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1 INTRODUCAO

As anemias hereditarias estdo entre as doencgas genéticas mais comuns e
compreendem um grupo de condi¢cbes de variavel complexidade. No passado, sua
distribuicdo geografica residia apenas em areas tropicais e subtropicais do mundo,
uma vez que individuos portadores de pelo menos um gene para essas desordens
apresentavam algum tipo de protecdo contra os efeitos letais da malaria. Devido a um
aumento de movimentos migratérios ocorridos em diversas regides, com conseqiiente
miscigenacdo, esses genes acabaram se difundindo em areas antes tidas como néo
endémicas, como no continente Americano e no Norte da Europa.

De maneira geral, as anemias hereditarias podem ser divididas em dois
grandes grupos: (1) as hemoglobinopatias que se caracterizam pela presenca de
hemoglobinas estruturalmente anormais e cujo exemplo principal € a hemoglobina S
(Hb S) que no seu estado homozigoto é responsavel pela anemia falciforme e, (2) as
talassemias, caracterizadas pela sintese deficiente de uma ou mais cadeias
polipeptidicas das hemoglobinas normais.

As talassemias alfa ocorrem pela sintese deficiente de cadeias alfa globinicas,
resultando na producdo insuficiente de hemoglobina funcional e o acimulo de cadeias
gama (no periodo fetal até o nascimento) e cadeias beta (durante a fase adulta) o que
é responsavel pela retirada acelerada de células vermelhas da circulacdo e
conseqliente anemia. Os métodos laboratoriais utilizados para triagem e identificagcéo
das talassemias alfa sdo: hemograma completo, avaliacdo da morfologia eritrocitaria,
dosagem de ferro e ferritina, contagem de reticulécitos, eletroforese de hemoglobina,
pesquisa intraeritrocitaria de hemoglobina H (Hb H), cromatografia liquida de alta
pressdo (HPLC), avaliacdo do nivel de sintese de cadeias globinicas e outras técnicas

de biologia molecular.
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O presente trabalho se propde a estudar talassemia alfa em pacientes com
anemia ndo ferropénica a esclarecer e individuos normais, fazendo uso de técnicas
simples e viaveis financeiramente, que poderdo ser incorporadas a rotina de um
laboratorio de hematologia, resguardando o uso de tecnologia mais avangada (biologia
molecular) para os casos selecionados.

Salienta-se que as populagbes brasileiras oferecem uma excelente
oportunidade para a compreensao das interacdes entre as hemoglobinas anormais
devido ao intenso processo de mistura racial que aqui ocorre entre grupos portadores

de diferentes tipos de hemoglobinopatias.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A hemoglobina

A hemoglobina é uma proteina conjugada, com um peso molecular proximo a
64.500 Da que tem por principal fungdo carrear oxigénio (Oz) dos pulmdes para os
tecidos periféricos e transportar diéxido de carbono (CO.) destes tecidos para os
pulmdes (Telen, 1998).

A molécula de hemoglobina é grosseiramente esférica, com um didmetro
molecular maximo de cerca de 6,4 nm. E constituida por um tetramero formado por
dois pares de cadeias polipeptidicas (globinas). Cada par de cadeias esta ligado a um
grupo prostético fortemente colorido, o heme, que é um complexo de ferro e
protoporfirina (Spritz e Forget, 1983; Telen, 1998). Os grupos heme, que contém ferro
na forma ferrosa (Fe™) s&o responsaveis pela cor vermelha tipica das hemoglobinas.

+H+

A oxidacao desse ferro para a forma férrica (Fe™ ) leva a formacgao de metemoglobina,
de cor acastanhada, que € um pigmento sem funcao respiratéria (Ramalho, 1986a).

Durante a vida intra-uterina, o oxigénio transportado pelas hemoglobinas é
obtido do sangue materno pela placenta. A partir do nascimento, ocorrem profundas
modificacdes respiratorias e o oxigénio passa a ser absorvido nos pulmdes, direto do
ar atmosférico. Desta maneira, para se adequar a condi¢des respiratérias diversas,
existem hemoglobinas diferentes capazes de realizar o transporte de oxigénio de
forma eficaz (Ramalho, 1986a).

Para funcionar como um meio primario de troca de oxigénio e gas carbdnico, a
hemoglobina precisa ser capaz de transportar uma grande quantidade de oxigénio,
deve ser altamente soltvel, deve captar e liberar o oxigénio em pressées adequadas e
ser um bom sistema tampao. A hemoglobina normal exerce bem essas fungoes,

embora muitas variantes podem apresentar varios graus de alteragdo funcional (Telen,

1998).
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As hemoglobinas normais diferem entre si pela sua globina, existindo seis tipos
de cadeias polipeptidicas que podem entrar na sua composi¢do: alfa (o), beta (B),

gama (y), delta (3), épsilon () e zeta (). Na maioria das hemoglobinas normais, a
fracdo globinica é constituida por duas cadeias alfa e duas cadeias ndo-alfa
(Weatherall, 1981; Ramalho, 1986a; Waye, 2001).

A estrutura da hemoglobina pode ser descrita pela terminologia que descreve
0s seus quatro aspectos basicos: (1) estrutura primaria, ou sequéncia linear dos
aminoacidos; (2) estrutura secundaria, que descreve como os aminoacidos dentro dos
segmentos da proteina séo organizados espacialmente; (3) estrutura terciaria, que se
refere as relacdes estéricas dos dominios de sequéncia separados entre si, quando
analisados como parte de uma seqiéncia linear da proteina, e (4) estrutura
quartenaria, ou o modo através do qual as cadeias polipeptidicas se juntam para
formar uma unica molécula (Telen, 1998). As cadeias hemoglobinicas isoladas séo
menos estaveis do que os tetrameros, indicando que as regides de contato entre as
cadeias polipeptidicas sdo importantes na manutencéo da estabilidade da molécula de
hemoglobina (Ramalho, 1986a).

A composicido das cadeias polipeptidicas € completamente conhecida. A

cadeia o contém 141 aminoacidos e as cadeias ndo-o, 146. A cadeia § difere da

cadeia B em 10 aminoacidos, enquanto as cadeias y e B diferem em 39 aminoacidos

(Spritz, 1983; Ramalho, 1986a; Ranney e Sharma, 2001).

2.2 Genes da hemoglobina

Os genes que codificam as cadeias globinicas ja foram totalmente identificados
e encontram-se organizados em dois grupamentos génicos (“clusters”) separados. No
braco curtc do cromossomo 16, entre a banda P13.2 e o telémero, situa-se o

complexo génico das globinas tipo alfa que compreende um gene para a cadeia
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polipeptidica embrionaria ¢, quatro pseudogenes (y&1, yal, ya2, 61) e dois genes
que determinam o mesmo polipeptidio o (o1 @ o). Este grupamento engloba uma
extensdo de aproximadamente 30.000 pares de bases nitrogenadas (30 Kb). Na
por¢cdo terminal do brago curto do cromossomo 11, em uma regido com
aproximadamente 70 Kb, situa-se o grupamento génico das globinas tipo beta que
inclui os genes para a cadeia épsilon (¢) (embrionaria), os dois genes para cadeias
gama (y" e v°) (fetal), um pseudogene (yf), um gene para cadeia delta (5) e um gene
para cadeia beta (B) (adultas) (Higgs et al., 1989; Weatherall, 2000; Steinberg e Beinz,

Jr., 2000; Weatherall, 2001a). (Figura 1)

Cromossomo 16 Cromossomo 11
Genes da 5 z Wl wa? yol o2 ol 61 3 CI Gy Ay wipo & B 3
globina ."—‘*’“//ZYZZB——%}——-—‘—{\ / o —_ l .—-——*TWT«ME@MT-TM
Cadeias g \U € Gy A 5 B
sintetizadas : ¥y Y
. . G A
s : o oy - - .
Tipos de Hb 59 82 5y {2 (1252 o, fg‘“g y2 05252.0!2 {32
{Gower-1} {Portiand) {Gower-11) {Hb-F) {(Hb-Ap} {Hb-A)
k - 4 1 . ¥ % . o}
Embrigo Feto Adulto

Figura 1. Localizacdo do complexo génico das globinas tipo alfa no cromossomo 16 e
das globinas tipo beta no cromossomo 11. As caixas fechadas representam os genes
ativos. Adaptado de Dacie, 1995.

2.3 Ontogenia das hemoglobinas

A sintese de cadeias globinicas sofre uma notavel mudanca durante a vida pré-
natal e pos-natal, adequando-se ao constante desenvolvimento do embrido e do feto
sob um rigoroso controle genético (Weatherall, 2001). A tabela 1 apresenta as
hemoglobinas normais encontradas nos periodos embrionario fetal e adulto (6 meses

apo6s o nascimento), bem como suas concentra¢des nos referidos periodos.
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Tabela 1. Sintese das hemoglobinas normais de acordo com o periodo de
desenvolvimento.

Periodo Hemoglobina Concentragao
Embrionario Gower | (C282) 20-40%
Portland (Cz v2) 5-20%
Gower Il (o &2) 10-20%
Fetal Fetal (0272) 90-100%
A (02f32) 5-10%
A; (0252) tracos
Adulto (6 meses apds nascimento) A (02B2) 96-98%
Az (0232) 2-3,5%
Fetal (c272) 0-1,0%

Adaptado de Naoum, 1997a.

A primeira hemoglobina a ser sintetizada durante o periodo mesoblastico da
eritropoese é denominada hemoglobina Gower | (Hb Gower |) e é composta por 2
cadeias zeta e duas cadeias épsilon (& =2). Logo depois que a Hb Gower | é
detectada, inicia-se a sintese de outras duas hemoglobinas embrionarias, as
hemoglobinas Gower Il (Hb Gower II), composta de 2 cadeias alfa e duas cadeias
épsilon (a2 £2) e a Portland (Hb Portland), composta de 2 cadeias zeta e duas cadeias
gama (L2 v2). A sintese dessas duas hemoglobinas permanece até mais ou menos a
12 @ semana de gestacdo e, similarmente ao que ocorre com a hemoglobina fetal
(Hb F) (a2 2), que comeca a ser sintetizada apoés a 4 semana, expressam uma
afinidade maior pelo oxigénio quando comparadas as hemoglobinas adultas,
permitindo uma maior captacdo do oxigénio da circulacdo materna. A sintese da
hemoglobina fetal tem um aumento progressivo, proporcional ao desenvolvimento
fetal, sendo que entre a 12" e a 35 semana, a proporgdo relativa de Hb F diminui de

cerca de 100 para 85 % e, a partir de entdo, continua em queda num ritmo de 3 a 4 %
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por semana, observando-se um aumento correspondente na sintese na hemoglobina
A (Hb A) (a2B2) (Lukens, 1998a). Na época do nascimento, a Hb A corresponde a mais
ou menos 10 % da hemoglobina total. A hemoglobina A, (Hb A.), composta por duas
cadeias alfa e duas cadeias delta (0282), comega a ser sintetizada em quantidades
reduzidas no final do periodo fetal e, ap6s o nascimento essa taxa sofre uma pequena
elevacao, estabilizando-se apds o 6° més de vida (Naoum, 1997a) (Figura 2).

