse trabalho a partir da utilizacdo de primers
especificos e demais constituintes da PCR, sob condi¢des de ciclagem e temperatura
especificas.

Na identificacdo por metodologia molecular varios autores relatam o uso de
oligonucleotideos alelo-especificos e PCR seguida de restricdo enzimatica para a
verificacdo de alteragbes na molécula de hemoglobinas S e C, e interacbes
(BERTHOLO, 2006). Neste trabalho utilizamos a reagdo em cadeia da polimerase
alelo-especifica (PCR-AE), permitindo a detec¢ao direta do alelo normal ou mutante no
DNA gendmico, sem provas adicionais de hibridizacdo, ligacdo ou clivagem com
enzima de restricdo ou o0 uso de radioatividade, garantindo ainda um custo operacional
mais baixo. Através da PCR-AE foi possivel distinguir os alelos mutantes S e C
heterozigotos além de diferencia-los do alelo normal.

Tem sido estimado que aproximadamente 7% de toda populagdo no mundo séo
portadoras de beta talassemia e, que 300.000 a 500.000 criangas nascem, por ano,
com a forma grave desta doenca (PREMAWARDHENA et al., 2001). No Brasil, a beta
talassemia tem sido estudada, no entanto, devido as limitagfes tais como, dificuldade
de padronizacdo das metodologias laboratoriais de diagnostico; ao grande numero
amostral, diversidade étnica e ao alto grau de miscigenacgéo racial do pais, os dados

sobre a real prevaléncia da beta talassemia ainda sdo escassos e fragmentados.

Os imigrantes que auxiliaram na formacdo do povo brasileiro, foram
responsaveis pelo aparecimento de quatro dessas mutagfes representadas pelo
cédon 39, IVS I-1, IVS I-6 e IVS I-110, sendo as duas primeiras do tipo B° e as duas
ultimas do tipo B*(MARTINS, 2010)

No estudo de Freitas e colaboradores (2010) as mutacdes IVS 1-6, CD-39 e IVS
-1 para beta talassemia foram caracterizadas em 68,2% dos casos de beta
talassemia. A mutacdo mais frequente foi a IVS |-6 que esteve presente em 14 dos 44
alelos estudados, ou seja, 45,5%, seguida da CD 39 (18,2%) e IVS I-1 (4,5%).
Pesquisadores tém demonstrado, no Brasil, diferentes perfis de mutacdes para beta

talassemia com maior frequéncia da IVS 1-110, CD 39 no sul do pais (REICHERT,
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2006), de IVS 1-6 no nordeste (ARAUJO ET AL., 2006), IVS I-110 e a CD 39 na regido
sudeste do pais (FONSECA ET AL., 1998).

Reichert e colaboradores (2008) demonstram uma diferenca significante das
variaveis VCM, HCM, CHCM e Hb A2 entre os pacientes com a mutacéo IVS I-6 em

relacdo as outras mutacdes (IVS I-1, IVS I-110 e codon 39).

Bertuzzo, Sonati e Costa (1997), demostram que niveis elevados de HCM e Hb
A2 podem estar associados com a presenca de mutacdes brandas de talassemia
como no caso de heterozigotos para IVS I-6 quando comparados aos heterozigotos

para as mutacdes CD 39 e IVS I-1.

Os programas de prevencdo colaboram para a conscientizagdo dos
heterozigotos fornecendo informagfes para que possam decidir responsavelmente
sobre o futuro de seus descendentes; favorece o direcionamento clinico nos casos
mais brandos e indica o acompanhamento adequado aos portadores das formas
graves da doenca. E importante uma tecnologia adequada para o diagndstico,
utilizando vérios testes laboratoriais seletivos e de confirmagédo, dados clinicos e
estudo familial, bem como a formacdo de pessoal capacitado para o diagndstico
laboratorial correto (ORLANDO, NAOUM, SIQUEIRA,BONINI-DOMINGOS, 2000).
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CONCLUSAO

Os resultados globais deste estudo evidenciaram a necessidade de melhor
caracterizacdo dos perfis de hemoglobina obtidos pelos métodos classicos, e a
importancia da caracterizacdo molecular destes defeitos que refletem a diversidade

genética da populagdo brasileira.

Valores hematimétricos alterados foram observados em 33(16,5%) da populacéo
estudada. E 22 (11%) pacientes apresentaram Hb A2 e/ou Hb F aumentados por
HPLC.

Foi observado por PCR-AE a prevaléncia das hemoglobinopatias S e C na
populagdo estudada, sendo 1 (0,5%) dos pacientes heterozigoto para S e 2(1%)
heterozigotos para C. Para beta-talassemia as mutagdes IVS I-6 foram observadas em
2(1%) dos pacientes e para a mutacdo IVS I-1 foram observados em 1(0,5%) dos
pacientes. Os pacientes com mutacdo IVS I-6, um apresentou somente aumento de
Hb A2, e o outro apresentou aumento de Hb A2 e Hb F. Ja para IVS I-1 foi observado
apenas o aumento de Hb A2. Os pacientes com beta talassemia ndo apresentavam

associacao de outra hemoglobina variante dentre as testadas (S e C).

Através da analise de hemoglobinas no grupo populacional estudado,
observamos que a escolha da metodologia laboratorial oferece subsidios para a
correta avaliacdo das diferentes formas de hemoglobinas anormais, cujo diagndstico
laboratorial assertivo dependera da combinacéo dos métodos aplicados na triagem e

confirmagao dos suspeitos.

O presente estudo demonstrou que néo foi constatada diferenca significativa na

prevaléncia de talassemias e hemoglobinas variantes em relacédo aos grupos étnicos.
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