Como pode ser observado na tabela 1, as cadeias globinicas o séo
necessarias para a sintese de hemoglobinas presentes na fase fetal e na fase adulta,
exercendo importante papel na manutencéo da estabilidade destas moléculas. Logo,
defeitos que interferem na sua sintese tém repercusséo clinica em ambas as fases,
diferente das cadeias B, que estio presentes apenas no componente hemoglobinico

adulto maior, a Hb A (Chui e Waye, 1998; Waye e Chui, 2001).

| »W%‘&%

s

e R T DR N B i
nlal (semanuE) o Nidapdg-natel (semanss)

Figura 2. Ontogenia das cadeias globinicas. Adaptado de Weatherall, 1981a.
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2.4 Disturbios hereditarios que afetam a estrutura e a sintese de hemoglobina

Durante o desenvolvimento da espécie humana, houve mutagdes que atingiram
a sintese tanto estrutural (qualitativa) como quantitativa das cadeias globinicas. O
primeiro grupo é chamado de hemoglobinopatias estruturais e o segundo, de
talassemias. Um terceiro grupo consiste na heranca de ambas as mutagdes (uma
estrutural e outra qualitativa). Além destes, existe um quarto grupo caracterizado pela
sintese aumentada de hemoglobina fetal na vida adulta, chamado de persisténcia
hereditaria de hemoglobina fetal (PHHF) (Weatherall, 1981b).

Nas hemoglobinopatias estruturais sdo observadas alteragGes na composicdo
da fracao globinica da hemoglobina. Este defeito pode estar localizado em um ou mais
tipos de cadeias polipeptidicas. Logo, representam um conjunto de hemoglobinas
andmalas, que diferem das hemoglobinas normais ndo apenas pela sua composi¢ao,
mas sobretudo, pelas suas propriedades fisico-quimicas (Ramalho, 1986b). Até 1998,
750 hemoglobinas variantes ja haviam sido descritas, sendo que mais de 75 % delas
ocorrem pela substituicdo de um Unico aminoacido na cadeia polipeptidica. Qutras
alteracdes existentes sdo devidas a produgado de cadeias globinicas hibridas, dele¢bes
ou insercdes de aminoacidos ou cadeias com duas substituicbes de aminoacidos
(Weatherall, 1999).

Ja nas talassemias o que ocorre € uma diminuigdo geneticamente determinada
da sintese de um ou mais tipos de cadeias polipeptidicas da hemoglobina, na

auséncia de defeito estrutural evidente nas mesmas (Ramalho, 1986b).

2.5 Talassemias
2.5.1 Histérico da talassemia

O termo talassemia € de origem grega e é formado pela unido entre duas
palavras: thalassa (mar) e aima (falta de sangue), indicando um tipo de anemia

reconhecida em individuos oriundos de localidades banhadas pelo mar Mediterréneo.
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Foi empregada pela primeira vez como entidade clinica em 1925, quando Thomaz
Cooley, um pediatra de Detroit, descreveu uma sindrome observada entre criancas de
descendéncia italiana caracterizada por uma anemia profunda, esplenomegalia e
deformidades Gsseas (Cooley e Lee, 1925). Segundo Weatherall, na década de 40,
Caminopetros, na Grécia, e Neel e colaboradores, nos Estados Unidos, demonstraram
que a condicdo era herdada como um traco recessivo mendeliano. Na década
seguinte a doenca da hemoglobina H e a sindrome da hidropsia fetal, as duas
principais condicdes clinicas da talassemia alfa, foram reconhecidas através da
associa¢ao de hemoglobinas anormais (Hb H e Hb Bart's) com anemia hipocrémica e
microcitica com niveis normais de ferro (Weatherall e Clegg, 1999).

Métodos para analise de RNA mensageiro e em seguida DNA foram

empregados nos anos 70. Estes mostraram que as talassemias o resultavam de

delecdes nos genes para globina «, o0 que representou a primeira demonstragao direta
de uma dele¢do como base para uma doenga genética no homem. Posteriormente,
estudos empregando técnicas de hibridizacdo, Southern blotting, clonagem direta e
sequenciamento dos genes para cadeias de globina o e B, tornaram possivel definir as
diferentes mutagbes presentes nas talassemias (Weatherall, 1999). Atualmente, as
talassemias representam as doengas monogénicas mais comuns no homem
(Weatherall, 1997; Borges et al., 2001).

Diversos trabalhos tém sido realizados com o objetivo de caracterizar as
talassemias, tanto na parte clinica como laboratorial, visando encontrar testes de
rastreamento menos laboriosos e suficientemente eficazes que permitam um
diagnéstico correto e a consequente melhora na qualidade de vida para os individuos
afetados (Marengo-Rowe, 1965; Zago ef al., 1984; Zago e Pac¢d-Larson, 1989; Ribeiro

e Araujo, 1992; Skogesboe et al., 1992; Flint et al., 1993; Baysal e Huisman, 1994;
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Foglietta et al., 1996; Chui e Waye, 1998; Villegas et al., 1998; Prudéncio et al., 2000;

Sonati, 2000; Lafferty ef al., 2000; Chan et al., 2001).

2.5.2 Definigdo da talassemia

Talassemia pode ser definida como uma condicdo na qual a auséncia ou
reducdo da taxa de sintese de uma ou mais cadeias globinicas leva ao desequilibrio
na sintese das cadeias globinicas, acarretando uma producao ineficiente de
hemoglobina e dano aos eritrécitos (hemdlise) ou aos seus precursores (eritropoese
ineficaz) devido aos efeitos da persisténcia das subunidades globinicas (cadeias
solteiras) que estdo sendo produzidas em excesso relativo (Weatherall, 1999). O
aspecto basico da talassemia é portanto quantitativo, contrastando com as alteragdes
qualitativas das hemoglobinopatias estruturais (Lukens, 1998b).

Como a lesdo primaria em todas as formas de talassemias é a sintese reduzida
ou ausente de uma ou mais cadeias globinicas, as manifestacdes clinicas apds o
nascimento ocorrem apenas quando estas atingem as cadeias globinicas o e ,
necessarias para a sintese de Hb A (a2 Bg). Lesbes severas na sintese de outras
cadeias (y, € ou () provavelmente sao letais ainda no periodo intra-uterino (Forget,
2000).

Pelo apresentado anteriormente (Figura 2), a Hb F (a2 v2) € a hemoglobina que
se encontra em maior concentragcdo na época do nascimento. Embora o declinio da
sintese de cadeias y e o aumento da sintese de cadeias f iniciem antes do
nascimento, a mudanga na composicdo hemoglobinica no sangue periférico ocorre
mais tardiamente, devido ao longo tempo médio de vida dos eritrécitos (120 dias).
Desta maneira a Hb F é entdo trocada lentamente pela Hb A. As conseqliéncias

fisiopatolégicas sdo que as lesfes que atingem as cadeias o tendem a ser
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sintomaticas ja no periodo uterino, enquanto aquelas que atingem a sintese de

cadeias {3 aparecem em tomo do 6° més de vida (Forget, 2000).

2.5.3 Classificagao das talassemias

As talassemias podem ser classificadas de acordo com a (s) cadeia (s)
globinica (s) cuja sintese esta afetada. Assim, a sintese de c-globina esta reduzida ou
suprimida na talassemia alfa, a sintese de 3-globina esta diminuida ou suprimida na
talassemia beta, a sintese de & e B-globinas estdo diminuidas ou suprimidas na
talassemia 3 e assim por diante (WHO Working Group, 1982; Weatherall, 2000).

Possivelmente devido a diferen¢as nos complexos génicos das globinas o e B,
a patologia molecular das talassemias alfa (ou sindromes alfa talassémicas) e beta (ou
sindromes beta talassémicas) s&o completamente diferentes. A maioria das
talassemias alfa resulta de dele¢bes génicas totais ou parciais, enquanto que o
conjunto das talassemias beta é causado por mutagées de ponto dentro ou adjacentes
aos genes de globina 8, podendo afetar a expressao ou a regulacao destes (Higgs et

al., 1989; Weatherall, 1999).

2.6 Talassemias alfa

As talassemias alfa sdo caracterizadas pela deficiéncia parcial ou completa da
sintese da cadeia alfa nas hemacias de individuos afetados (Spritz e Forget, 1983;
Baysal e Huisman, 1994; Chui e Waye, 1998; Waye e Chui, 2001). Elas surgem,
principalmente, por defeitos herdados na expressao do (s) genes (s) que codifica (m) a
cadeia o embora defeitos nesta sintese também podem ocorrer de forma adquirida

(Weatherall, 1978; Liebhaber, 1989; Calvo et al., 1994; Bernini e Harteveld, 1998).
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2.6.1 Bases moleculares da talassemia alfa

Existem, normalmente, quatro genes alfa (a) por genoma humano (dois
herdados do pai e dois herdados da mae) (Spritz e Forget, 1983; Chui e Waye, 1998;
Lafferty et al, 2000). O individuo normal para a producdo de globina alfa tem seu
gendtipo representado pelos dois haplotipos co (co/ac) (Higgs et al, 1989;
Weatherall, 1997; Villegas et al., 1998). As lesGes moleculares mais freqiientemente
encontradas em individuos afetados sé@o as dele¢des de um a quatro dos genes alfa.
Essas delegdes podem atingir ambos os genes para globina o, sendo representadas
pelo simbolo a® ou abreviado como (--). Neste caso, a produgéo de cadeias o neste
haplotipo esta totalmente suprimida. As delecées em que envolvem um dos dois genes
para globina a, implicando apenas na redugio parcial da producgao de cadeias o deste
haplétipo, s8o representadas pelo simbolo o ou abreviadas como (-o) (Weatherall,
1997). Além disto, existem mutagdes sem dele¢des que envolvem um dos dois genes
a, limitando a sua expressdo, sendo representados por (aa'), e variantes estruturais
dos genes para globina o que podem produzir o fenétipo o', devido as reduzidas
velocidades de sintese ou instabilidade. A variante mais comum que provoca este
quadro é a hemoglobina Constant Spring (Hb Constant Spring) (o) (WHO Working

Group, 1982; Weatherall, 1999).

2.6.2 Alteragdes moleculares

A grande maioria das talassemias alfa (ou sindromes alfa talassémicas),
clinicamente significativas resulta de delecdes de um (o) ou dois (o) genes o globina,
enquanto processos por ndo delecdo podem ocasionar tal quadro mas em freqiéncia
muito menor (15-20%) (Higgs et al., 1989; Borges et al., 2001). Embora os genes o. (o4
e o) codifiquem o mesmo polipeptidio, a maioria das lesées moleculares foi descrita

no gene op. Foi sugerido que este predominio deva-se ao fato de que a taxa de
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sintese deste gene & 2,6 vezes superior & do gene o4, logo, apresentando maior
impacto sobre a sintese de cadeias o. Desta maneira, defeitos no gene o
apresentariam manifestagées fenotipicas mais graves e, portanto, seriam mais
facilmente identificadas (Higgs et al., 1989; Liebhaber, 1989; Waye e Chui, 2001).
Cabe ressaltar que além dos processos de delecdo e ndo-delecido, a talassemia o

também pode ocorrer de forma adquirida (Weatherall, 1978; Bernini e Harteveld,

1998). Estes processos serdo discutidos a seguir.

2.6.2.1 Delegdes do tipo a*

A analise da sequéncia de DNA mostrou que os genes o4 € o, dentro do
complexo génico da globina o, estdo ancorados em dois segmentos duplicados de alta
homologia. Estes segmentos foram posteriormente subdivididos em trés pequenos
segmentos homologos, X, Y e Z, separados por regides de ndao homologia |, il e 1li
(Figura 3A) (Higgs et al., 1989; Kazazian, 1990; Baysal e Huisman, 1994; Weatherall,
2001a). A presenca destas regides de alta homologia favorece o alinhamento incorreto
dos cromossomos durante a meiose, levando a um crossing over desigual (Liebhaber,
1989), podendo originar cromossomos com 1 (-a) ou 3 (coo) genes para cadeia o
(Higgs et al., 1989; Weatherall, 1999).

Existem duas dele¢bes principais que resultam na talassemia o: uma que
envolve a perda de um fragmento de 3,7 Kb de DNA (delecdo -o>") e outra que
envolve a perda de um fragmento de 4,2 Kb de DNA (delecdo -o*?) (Baysal e
Huisman, 1994; Foglietta et al., 1996; Borges et al., 2001).

A delecdo - é a delegdo mais comumente observada e ocorre devido a um
crossing over desigual entre as regides homdlogas Z (Z, e Z,) de cada cromossomo.
Neste tipo de crossing over, uma regido de 3,7 Kb de DNA é perdida (essa regiao

corresponde exatamente a distancia entre a4 € az) de um cromossomo e adicionada a
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outro, dando origem a dois produtos: um Unico gene o € um agrupamento triplicado de
genes o, representados pelos simbolos (-o*’) e (aca®™), respectivamente
(Kazazian, 1990; Foglietta, 1996; Bernini e Harteveld, 1998; Weatherall, 2001a).
(Figura 3B). Atualmente, no minimo trés diferentes dele¢bes o> ja foram descritas.
Dependendo da exata posi¢ao da recombinagdo na regido Z, elas sao designadas por:
(-o>™), ((a®*™ e (-a>" ") (Baysal e Huisman, 1994; Bernini e Harteveld, 1998).

A segunda delecdo mais comum é a delecdo (-o*?), na qual as regides
envolvidas no crossing over desigual sdo as X4 e X,. Neste caso, a regido perdida tem
um tamanho de 4,2 Kb e inclui todo o gene o,. Da mesma forma que na delegdo (-
o*7), dois produtos sdo formados: um tnico gene o (-o*?) e um agrupamento triplicado
(cco®™™?) (Kazazian, 1990; Foglietta, 1996; Bernini e Harteveld, 1998; Weatherall,
2001a).(Figura 3C).

Devido a posicéo relativa do bloco X em relacdo ao bloco Z no complexo
génico da globina a, no sentido 5’ - 3’ (Figura 3A), a delecdo (-o>') é designada como
“delecdo a direita” e a delegéo (-a*?) como “delecédo a esquerda” (Higgs et al., 1989;
Liebhaber, 1989; Bernini e Harteveld, 1998; Borges et al., 2001).

Além das delecbes acima citadas, outras dele¢bes raras envolvendo o gene o4

5,3]

(-o>®) ou o gene a3 [()a>] ja foram descritas (Lacerra et al., 1991; Foglietta, 1996).
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Figura 3. Os mecanismos para a producao das formas mais comuns de talassemia do
tipo o': (A) o complexo génico o mostrando as regides de homologia X, Y e Z; (B)
crossing over desigual no bloco Z gerando uma delecéo de 3,7 kb e um cromossomo
com 3 genes a; (C) crossing over desigual no bloco X gerando uma delecdo de 4,2 kb
e um cromossomo com 3 genes o. Adaptado de Naoum, 1997b e Weatherall, 2001a.



26

2.6.2.2 Delegdes do tipo o’

Adicionalmente as delecbes mais frequentes (-o°’) e (-a*?), uma grande
variedade de delecbes mais extensas, embora menos frequentes, ocorrem dentro do
complexo génico da globina o afetando a sua expressdo (Liebhaber, 1989). Até o ano
de 1998, 17 delecbes que envolvem ambos os genes o (o4 € o), logo abolindo a
producao de cadeias o no cromossomo afetado, ja haviam sido descritas (Weatherall,

1999). Elas variam desde pequenos fragmentos (-o>%) até aquelas que removem o
agrupamento inteiro (-7, -5 ™" (Higgs et al., 1989; Chui e Waye, 1998; Bemini e

Harteveld, 1998). (Figura 4).
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Figura 4. Arranjo dos genes do complexo génico da globina a e algumas dele¢des que
sd0 responsaveis pela talassemia o”. Weatherall, 2001a.

2.6.2.3 Talassemias o por defeitos ndo delecionais

As formas ndo delecionais da talassemia «, que sdo representadas pelos
simbolos (a'o) ou (ae'), resultam de mutacgdes de ponto que interferem na transcricdo
dos genes a, no processamento primario dos produtos ou na producdo de cadeias

globinicas o instaveis (Weatherall, 1999).
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A mutacdo ndo delecional mais comum e mais estudada que condiciona um
fenétipo de talassemia a é (ao°®) (WHO Working Group, 1982; Weatherall, 1999). Ela
ocorre devido a uma Unica substituicdo no cédon de terminacdo do gene oy, situado
imediatamente ao codon para o aminoacido 141. Essa substituicdo, (UAA—>CAA),
permite que a leitura continue até o préximo cédon de terminacao, resultando em uma
cadeia de globina o com 31 aminoacidos adicionais, denominada de hemoglobina
Constant Spring (Hb CS). Além desta, outras variantes estruturais da hemoglobina que
condicionam o fenotipo da talassemia o devido a mutagdes no cédon de terminacéo

estdo descritas: a Hb Icaria, a Hb Koya Dorya e a Hb Seal Rock (Weatherall, 1981c;

Spritz e Forget, 1983).

2.6.2.4 Interacdo de talassemia o com variantes de cadeia

O efeito da associagdo da talassemia « e variantes de cadeia B, por exemplo a
Hb S e Hb C, pode alterar a quantidade de hemoglobina variante presente nos casos
de heterozigose (Hb AS e Hb AC). Nota-se nestes casos que a concentracdo da
hemoglobina variante (Hb S e Hb C) decresce proporcionalmente ao numero de genes
o afetados, sendo mais acentuado nos casos de talassemia «”. Esta diminuigdo pode
ser devido ao fato das cadeias [ presentes na Hb A estarem carregadas
negativamente e formarem dimeros mais facilmente do que aquelas carregadas mais
positivamente pela mutagéo sofrida: as cadeias p° (Glu—Val®) e as cadeias B(Glu™

—Lis") (Liebhaber, 1989; Naoum, 1997b).

2.6.2.5 Talassemia o adquirida
Contrastando com a maioria das formas hereditarias, as formas adquiridas ndo

estdo relacionadas com delecbes dos genes o. As talassemias o podem ser
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adquiridas em associa¢ao com uma variedade de anormalidades da medula 6ssea, na
qual a sintese de cadeias o alterada parece ter origem clonal (Weatherall et al., 1978).

Os primeiros casos descritos ocorreram na década de 60 em trés individuos
com eritroleucemia. Posteriormente, casos de doengas mieloproliferativas cronicas e
agudas foram relatados, apresentando caracteristicas semelhantes: a existéncia de
duas populagdes de eritrocitos no sangue de individuos afetados, uma com conteudo
normal de hemoglobina e outra apresentando deficiéncia de sintese de cadeias o,
presenca intraeritrocitaria de Hb H precipitada (até 95% dos eritrocitos); concentragao
de Hb H de 10 a 65 % (consideraveimente mais alta do que as encontradas nos
individuos com Doenca de Hb H de origem genética) e; redugdo na sintese de cadeias
o (Weatherall.,, 1978; Calvo et al., 1984). Weatherall et al sugerem que a forma
adquirida de talassemia alfa resulta de um clone anormal de precursores eritroides,

provavelmente como parte da transformacgao leucémica.

2.6.3 Determinantes fenotipicos da talassemia o
A severidade do fendétipo da talassemia o esta diretamente relacionada a perda
da sintese de cadeias o (Lafferty et al, 2000). Existem trés principais fatores que
contribuem para o quadro fenotipico (Liebhaber, 1989):
1. o numero de genes afetados;
2. o grau no qual a delecao afeta a expressao do gene (perda total ou parcial);
3. o grau no qual o gene afetado normalmente contribui para a sintese de

cadeias o.

2.6.4 Fisiopatologia das talassemias alfa
Como apresentado anteriormente, as cadeias globinicas o s&o necessarias

para a sintese de hemoglobinas presentes na fase fetal e na fase adulta (Chui e Waye,
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1998). Na fase fetal, a deficiéncia de cadeias o leva a um excesso relativo de cadeias
v e, na fase adulta, a um excesso relativo de cadeias . O excesso de cadeias y e B
permite a formacgdo de tetrameros destas (y4 e Bs4), denominadas de Hemoglobina de
Bart (Hb Bart's) e Hemoglobina H (Hb H), respectivamente. A fisiopatologia da
talassemia o é condicionada, justamente, pela formacéo destes tetrameros, que sdo
instaveis e fisiologicamente inuteis (WHO Woking Group, 1982; Weatherall, 2000).

Os tetrameros de cadeias y e 3 s@o sollveis nos precursores eritréides e néo
precipitam em grau significativo dentro da medula, logo as talassemias o nao se
caracterizam por uma eritropoiese ineficaz severa. Entretanto, os tetrdmeros de
cadeias  precipitam no interior de eritrécitos maduros, formando corpos de inclusgo.
Desta maneira, a anemia presente nas talassemias o ocorre devido a diminui¢cdo do
tempo de vida destas células (morte celular prematura), conseqiiéncia da fagocitose
aumentada pela microvasculatura esplenénica, devido a presenca dos corpos de
inclusdo. Além disso, pelo defeito na sintese de quantidades normais de hemoglobina,
os eritrocitos apresentam-se microciticos e hipocrémicos (Villegas et al, 1998;
Weatherall, 2001a; Borges ef al., 2001).

Existe outro fator que acentua a hipdxia tecidual na talassemia «. Tanto a Hb
Bart's como a Hb H néo promovem a interacdo fisico-quimica entre os grupos heme e
tem a curva de dissociacdo de oxigénio hiperbélica, apresentando alta afinidade pelo
oxigénio (mais de 10 vezes, quando comparadas com a Hb A). Assim, elas ndo séo
capazes de liberar oxigénio em condi¢des fisiologicas, ndo sendo adequadas para o
transporte deste (Weatherall, 2001a). A Figura 5 esquematiza a fisiopatologia da

talassemia o.
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Figura 5. Fisiopatologia da talassemia o. Adaptado de Weatherall, 2000.

2.6.5 Técnicas laboratoriais para diagnéstico da talassemia o

A avaliagdo dos indices hematologicos e utilizacdo de técnicas de citologia,
eletroforeses, bioquimicas, avaliacdo de solubilidade, além de técnicas especiais tais
como focalizagéo isoelétrica, cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC- High
Pressure Liquid Chromatography) e reacdo da cadeia polimerase (PCR - Polymerase
Chain Reaction), entre outras, tém sido empregadas no diagnéstico da talassemia o. e
de outras hemoglobinopatias e talassemias (Ribeiro e Araujo, 1987; Sonati et al.,
1991; Skogesboe et al., 1992; Sonati e Costa, 1994; Baysal e Huisman, 1994; Sonati
et al., 1996; Fucharoen ef al, 1998; Villegas et al., 1998; Sonati ef al., 2000). A
principal etapa consiste em determinar se o paciente é portador de talassemia ou de
outro distarbio hematolégico que se assemelhe fenotipicamente a talassemia (Lukens,
1998b), tais como a anemia ferropriva ou outra desordem genética que afeta a sintese

de hemoglobina (Weatherall, 1981d). Dentre as técnicas laboratoriais utilizadas,
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algumas apresentam suas limitacbes e muitas vezes é necessario realizar a
investigagdo familiar e o estudo de DNA para determinagdo correta do gendtipo
presente na talassemia o (Naoum, 1997b).

Os indices hematolégicos podem sofrer alteracdo na presengca de
hemoglobinopatias estruturais, além de serem, muitas vezes, determinantes no
diagnéstico das talassemias. Os principais indices incluem: dosagem de hemoglobina
(Hb), contagem de eritrécitos (CE), volume corpuscular médio (VCM) e distribuigdo
das células vermelhas (Red Distribution Width - RDW) (Clarke e Higgins, 2000). Tais
indices sdo obtidos de contadores hematolégicos automatizados que apresentam alta
precisdo e acuracia. Destaca-se que em alguns casos onde ocorrem apenas a dele¢do
de um Unico gene «, os indices hematoldgicos podem se encontrar dentro das faixas
de normalidade (Chan et al., 2001).

A pesquisa intraeritrocitaria de Hb H apresenta-se bastante datil na
caracteriza¢ao da talassemia o. Os eritrocitos mostram numerosas inclusdes de Hb H
precipitada apoés incubacgio com agentes oxidantes, tais como o azul de cresil brilhante
e o azul de metileno (Lin et al., 1990; Baysal e Huisman, 1994; Bain et al, 1994). Estas
inclusbées conferem aos eritrécitos um aspecto tipico denominado de “bola de golfe”

(Clarke e Higgins, 2000). A Figura 6 apresenta células com tais inclusdes.
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Figura 6: precipitados intraeritrocitarios de Hb H em sangue de paciente com Doenga
de Hb H. Os precipitados assemelham-se a bolas de golfe. Fonte: autora.

As eletroforeses de hemoglobina, em especial as alcalinas e as neutras,
constituem-se na principal forma de identificagdo das hemoglobinas variantes além de
desempenhar um papel importante no diagnéstico das talassemias (Weatherall, 1981;
Bain et al, 1994). O emprego de acetato de celulose como suporte destina-se as
analises qualitativas das hemoglobinas em pH alcalino e neutro, além de possibilitar a
quantificacdo da Hb A, A;, S, C e outras fracdes presentes (Marengo-Rowe, 1965;
Weatherall, 1981c; Bain et al, 1994; Naoum, 1997c; Clarke e Higgins, 2000). Nas
talassemias o, as Hb H e Hb Bart’'s podem ser identificadas pelo uso de eletroforese
em pH alcalino, na qual a Hb H migra mais rapidamente do que a Hb A e apresenta

mobilidade similar @ Hb I. A Hb Bart’s migra também mais rapidamente do que a Hb A,
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mas mais lentamente do que a Hb H em direcdo ao polo positivo (Figura 7)
(Weatherall, 1981c). Salienta-se que a eletroforese ndo pode ser realizada com
hemolisados preparados a partir de solventes organicos, como por exemplo, o
cloroférmio, uma vez que a Hb H é extremamente instavel frente a estas substancias

(Ribeiro, 1992).

Hemoglobina H
Hemoglobina Bart’'s

Hemoglobina A

Hemoglobina F

Hemoglobina A,

Origem

Figura 7. Eletroforese de hemoglobina em pH alcalino. Weatherall, 1981c.

Além das eletroforeses de hemoglobina, a focalizagdo isoelétrica e a
cromatografia liquida de alta pressao séo sistemas automatizados muito sensiveis que
permitem a identificacdo e a quantificacdo das fragbes hemoglobinicas (Papadea e
Cate, 1996; Clarke e Higgins, 2000).

A identificagdo dos portadores de talassemia o também pode ser realizada
através da analise da sintese de cadeias polipeptidicas e por Southem blot. Ambos os

procedimentos séo relativamente complexos e laboriosos além de utilizarem reagentes
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radioativos durante a sua execucao (Galanello et al., 1998). Nos ultimos anos, varios
métodos baseados na reagdo em cadeia da polimerase foram desenvolvidos,
objetivando a detecgéo dos tipos mais freqilentes de talassemia o (delecionais e nao-
delecionais) (Baysal e Huisman, 1994; Foglietta et al., 1996; Galanello et al., 1998).
Alguns destes testes tém apresentado problemas de reprodutibilidade, principalmente
aqueles que envolvem a delegdo (-a>’). Estes problemas podem ser devidos a
diferencas no conteudo dos nucleotideos GC presentes nas jungdes das varias
delecdes e também da consideravel homologia dentro do complexo génico da globina
o (Chong et al., 2000).

Cabe ressaltar que a identificacdo das hemoglobinas presentes é muitas vezes
presumivel, baseado na mobilidade eletroforética ou outras caracteristicas, tal como a
origem étnica. Em alguns casos a identificacdo e, portanto, o diagnéstico das
hemoglobinopatias, requer o uso de técnicas de analise de DNA ou o sequenciamento
direto do DNA ap6s amplificagéo seletiva dos genes envolvidos. Além disso, estudos
familiares podem colaborar na elucidacdo da natureza das desordens de sintese de
hemoglobina (Bain ef al., 1998).

Finalmente, a determinagéo dos niveis de ferritina sérica é de grande valor na
detecgdo da deficiéncia de ferro, sendo o método de escolha para avaliar os estoques
deste componente (Brittenham, 2000). Embora sendo uma medida indireta, ela tem a
vantagem, em relacdo aos procedimentos de bibpsia, de ser um método mais
quantitativo, menos invasivo, mais barato e mais aceito pelos pacientes (Lee, 1998a).
Com excecdo da deficiéncia de ferro, as unicas condi¢cbes que podem diminuir os
valores de ferritina sdo o hipotireoidismo e a deficiéncia de ascorbato. Aumentos nos
niveis de ferritina podem indicar aumento dos estoques de ferro, embora a presenca
de algumas doencas cronicas também pode elevar estes niveis independentemente

do aumento destes estoques (Brittenham, 2000). A determinacdo dos valores de
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ferritina € realizada através de métodos imunolégicos, tais como os radioimunoensaios

(RIE) e os ensaios absorventes ligados a enzimas (ELISA) (Worwood, 1995).

2.6.6 Classificagdo clinica e caracterizagao laboratorial da talassemia o

Como ja mencionado, € possivel classificar as talassemias o em quatro
categorias, diferenciando-se de acordo com o nivel de expressdo dos genes alfa: (1)
uma forma assintomatica ou portador silencioso, com perda de um unico gene (-a/oo);
(2) o trago alfa talassémico, no qual ha perda de dois genes alfa de um Unico
cromossomo (--/oct) ou de um gene o de ambos 0s cromossomos (-a/-a); (3) a doenca
da hemoglobina H, na qual apenas um gene alfa & funcional (--/-a) e (4) a hidropsia
fetal, caracterizada pela auséncia dos quatro genes alfa (--/--) (Kazazian, 1990;
Pedrollo et al.,, 1990; Naoum, 1997b; Chui e Waye, 1998; Lafferty et al., 2000;). A

Figura 8 apresenta uma representacao das talassemias o.
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Figura 8. llustracdo esquematica das principais categorias da talassemia o. Adaptado
de Weatherall, 1981c.

Destaca-se que a possibilidade de comprometimento parcial dos genes o pode
acarretar em uma sobreposi¢do entre 0s grupos acima descritos, baseada no amplo
espectro dentro de cada grupo, refletida pela imensa variedade de interacdes

geneticas possiveis (Liebhaber, 1989).

2.6.6.1 Portador silencioso

O termo “portador silencioso” designa o gendtipo -o/aa. E 0 tipo mais comum
entre as talassemias o. Os individuos que possuem esse genétipo sdo clinicamente
assintomaticos. Os parametros hematologicos, tais como concentragdo de

hemoglobina, numero de eritrocitos e concentragcdo de hemoglobina corpuscular
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média, assim como os valores de Hb A; e a concentracéo de Hb F estdo dentro dos
limites normais. A morfologia celular € geralmente normal, podendo apresentar
microcitose em alguns eritrécitos e discreta anisocitose (Naoum, 1997b; Lafferty,
2000). A eletroforese de hemoglobina lisada com saponina a 1% pode demonstrar a
presenca de tracos de Hb H em sangue de individuos com mais de 6 meses de idade.
A mesma técnica realizada em sangue de corddo umbilical ou de recém-nascidos
pode revelar banda correspondente a Hb Bart’'s (Naoum, 1997b). A pesquisa de
precipitados de Hb H intraeritrocitaria, realizada em sangue incubado com azul cresil
brilhante pode apresentar uma célula positiva a cada 1000 ou 2000 eritrécitos

pesquisados (Bain et al.; 1994).

2.6.6.2 Trago alfa-talassémico

O traco alfa talassémico caracteriza-se pelo comprometimento de dois genes o
(-a/-o0 ou —fox). A causa mais freqlente se deve a heranca da homozigose para a
delecio - (-a*"/-a®"), mas o genétipo -/oo também pode ser identificado
(Liebhaber, 1989). Visto que cada dele¢do pode causar um diferente nivel de redugao
na sintese de cadeias o, o trago alfa talassémico inclui o espa¢o desde o individuo
assintomatico até o portador de doenca H (Higgs et al., 1989).

Os individuos com trago alfa talassémico podem relatar fraqueza, cansago e
dores nas pernas além de apresentarem palidez. Este quadro usualmente esta
associado com as seguintes altera¢des laboratoriais (Naoum, 1997b):

e microcitose;
e eritrocitose;
e niveis de Hb A; normais ou baixos;

e altas concentragdes de Hb Bart’'s em sangue de corddo umbilical (5-10%);
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e concentragdo de Hb H entre 2 e 5% em sangue de individuos com mais de 6
meses de idade;
e pesquisa intraeritrocitaria de Hb H positiva em até 65% dos casos (geralmente

1 célula positiva em cada 250-500 eritrocitos pesquisados).

2.6.6.3 Doencade Hb H

A doenca de Hb H & a sindrome clinica mais severa da talassemia o
compativel com a vida. Ela ocorre, geralmente, pela delecdo de trés genes o (--/-
), embora as associagdes do tipo (/o) sdo também identificadas (Waye e
Chui, 2001). Sua maior freqiiéncia esta presente no sudeste da Asia e na bacia do
Mediterraneo (Liebhaber, 1989).

Clinicamente, os bebés afetados tém um aspecto aparentemente normal no
periodo do nascimento, mas posteriormente apresentardo anemia e
esplenomegalia, resultado da deficiéncia de Hb A e da formacio de tetrdmeros
instaveis. Durante o crescimento, a clinica sera marcada pela presenca de ictericia
e hepatoesplenomegalia. Aproximadamente 1/3 dos pacientes apresentam
deformagbes esqueléticas devido a expansdo da cavidade medular (Lukens,
1998b). O grau de anemia presente & bastante varidvel, podendo acentuar-se
durante a gravidez, infeccbes e apds a exposicdo a medicamentos oxidantes
(Waye e Chui, 2001). Outras complica¢gdes incluem ulceras de perna, calculos
biliares e deficiéncia de acido félico (Higgs et al., 1989).

Laboratorialmente, o fendtipo usual apresenta (Higgs ef al., 1989; Bain et al.,
1994):

e acentuada microcitose;

e grau variado de hemoglobina (2,6-13,3 g/d);
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e concentracdo de Hb Bart's entre 20 a 40% em sangue de cordéo
umbilical;

e concentracdo de Hb H entre 10 a 20% em sangue de individuos
adultos;

e pecilocitose, com a presenca de pontilhado baséfilo, células em alvo e
dacriocitos;

e pesquisa intraeritrocitaria de Hb H positiva (30 a 100% das células

pesquisadas).

2.6.6.4 Hidropsia fetal

A sindrome clinica mais severa da talassemia o € a hidropsia fetal, que resulta da
perda de todos os quatros genes o. A auséncia destes genes impede a formacao de
Hb F e Hb A. O maior componente hemoglobinico presente é a Hb Bart’s que, como
vista anteriormente, ndo é capaz de liberar oxigénio aos tecidos, é relativamente
instavel e pode precipitar no interior dos eritrécitos, causando a retirada prematura
destas células da circulagdo (Chui e Waye, 1998). Aproximadamente 50% dos fetos
morrem antes do nascimento, enquanto que os remanescentes sobrevivem apenas
algumas horas apés (Liebhaber, 1989). Estes bebés geralmente sdo palidos, grandes
e edemaciados, apresentando angustia cardio-respiratéria e hepatoesplenomegalia
significativas. A placenta encontra-se edemaciada e friavel e a morte resulta de uma
hipéxia severa (Chui e Waye, 1998). Transfusdes totais seriadas no periodo intra-
uterino ou imediatamente apdés o nascimento e quelagdo de ferro tém sido
empregadas nestes pacientes com o objetive de prolongar o tempo de vida (Lorey,
2001).

Os principais achados laboratoriais incluem (WHO Working Group, 1982;

Liebhaber, 1989; Naoum, 1997b; Chui e Waye, 1998):
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. eritroblastose com reticulocitose;

. anemia severa;

. pecilocitose, com células em alvo e fragmentagao eritrocitaria,;

. hipocromia;

e VCM geraimente elevado, devido a presenca de eritrocitos
nucleados e reticulécitos;

. concentragdes elevadas de Hb Bart’s;

® presenca de Hb H e Hb Portland em concentragbes variaveis.

2.6.7 Diagnéstico diferencial das Talassemias

A microcitose (presenca de eritrocitos anormalmente pequenas no sangue),
assim como a hipocromia (concentracdo de hemoglobina diminuida nos eritrocitos) em
menor grau, sao os principais indicios das anemias geradas por deficiéncia de sintese
de hemoglobina, resultando do descompasso entre a sintese da hemoglobina e a
proliferacéo eritrdide. O nivel de alteracdo destes indices relaciona-se a gravidade
e/ou & duragao do disturbio subjacente (Lee, 1998a).

Além das talassemias o e B, existem outras anemias que se caracterizam pela
presenca de microcitose e hipocromia, destacando-se as anemias por deficiéncia de

ferro (ferroprivas) e as anemias de doengas cronicas, que merecem atencao especial

no diagnéstico diferencial.

2.6.7.1 Anemia ferropénica

A anemia ferropénica se caracteriza pela quantidade de ferro menor do que a
necessaria para a formacdo de hemoglobina, de enzimas metdlicas e de outros
compostos funcionais de ferro. Essa deficiéncia de ferro ocorre quando (1) a ingestao

de ferro é inadequada para as necessidades; (2) ha ma absorc¢éo de ferro; (3) ha
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perda aumentada de ferro; ou (4) quando ha uma combinacdo destes fatores. A
anemia apresenta-se quando o esgotamento dos estoques de ferro do sistema
monocitico-macrofagico leva a redugdo da sintese do heme e, portanto, a produgao
reduzida de hemoglobina e de eritrécitos (Bain, 1997).

Geralmente, a deficiéncia de ferro € resultado de um longo periodo de balanco
negativo deste componente. Inicialmente, a avaliagdo do hemograma revela uma
anemia normocrémica e normocitica, com anisocitose, que precede o desenvolvimento
da microcitose e da hipocromia. As alteragdes morfolégicas ndo costumam ser
evidentes até a queda de Hb abaixo de 10-11 g/dl, quando aparece, entdo, o aspecto
caracteristico. A pecilocitose inclui eliptocitos muito estreitos, chamados de células em
lapis. O diagnostico de anemia ferropriva ndo-complicada pode ser confirmado pelos
seguintes achados: (1) ferritina sérica baixa ou (2) ferro sérico baixo e transferrina
aumentada. Quando a deficiéncia de ferro e a inflamagdo coexistem, pode ndo haver
elevacdo da transferrina e a ferritina sérica pode estar no limite inferior da
normalidade. Nos casos complicados, o teste definitivo € a demonstragdo da auséncia

de ferro na medula 6ssea (Bain, 1997).

2.6.7.2 Anemia da doenga crdnica

Anemia da doencga crénica é o termo usado para descrever a anemia que
resulta de uma infecgdo ou inflamacao crénica, ou menos freqiientemente, de uma
doenga maligna. A caracteristica mais marcante é a ocorréncia de ferro sérico baixo,
apesar de quantidades abundantes de ferro na medula éssea (Bain, 1997). Como esta
anemia ocorre em associagdo com inumeras doencgas, as manifestacbes clinicas
variam muito. Quando leve, esta anemia se caracteriza pela presenca de eritrocitos
normociticos e normocrémicos mas, a medida que se agrava, aparecem eritrocitos
microciticos e hipocrdmicos. Na inflamacgéo crénica severa, o grau de microcitose pode

ser tdo acentuado quanto na deficiéncia de ferro. Podem estar presentes sinais
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indicativos de inflamacgao cronica, tais como neutrofilia, trombocitose e formagao de
rouleaux, velocidade de hemossedimentacéo (VHS) alterada, baixa concentra¢do de
albumina e aumento de fibrinogénio. O ferro sérico e a transferrina estao diminuidos e
a ferritina sérica pode estar aumentada devido a sintese de apoferritina pelas células

inflamatoérias (Bain, 1997).

Tabela 2. Algumas condi¢des associadas a anemia da doenga cronica. Adaptado de
Lee, 1998b.

Infec¢des cronicas Infecgdes pulmonares: abscessos, enfisema,
pneumonia
Endocardite bacteriana subaguda
Meningite

Infecgdes cronicas do trato urinario

Inflamagdes cronicas nao- Artrite reumatoide
infecciosas Febre reumatica
Lupus eritematoso sistémico

Lesao por calor

Doencgas malignas Carcinoma
Leucemias
Mieloma mdaltiplo

Diversos Doencga hepéatica alcodlica

Doenca cardiaca isquémica

2.7 Distribuigdo geografica das hemoglobinopatias e talassemias

As anemias hereditarias representam uma das principais doengas genéticas
que contribuem de forma expressiva para morbidade e mortalidade infantil em diversos
paises em desenvolvimento (WHO Working Party, 1982). Em geral, a alta prevaléncia

das hemoglobinopatias e talassemias pode ser decorrente de dois mecanismos: as
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mutacdes sao favorecidas nas populacdes autéctones por forga do efeito seletivo da
malaria, onde os individuos afetados s@o mais resistentes, ou, alternativamente, sao
inseridas pela imigragdo de uma populagdo previamente afetada. O primeiro
mecanismo, ou seja, a selecdo de heterozigotos em areas com elevada incidéncia de
malaria, explica as altas freqliéncias de hemoglobinopatias e talassemias nos paises
da regido Mediterranea, no Oriente Médio, Sudoeste da Asia e na Africa. Por outro
lado, a imigracao espontanea ou forgada, é responsavel por sua ocorréncia nos paises
do Novo Mundo, incluindo o Brasil. Neste particular, cabe destacar que a introdugéo
da malaria no continente americano ocorreu em época relativamente recente, apés a
chegada dos colonizadores europeus nao contribuindo para aumentar a prevaléncia
de hemoglobinopatias e talassemias. Isto explica porque os trabalhos realizados em
populagbes indigenas nao miscigenadas demonstram a completa auséncia destes
disturbios (Zago, 1986).

Segundo dados da OMS, em torno de 4,5 % da popula¢do mundial é portadora
de pelo menos um gene para alguma hemoglobinopatia (Angastiniotis, 1995), sendo
que a freqiiéncia da talassemia o parece ser bastante varidvel (Velati et al, 1986;
Pedrollo et al., 1990; Efremov, 1992; Baysal e Huisman, 1994; Waye e Chui, 2001).
Beutler apresentou a estimativa da prevaléncia dos diferentes tipos de anemia entre a
populacdo americana e sugeriu que a talassemia alfa &, depois da anemia ferropénica,
a causa mais freqliente de anemia nestes individuos (Beutler, 1988).

Dentre as talassemias o, aquelas com delecbes do tipo o s&o extremamente
comuns, sendo que em regides malarigenas, raramente a sua frequéncia € menor de
20%, podendo alcancar mais de 80% em algumas populacdes (Flint ef al.,, 1993). A

delecdo -o>"

¢ muito difundida, tendo sido diagnosticada em todas as regides
estudadas, com freqiéncias particularmente maiores em populacdes Mediterraneas e

Africanas. A delegio -o>™ foi encontrada em individuos da Jamaica e Regido
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Mediterranea e Sudeste Asiatico, enquanto a delegdo -o*™" foi observada
exclusivamente em partes da Oceania (Flint et al., 1993). Outra delecdo, a -a** & mais
freqlientemente encontrada em populagdes asiaticas (Baysal e Huisman, 1994),
embora tenha sido relatada em varias outras populagdes (llhas do Pacifico, Negras e
Mediterraneas, entre outras) (Flint et al., 1993).

As formas de talassemia o ndo delecionais e as do tipo o’ sdo encontradas
principalmente em regides malarigenas do sudeste da Asia e Mediterraneo. Dentre as
delegbes que causam talassemia o, a --°** tem sido observada em populagdes da
Tailandia, Filipinas, Vietnam e China. Similarmente, a delegdo - foi relatada em
populacgdes banhadas pelo Mediterraneo, principalmente na ltalia, Grécia e Sardenha
(Flint et al., 1993). A Hb Constant Spring, a forma nao delecional de talassemia o mais
difundida, é encontrada em populacdes do Sudeste da China, Tailandia, Camboja,
Vietnam e Laos (Flint et al., 1993; Harteveld ef al., 2001).

Estudos para detecgcdo de Hb Bart's em sangue de corddo umbilical foram

realizados em varias populacdes e os dados estio reunidos na Tabela 3.
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Tabela 3. Distribuicéo da freqiiéncia de Hb Bart's em diversas populagbes. Adaptado
de Pedrollo, 1988.

Local Amostra (n)  Freqiiéncia (%) Ano
Africa
Africa do Sul 1.207 3,3 1985
Congo 636 17,9 1969
Congo 146 23,3 1986
Nigéria 140 10,7 1960
Nigéria 700 6,0 1986
Tanzania 325 11,0 1979
América do Norte
Estados Unidos
Baltimore (negréides) 900 2,1 1963
Filadélfia 693 15,0 1974
Mineapolis (negroides e asiaticos) 1.000 12,0 1986
América Central
Costa Rica 538 1.1 1977
Cuba 2.363 43 1982
Jamaica 2.191 7,0 1980
Martinica 4.635 1,7 1981
Europa
Espanha 2.003 0,2 1982
Grécia (cipriotas gregos) 1.200 12,4 1979
Grécia (cipriotas turcos) 132 6,8 1979
italia 2.291 12,9 1980
italia (Mildo) 4730 3,0 1986
Asia e Oceania
Laos 147 420 1979
China 500 3,0 1970
Malasia 344 7.3 1982
Melanésia 236 385 1987
Nova Guiné 217 81,0 1984

Tailandia 287 30,7 1969
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2.7.1 Talassemia a no Brasil

No Brasil, o alto grau de miscigenag¢ado entre indios nativos e descendentes de
africanos e europeus tem produzido elevadas frequéncias de disturbios herdados de
hemoglobinas, demonstrando a diversidade racial de cada regido do pais. De fato,
além dos europeus que aqui se fixaram no periodo colonial, de origem
predominantemente portuguesa, o pais recebeu cerca de 2,5 a 4 milhées de negros
africanos. Posteriormente, no periodo de pouco mais de um século, entre 1819 e
1947, vieram para o Brasil aproximadamente 5 milhdes de imigrantes, principalmente
italianos (1,5 milhdo), portugueses (1,4 milhdo), espanhdis, alemaes e japoneses.
Ressalta-se a importancia deste contingente, uma vez que a populagao total do pais
nos anos 40 era cerca de 40 milhdes de habitantes (Zago, 1986).

Clinicamente, a Hb S, a Hb C e as talassemias  sdo as mais importantes,
embora a talassemia o' tenha sido descrita como a alteracdo mais freqiente,
ocorrendo entre 20 e 25 % em uma populacdo negra do sudeste brasileiro (Sonati et
al., 2000).

A caracterizacao e identificagcdo de individuos portadores de hemoglobinopatias
e talassemias tém sido realizadas de forma crescente em nosso meio, principalmente
nas regides Sudeste e Sul do Brasil. Em um dos primeiros estudos populacionais
documentados no pais para investigacdo de talassemia o, 606 amostras de cordao
umbilical de criangas recém-nascidas nao selecionadas do Hospital das Clinicas de
Ribeirdo Preto foram estudadas. A Hb Bart’s foi detectada em 0,7% destas (Zago,
1986). Em outro estudo, a doenga de hemoglobina H & descrita em trés familias
brasileiras. Em duas destas, os pais dos pacientes eram de origem européia e africana
(Zago et al., 1984). Em 1987, Castilho et al. identificou, através de técnicas citologicas,
cerca de 4% de individuos portadores de talassemia o assintomaticos na regido de

Sd0 José do Rio Preto-SP. Esse numero tornou-se bastante expressivo (15,8%)
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quando foram considerados apenas individuos com anemia a esclarecer (Castilho et
al., 1987).

Em outra pesquisa, na cidade de Campinas, foram investigados 320 recém-
nascidos negroides, dos quais em 38 (11,9%) foi detectada a presenca de Hb Bart's
(Sonati e Costa, 1990). Com o objetivo de confirmar a alta freqiiéncia de talassemia o
no pais, 0s mesmos autores investigaram, através de analise de DNA, 47 individuos
negros doadores de sangue. Os resultados demonstraram que 21,3% destes eram
heterozigotos para a condi¢do (-o/awa), 2,1% eram homozigotos (-a/-a) € 6,4%
apresentaram a forma triplicada para o gene o (cxo/oco) (Sonati et al.,, 1991).

Em 2000, uma pesquisa de hemoglobinopatias em populagdes diferenciadas,
realizada por Orlando et al, identificou a presenca de talassemia o em 10 % nos
recém-nascidos, 26% nos individuos com anemia a esclarecer, 5% nos doadores de
sangue e em 12,5% dos estudantes analisados (Orlando et al., 2000). No mesmo ano,
Leonelli et al descrevem a presenca de talassemia o em 76 (15 %) dos 506 individuos
analisados no Laboratério de Hemoglobinas da UNESP (Leonelli et al., 2000). Ambos
os trabalhos foram realizados com o auxilio de técnicas citologicas e eletroforese de
hemoglobina.

Em 2001, Viana-Baracioli et al estudando a presenca de hemoglobinopatias em
gestantes, também através de técnicas citolégicas e eletroforese de hemoglobina,
identificaram talassemia alfa em 47 (6,75%) das 696 mulheres investigadas (Viana-
Baraciolli et al, 2001). Ducatti et al publicaram neste mesmo ano, os resultados da
presenca de Hb Bart's em recém-nascidos no Hospital de Base de S8o José do Rio
Preto. Das 913 amostras analisadas, 40 (4,38%) apresentaram esta hemoglobina
(Ducatti et al., 2001).

Em outro estudo publicado também em 2001, Borges et al., estudaram a

prevaléncia de talassemia alfa entre individuos adultos com microcitose e hipocromia
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através da PCR. Dos 339 individuos analisados, 169 (49,9 %) apresentaram
talassemia a, sendo que 145 (42,8%) foram classificados como heterozigotos para a
delecdo -0 (-a*"laar), 18 (5,3%) foram classificados como homozigotos para esta
delecdo (-a*'/~a>7), além de 5 (1,5%) individuos com formas ndo-delecionais e 1
(0,3%) com delecdo do tipo o”. Neste mesmo estudo, dos 98 negréides investigados,
69 (70,3%) apresentaram talassemia o. (Borges et al., 2001).

No estado do Rio Grande do Sul, um dos Unicos trabalhos realizados para
investigacdo de talassemia o & o de Pedrollo et al., em 1990. Os autores, utilizando
como indicador de talassemia alfa a presenca de Hb Bart’'s no sangue de corddo
umbilical em recém-nascidos em Porto Alegre, através de eletroforese de hemoglobina
em fita de acetato de celulose, estimaram que a prevaléncia de talassemia alfa em
negréides e caucaséides é de 6% e 2,5% respectivamente (Pedrollo et al., 1990). Esse
dado € certamente uma subestimativa, assim como os outros trabalhos realizados com
este método, pois nem todas as criancas portadoras do trago talassémico alfa
apresentam Hb Bart's em nivel detectavel por esta técnica (>1%) no periodo do
nascimento (Higgs et al., 1982).

Em outro trabalho, realizado por Daudt em 2000, no Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA), das 1615 amostras de sangue de recém-nascidos analisadas
pela técnica de focalizagdo isoelétrica, em apenas 2 (0,12%) foi identificada a
presenca de Hb Bart’s. Justifica-se este baixo indice pela falha na técnica, uma vez
que as amostras foram coletadas em papel filtro e foram processadas, em média, 22
dias apés a coletas. Neste meio, as hemoglobinas perdem sua estabilidade decorrente
da oxidacgao do ferro da fracdo heme e da agéo de residuos de glutamina e asparagina
na molécula protéica, prejudicando a identificacdo de bandas rapidas, tais como a Hb

Bart's (Daudt, 2000).
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3 JUSTIFICATIVA

Trabalhos como os de Pedrollo (Pedrollo ef al., 1990) em Porto Alegre, Castilho
(Castilho et al., 1987) em Sao José do Rio Preto e Sonati (Sonati ef al., 1991) em
Campinas, revelam a possibilidade da distribuicdo da talassemia o atingir diversas
regides no pais. Considerando a heterogeneidade da populagao brasileira, em nivel de
miscigenacao, destacando os vastos contingentes migratérios de italianos e africanos,
a investigacdo de talassemia o deve ser realizada em pacientes com anemia
microcitica que ndo respondem a tratamentos com compostos ferrosos e nao
apresentam evidéncias da presenca de outras doencas de base. Por este motivo, o
presente trabalho se propde a estudar talassemia alfa em pacientes com anemia nao
ferropénica a esclarecer e individuos normais, fazendo uso de técnicas simples e
viaveis financeiramente, que poderdo ser incorporadas a rotina de um laboratério de
hematologia, resguardando o uso de tecnologia mais avangada (biologia molecular)
para os casos selecionados. Com o diagnéstico correto, exames de saude, consultas

médicas e, principalmente, administracdo de ferro desnecessaria, serdo evitados.

4 OBJETIVOS
4.1. Estabelecer a freqiéncia de talassemia o em duas populacdes atendidas no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre: pacientes com anemia microcitica nao
ferropénica e pacientes sem anemia;
4.2. Estabelecer a frequéncia de hemoglobinas variantes e talassemia B nas
populacgdes estudadas;

4 3. Estabelecer o perfil hematolégico das populagées estudadas.
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Abstract

We evaluated the frequency of alpha-thalassemia in a group of 293 patients: 58 with
non-ferropenic microcytic anemia (cases) and 235 non-anemic patients seen at the out
patients clinic for other reasons (controls). The presence of thalassemia was defined by
alkaline pH cellulose acetate electrophoresis of a 1% saponine red-cell lysate, 1%
brilliant cresyl blue for inclusion bodies studies, 0,36% NaCl osmotic resistence test
and high-performance liquid chromatography (HPLC). The analysis showed among the
cases 63.8% carried hemoglobinopathies: 25.9% of alpha-thalassemia, 32.8% of beta-
thalassemia, 3.4% were heterozygous for hemoglobin S (HbAS) and 1.7% were
homozygous for hemoglobin C (HbCC). In the control group there were 11.5% of
alpha-thalassemia, 0.9% of beta-thalassemia, 1.3% and 0.4% were heterozygous for
hemoglobins S and C, respectively, accounting for 14.1% sub-clinical
hemoglobinopathies. In conclusion, the techniques utilized for H hemoglobin detection
were relatively simple to be carried out by a general hospital clinical pathology
laboratory, and able to detect alpha-thalassemia in 25.9% of the cases as well as in
11.5% of controls. To further characterize the remainder non-ferropenic microcytic
anemias it would be necessary to run molecular tests such as polymerase chain-
reaction or globin chain synthesis analysis, both currently unavailable for routine use in

clinical laboratories.
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Introduction

The inherited anemia represents the commonest human genetic disorders and
comprises a heterogeneous condition of variable complexity (1). In the past, since the
carrier of at least one gene for these disorders showed some type of protection against
the lethal effects of malaria, their geographic distribution was concentrated in tropical
and subtropical areas. Due to an increased migration among several regions, there has
been a diffusion of these genes in areas previously known as non-endemic, such as in
the American Continent and Northern Europe (2). As a whole, the inherited anemias
can be divided into two large groups: (1) the hemoglobinopathies characterized by the
presence of structurally abnormal hemoglobin, such as hemoglobin S (Hb S), which is
responsible in homozygous state for the sickle-cell anemia, and (2) the thalassemias,
characterized by the deficient synthesis of one or more polypeptides chains of the
normal human hemoglobin (3). There are two main classes of thalassemia: alpha (o)
and beta (B), involving the genes o and B globin, respectively (3). Alpha-thalassemias
are characterized by a partial or complete deficiency of the o-chain synthesis in the
erythrocytes of the affected individuals (3, 4). The a-globin chains are needed for the
synthesis of hemoglobin in the fetal and adult phases, playing an important role in the
maintenance of the stability of these molecules. Therefore, defects interfering in their
synthesis have clinical influence on both phases, different from B-chains, which are
present only in the major adult hemoglobin component, hemoglobin A (Hb A). In the
fetus, the a-chain deficiency results in an excess of y-chains, and in the adult leads to
an excess of B-chains. The excess of y and p chains allows the formation of tetramers
(va and PB4), called Hb Barts and Hb H, respectively. The «a-thalassemia
pathophysiology is mainly determined by the formation of these tetramers, which are
unstable and thermolabile (1, 5). Alpha-thalassemias develop mainly by defects

inherited during the expression of genes that codes for a-chains affecting from 1 to 4 of
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these genes (6), although defects in this synthesis can also occur in the acquired form
(7, 8). In general, it is possible to classify alpha-thalassemias into four types, according
to the level of genes o expression: (1) asyntomatic form or silent carrier, with loss of
only one gene (-a/aw); (2) o-thalassemic trace, with loss of two genes o from only one
chromosome (--/ac) or of one gene o from both chromosomes (a~/a-); (3) Hemoglobin
H disease, in which only one gene is functional (-/-o), and (4) hydrops fetalis,
characterized by the absence of the four genes o (--/--) (9, 10, 11, 12, 13). Due to a
great variety of possible genetic interactions, generated by deletion/non-deletion
processes and the presence of structural abnormal hemoglobins, an overlapping can
occur among the groups, making difficult their characterization (8). The anemia present
in a-thalassemias is caused by a decrease in the erythrocytes lifetime, as a result of
premature splenic sequestration due to the presence of inclusion bodies in these cells.
Moreover, because of the defect in the synthesis of normal amounts of hemoglobin, the
erythrocyte is microcytic and hypochronic (5). The later is clinically important, since
these hematological alterations are commonly interpreted as an indication of iron
deficiency or anemia of chronic disease (14). The main purpose of this study was to
establish the frequency of alpha-thalassemia and other hemoglobinopathies in two
populations seen at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) out patients clinic:
carriers of non-ferropenic microcytic anemia (cases) and non-anemic individuals seen
for diseases other than hematological ones (controls). To carry out this work,
electrophoretic, chromatographic, biochemical and cytological techniques were

employed.

Material and Methods

In a case-control study, approved by the CONEP (Research Ethics Committee

— 25000.013.250/00-69), samples of peripheral blood from 58 cases and 235 controls



were collected from March to June 2001. For the cases, the inclusion criteria were
patients older than 2 years, seen at the HCPA out-patients clinic, with non-ferropenic
microcytic anemia. The inclusion criteria for controls were: non anemic patients older
than 2 years, seen for non-hematological diseases. The presence of pregnancy,
neoplasia or a history of transplantation was exclusion criteria for this study.

The hematological parameters (HCT, RBC, MCV, MCH, MCHC, and RDW),
and the hemoglobin concentrations (Hb) were obtained from cell electronic counter
(PENTRA-ROCHE®). The reticulocytes count and the Hb H inclusion bodies were
searched after incubation for 30 min, of equal parts of total blood and brilliant cresyl
blue at 37°C (15). These studies were conducted within a maximum of 12 hs after
collection.

The hemoglobin qualitative analysis was carried out by cellulose acetate
hemoglobin electrophoresis, at pH 8.6, of red-cell lysates prepared from 50 pl of total
blood + 100 ul of saponine at 1%. The confirmation and quantification of Hb A, A, F, S
and C, added to the identification of Hb H, were performed by an automatic system of
high performance liquid chromatography (HPLC) (Bio-Rad VARIANT ™ — Beta Thal
Short Program) (16, 17). The osmotic fragility-screening test for B-thalassemia was
also performed in all samples (5 pl of total blood + 1 ml of 0.36% NaCl solution) (15).
Iron storage was evaluated by the serum ferritin measured in a chemioluminescence
device (IMMULITE-DPC®). Information, such as age, color, place of birth, family
history for anemia, was obtained during the medical interview, by the same observer.
The data were analyzed by statistical packages (EPI-INFO version 6.04b and SPSS
version 6.0). Chi-square test and Fisher exact test, when necessary, were used to
compare the samples among the categorical variables (sex, color, place of origin). T-

test and the Analysis of Variance (ANOVA), followed by Tukey’s Test, were used to
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compare the quantitative variables between cases and controls, as weil as the

presence or absence of a-thalassemia. The level of significance used was P<0.05.

Results
293 cases and controls seen at HCPA, from Porto Alegre and other counties of
the State of Rio Grande do Sul, were studied. There were 176 (60.1%) females and

117 (39.9%) males, uniformly distributed into four ages groups (Table 1).

Table 1 — Frequency of cases and controls according to age.

Age Cases Controls
2-6 years 4 (6.8%) 10 (4.3%)
>6-12 years 7 (12.1%) 24 (10.2%)
>12-18 years 7 (12.1%) 28 (11.9%)
>18 years 40 (69%) 173 (76.6%)
Total 58 (100%) 235 (100%)

The presence of anemia and microcytosis was evaluated using hematological
parameters, according to sex and age (18). Table 3 summarizes the results of the
hemoglobin pattern. Of the 58 cases analyzed, B-thalassemia, diagnosed by the
increase of Hb A, and by the osmotic globular resistance test in NaCl 0.36%, was
identified in 19 (32.8%) samples. Alpha-thalassemia, identified by the presence of Hb H
in cellulose acetate electrophoresis and Hb H inclusion bodies research, was found in
15 (25.9%) samples; of these, 12 (80%) presented the Hb AH electrophoretic pattern,

and 3 (20%), the Hb ASH electrophoretic pattern. In addition, heterozygous Hb S (Hb
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AS) and homozygous Hb C (Hb CC) were identified in 2 (3.4%) and 1 (0.7%) of the
samples analyzed, respectively. Thus, of the 58 cases analyzed, 37 (63.8%) showed
some type of hemoglobinopathy or thalassemia.

Among the 235 controls analyzed, 202 (85.9%) showed a normal hemoglobin
pattern. Of the 33 (14.09%) abnormal samples, 2 (0.9%) showed increased values of
Hb A,, characterizing B-thalassemia, 27 (11.5%) showed Hb H in electrophoresis,
characterizing a-thalassemia, 3 (1.3%) showed heterozygous Hb S (Hb AS), and 1
(0.4%) showed heterozygous Hb C (Hb AC). No increase in Hb F was detected in the
sampile in this group.

The percentage of alpha-thalassemia identified in the cases (25.9%) and
controls (11.5%) were significant statistically different (P=0.0096; calculated by
the chi-square test, with Yates correction) at an odds ratio of 2.69 (1.C. 95% =

1.23-5.83).
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Table 2 — Hemoglobin pattern identified in the sample.

Hemoglobin pattern Cases (n) Controls Total
Hb AA 21 (36.2%) 202 (85.9%) 223
Thal B 19 (32.8%) 2 (0.9%) 21
Thal o 12 (20.7%) 27 (11.5%) 39
Hb AS 2 (3,4%) 3 (1.3%) 5
Thal o/ Hb AS 3(5.2%) 0 (0%) 3
Hb AC 0 (0%) 1 (0.4%) 1
Hb CC 1(1.7%) 0 (0%) 1
Total 58 (100%) 235 (100%) 293

Thal B: p-thalassemia; Thal o a-thalassemia; Hb Az hemoglobin A;

The racial origin was classified according to the five options used by the
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) to distinguish colors or races in
the Brazilian population: white, black, yellow, brown and indian (19). The data are
assembled in Table 3. A significant statistically difference can be observed, with a
higher frequency of black and brown individuals in the cases (36.8%) when compared
with controls (19.1%) (P = 0.007, calculated by the chi-square test, with Yates
correction). When analyzed for the presence (26.2%) or absence (22.0%) of a-

thalassemia (table 4), this variable showed no statistical difference (P=0.69).
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Table 3 - Frequency of different racial origin between cases and controls.

Racial origin Cases (n) Controls (n) Total
(color)

White 35 (61.4%) 189 (80.4%) 224
Black/Brown 21 (36.8%) 45 (19.1%) 66
Yellow 0 (0%) 1 (0.4%) 1
Indian 1(1.8%) 0 (0%) 1
Total 57 (100%) 235 (100%) 292

Table 4 - Frequency of different racial origin between patients with and without o-

thalassemia.

Racial origin (color) a-thal (n) Non a-thal (n) Total
White 31 (73.8%) 193 (77.2%) 224
Black/Brown 11 (26.2%) 55 (22.0%) 66
Yellow 0 (0%) 1 (0.4%) 1
Indian 0 (0%) 1(0.4%) 1
Total 42 (100%) 250 (100%) 292

a~thal: o-thalassemia

Taking into account the age, the red cell indices showed by patients carrying or
not a-thalassemia, were evaluated by the Analysis of Variance (ANOVA), followed by
Tukey's Test (table 5). In this analysis, the values of HCT, Hb, MCV, MCH and MCHC
were lower in the group of a-thalassemic patients in comparison with the group of non
o-thalassemic patients, and the following indices were statistically significant different

(P<0.05): HCT, HGB, MCV and MCH in patients older than 18 years.



Table 5 — Red blood cell indices from the patients with and without a-thalassemia.
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a-thal Non a-thal
Red cell P
indices Age group |Mean Sd Mean Sd
HCT (%) |2-6 35.2 (5) 11 35.8 (9) 2.0 0.54
6-12 42.0 (1) 0 36.8(28) (2.6 0.06
12-18 371 4) 2.9 404 (31) |45 0.16
>18 38.1(32) |55 407 (176) |4.7 0.006*
Hb 2-6 11.3 0.5 11.6 0.6 0.29
(g/dl) 6-12 13.7 0 12.0 0.9 0.08
12-18 1.7 1.1 13.0 1.6 0.12
>18 12.3 2.0 13.2 1.7 0.007*
RBC 2-6 47 04 4.4 0.3 0.16
(x10%uly [6-12 48 0 44 0.4 0.34
12-18 48 0.3 5.0 0.6 0.51
>18 47 0.5 4.7 0.6 0.65
MCV (fl) |2-6 75.0 46 81.2 34 0.012*
6-12 87.0 0 825 6.8 0.51
12-18 775 10.3 82.4 24 0.34
>18 81.6 12.8 85.7 9.8 0.04*
MCH (pg) | 2-6 241 21 26.3 1.5 0.04*
6-12 284 0 26.9 2.5 0.56
12-18 248 35 26.5 34 0.34
>18 26.4 48 27.9 36 0.04*
MCHC 2-6 32.0 1.2 325 0.9 0.47
(%) 6-12 326 0 326 0.8 0.97
12-18 315 0.5 322 0.7 0.07
>18 322 1.4 324 0.9 0.19

HCT: hematocrit;

MCH: mean cell hemoglobin; MCHC: mean cell hemoglobin concentration.

Hb: hemoglobin; RBC: red blood cell; MCV: mean cell volume;
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Discussion

The Brazilian population is characterized by an extremely high genetic
heterogeneity due to a significant and progressive race admixture (20, 21). The
distribution of hemoglobinopathies and thalassemias is related to the several racial
groups who gave origin to the Brazilian population. According to the IBGE, the Brazilian
population is classified into five categories for race or color: white, black, yellow, brown
and indian. In the last population surveillance the black or brown color represents
47.5% of the Brazilian population, and 12.7% of the population of the State of Rio
Grande do Sul (19). In our group of patients, this category represented 36.8% of the
cases and 19.1% of the controls. The higher proportion of patients of this category in
our study can be due to a possible selection bias since the HCPA is a federal assigned
public hospital for individuals of a lower economy class, with higher number of black
and brown people (21). In our patients, the differences in frequencies of black and
brown people carrying or not o-thalassemia, 26.2% and 22.0% respectively (Table 4)
was not significant statistically. This may suggest a racial admixture process in the
population of Porto Alegre, in which the presence of African and European genes is
nearly similar (22).

The results presented in this study confirm that thalassemias and
hemoglobinopathies are very frequent in individuals with non-ferropenic microcytic
anemia (63.8%). In relation to a-thalassemia, its actual frequency is not defined, since
the technology used is unable to detect all carriers (10). Table 6 shows the great
variation in the ratio of a-thalassemic individuals in Brazil and worldwide. The variation
found in our group of patients could be due to: (1) an actual difference among the
populations, and (2) the use of different techniques. In the region of Sdo José do Rio
Preto — southeast Brazil, Castilho et al., using cytological techniques, detected a higher

prevalence (16%) of carriers of a-thalassemia in individuals with anemia in comparison
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with non-anemic individuals (4%) (23). In Campinas — southeast Brazil, of the 47 black
blood donors studied by molecular biology, 29.8% showed to be carriers of this same

condition (24).

Table 6 - Frequency of alpha-thalassemia in several populations.

Placeof % N Technique Population Year Reference

Origin

PoA 3,7 599 Electrophoresis NB 1989 10

SP 10 100 Electrophoresis NB 1999 20

SP 26 50 Electrophoresis  Anemic patient to 1999 20
clarify

SP 1,9 262 Electrophoresis  Blood donors 1999 20

SP 12,5 112 Electrophoresis Students 1999 20

PoA 0,12* 1615 IEF NB (filter paper) 2000 21

SJRP 6,75 696 Electrophoresis Pregnant 2001 25

SJRP 15,9 195 Electrophoresis  Anemic patients 1989 26
to clarify

SJRP 4,38 913 Electrophoresis NB (UCB) 2001 27

Italy 3 4730 Electrophoresis NB (UCB) 1986 28

Portugal 10 100 Electrophoresis NB (UCB) 1996 29

and PCR
Zayre 17,9 636 Electrophoresis NB (UCB) 1969 10
Nigéria 6 700 Electrophoresis NB (UCB) 1986 10

PoA: Porto Alegre; SP: Sao Paulo; SRJP: Sdo José do Rio Preto; IEF: Isoelectric
focalization; NB: newborns;, PCR: polymerase chain reaction; UCB: umbilical cord

blood; 0,12*: false value decreased due to high time of storage (mean 22 days).
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The high frequency of o and p-thalassemia identified in the cases can be due to
the fact that the Hematology Department of HCPA is a state reference center for the
diagnosis and treatment of hematological disorders. On the other hand, the frequency
of a-thalassemia in controls can suggest that they are only silent carriers, since they
show no hematological alteration. Our studies are consistent with the observation that
many carriers of deletions affecting only one gene o show normal hematological
parameters (30).

Daudt et al. studying a population of newborns at the HCPA, found 0.12% of Hb
Bart's, a much lower frequency that we observed in our study (21). This discrepancy
could be explained by technical reasons since in their study the samples were collected
in filter paper and processed, on the average, 22 days after the collection, which is
possibly disadvantageous for identifying hemoglobins moving faster than Hb A.

By the techniques used in this work, a large number of patients with non-
ferropenic microcytic anemia can be diagnosed as carriers of some type of inherited
anemia. The main advantage of identifying correctly these individuals is to avoid the
unnecessary medical and laboratory examinations and deleterious iron prescription
intake. In addition, the presence of non-anemic patients found as silent carriers of o-
thalassemia is pointed out.

Finally, although the techniques we employed in this study were able to
diagnose about two-thirds of the non-ferropenic anemic patients, the remainder would
probably only be diagnosed by utilizing molecular biology techniques not yet available
for routine use at a clinical laboratory. As for o-thalassemia, the hemoglobin H

detection tools we used are relatively simple, reproducible and of lower financial cost.
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Resumo

Para estabelecer a freqiiéncia de hemoglobinopatias e talassemias em pacientes com
anemia ndo ferropénica atendidos no HCPA — UFRGS foram estudados 58 casos e
235 controles. A presenca de hemoglobinopatias foi determinada através de
eletroforese de hemoglobina em fita acetato de celulose, pH alcalino, com hemolisado
preparado a partir de saponina a 1%, pesquisa citolégica de hemoglobina H (Hb H) por
coloracdo com azul de cresil brilhante a 1%, teste de resisténcia osmotica em NaCl a
0,36% e cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC). Além deste testes, foram
realizados hemograma completo e determinagdo dos valores de ferritina. A analise dos
dados realizada no grupo dos casos demonstrou que 63,8% eram portadores de
alguma forma de anemia hereditaria, assim distribuidos: 25,9% de talassemia o,
32,8% de talassemia 3, 3,4% de heterozigose para hemoglobina S (Hb AS) e 1,7% de
homozigose para hemoglobina C (Hb CC). No grupo dos controles, foram identificados
14,1% de anemias hereditarias, sendo destas 11,5% de talassemia o, 0,9% de
talassemia B, 1,3% de heterozigose para hemoglobina S (Hb AS) e 0,4% de
heterozigose para hemoglobina C (Hb AC).

Concluséo: a identificacdo da Hb H por meio do uso de técnicas de eletroforese e
pesquisa citolégica é de simples realizacdo e foi capaz de detectar 25,9% de casos
portadores de anemia microcitica nao ferropénica em investigacdo e 11,5% de
controles. Possivelmente um numero maior de pacientes possa ser caracterizado
como portador de talassemia o através de técnicas moleculares (sequenciamento e
reacdo da cadeia polimerase) ainda inviaveis para implementacdo em laboratorios

clinicos em larga escala.
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Introdugio

As anemias hereditarias estdo entre as doencas genéticas mais comuns e
compreendem um grupo de condi¢gdes de variavel complexidade (1). No passado, sua
distribuicdo geografica residia apenas em areas tropicais e subtropicais do mundo,
uma vez que individuos portadores de pelo menos um gene para essas desordens
apresentavam algum tipo de prote¢éo contra os efeitos letais da malaria. Devido a um
aumento de movimentos migratorios ocorridos em diversas regides, com conseqiente
miscigenacgao, esses genes acabaram se difundindo em areas antes tidas como nao
endémicas, como no continente Americano e no Norte da Europa (2). De maneira
geral, as anemias hereditarias podem ser divididas em dois grandes grupos: (1) as
hemoglobinopatias que se caracterizam pela presenca de hemoglobinas
estruturalmente anormais, tal como a hemoglobina S (Hb S) que no estado
homozigoto é responsavel pela anemia falciforme e, (2) as talassemias, caracterizadas
pela sintese deficiente de uma ou mais cadeias polipeptidicas das hemoglobinas
humanas normais (3). Existem duas principais classes de talassemia: alfa (o) e beta
(B), envolvendo os genes o e 3 globina, respectivamente (3). As talassemias o sao
caracterizadas pela deficiéncia parcial ou completa da sintese da cadeia o nas
hemacias de individuos afetados (3, 4). As cadeias globinicas o sdo necessarias para
a sintese de hemoglobinas presentes na fase fetal e na fase adulta, exercendo
importante papel na manutencdo da estabilidade destas moléculas de hemoglobina.
Logo, defeitos que interferem na sua sintese tém repercussao clinica em ambas as
fases, diferente das cadeias P, que estdo presentes apenas no componente
hemoglobinico adulto maior, a hemoglobina A (Hb A). No feto, a deficiéncia de cadeias
o leva a um excesso de cadeias y e, no adulto, a um excesso de cadeias B. O excesso
de cadeias y e B permite a formacgéo de tetrameros destas (ys € B4), denominadas de

Hb Bart's e Hb H, respectivamente. A fisiopatologia da talassemia o é condicionada,
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justamente, pela formacao destes tetrameros, que sdo instaveis e termolabeis (1, 5).
As talassemias o surgem principalmente por defeitos herdados na expressao dos
genes que codificam as cadeias o atingindo de um a quatro destes genes (6), embora,
defeitos nesta sintese também podem ocorrer de forma adquirida (7, 8). De uma
maneira geral, & possivel classificar as talassemias o em quatro categorias, de acordo
com o nivel de expressdao dos genes a: (1) uma forma assintomatica ou portador
silencioso, com perda de um unico gene (-a/aa); (2) o traco alfa talassémico, no qual
ha perda de dois genes alfa de um Unico cromossomo (--/ac) ou de um gene o de
ambos os cromossomos (-o/-a); (3) a doenga da hemoglobina H, na qual apenas um
gene alfa é funcional (-/-a) e (4) a hidropsia fetal, caracterizada pela auséncia dos
quatro genes alfa (--/--) (9, 10, 11, 12, 13). Devido a grande variedade de interagbes
genéticas possiveis, geradas por processos de delecdo, ndo dele¢cdo e hemoglobinas
variantes, entre outros, pode ocorrer uma sobreposicdo entre 0s grupos acima,
dificultando a sua caracterizacdo (8). A anemia presente nas talassemias a ocorre
devido a diminuicdo do tempo de vida dos eritrécitos, conseqiiéncia dos danos
causados pela microvasculatura esplenénica, ocorridos pela presenga de corpos de
inclusdo nestas células. Além disso, pelo defeito na sintese de quantidades normais
de hemoglobina, os eritrécitos apresentam-se microciticos e hipocrémicos (5). Estes
dados sd@o de relevancia clinica, uma vez que estas alteragdes hematologicas sé@o
sequidamente interpretadas como indicadores de deficiéncia de ferro ou caracteristicas
de anemia de doencas cronicas (14). Este estudo teve por objetivo principal estabelecer
a freqiiéncia da talassemia o e outras hemoglobinobatias em duas populacdes atendidas
no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA): portadores de anemia microcitica ndo
ferropénica a esclarecer (casos) e individuos sem anemia atendidos por doencgas nao
hematolégicas (controles). Para a realizagdo deste trabalho, foram empregadas

técnicas de eletroforese, cromatografia, bioquimica e citologia.
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Material e Métodos

Em um estudo caso-controle, ap6s aprovacgéo pelo CONEP (Conselho Nacional
de Etica em Pesquisa — nimero: 25000.013.250/00-69), amostras de sangue periférico
de 58 casos e 235 controles foram coletadas no periodo de margo a junho de 2001.
Os critérios de inclusdo para os casos foram: pacientes acima de 2 anos, atendidos no
Ambulatério de Hematologia do HCPA, portadores de anemia microcitica nao
ferropénica a esclarecer. Para os controles, os critérios de inclusdo foram: pacientes
acima de 2 anos, ndo portadores de anemia atendidos no HCPA por doengas nao
hematolégicas. Foram excluidos do estudo, pacientes gestantes, com neoplasias e/ou

transplantados.

Os indices hematimétricos (HCT, RBC, VCM, HCM, CHCM e RDW) e as
concentragdes de hemoglobina (Hb) foram obtidos de contador eletrénico de células
(PENTRA-ROCHE®). A contagem de reticuldcitos e a pesquisa citolégica de Hb H no
microscopio foram determinadas apés a incubagio a 37°C durante 30 min, de partes
iguais de sangue total e azul de cresil brilhante (15).

A analise qualitativa das fragbes hemoglobinicas foi realizada em eletroforese
em fita de acetato de celulose, pH 8,6, com hemolisado preparado a partir de 50 ul de
sangue total + 100 pul de saponina a 1% (7). A confirmacdo e quantificacdo das Hb A,
Az F, S e C, além da identificacdo, quando possivel, de Hb H, foi realizada por um
sistema automatizado de cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) (Bio-Rad
VARIANT ™- Beta Thal Short Program) (16, 17). O teste de resisténcia globular
osmotica em NaCl 0,36% foi realizado em todas as amostras (5 ul de sangue total + 1
mi de solugdo de NaCl 0,36%) (15). Os estoques de ferro foram avaliados através da
medida de ferritina sérica, em equipamento de quimioluminescéncia (IMMULITE-
DPC®). Informacdes dos participantes, tais como idade, cor, local de nascimento,

historia de anemia na familia, foram obtidos através de entrevista direta. Os dados
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foram analisados usando pacotes estatisticos (EPI-INFO versao 6.04b e SPSS versao
6.0). Para comparagdo das amostras entre as varidveis categoricas (sexo, cor,
procedéncia), recorreu-se ao teste xze ao teste exato de Fisher, quando necessario. O
Teste t e a analise de variancia (ANOVA), seguida do Teste de Tukey, foi utilizado
para comparacao das variaveis quantitativas entre casos e controles e a presenca ou

nao de talassemia a. O nivel de significancia utilizado foi P<0,05.

Resultados

Foram estudados 293 casos e controles atendidos no Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA), provenientes deste mesmo municipio e de outras regides do
Estado do Rio Grande do Sul, sendo que do total, 176 (60,1%) eram do sexo feminino
e 117 (39,9%) eram do sexo masculino, uniformemente distribuidos entre 4 faixas

etarias (tabela 1).

Tabela 1 - Freqiéncia de casos e controles de acordo com a faixa etaria.

Faixa etaria Casos Controles
2-6 anos 4 (6,8%) 10 (4,3%)
>6-12 anos 7 (12,1%) 24 (10,2%)
>12-18 anos 7 (12,1%) 28 (11,9%)
>18 anos 40 (69%) 173 (76,6%)
Total 58 (100%) 235 (100%)

A presenca de anemia e microcitose foi avaliada através dos indices
hematimétricos de acordo com o0 sexo e a faixa etaria dos pacientes (18). Os
resultados do perfil hemoglobinico apresentado pelas analises das amostras estdo
sumarizados na tabela 2. Dentre os 58 casos analisados, a talassemia B,

diagnosticada através do aumento de Hb A; e do teste de resisténcia globular
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osmotica em NaCl 0,36%, foi identificada em 19 (32,8 %) amostras. A talassemia o,
identificada através da presenca de Hb H na eletroforese em acetato de celulose e
pesquisa intraeritrocitaria de Hb H, foi encontrada em 15 (25,9%) amostras, sendo que
destas, 12 (80%) apresentaram o padrao eletroforético Hb AH e 3 (20%) apresentaram
o padrao eletroforético Hb ASH. Além destas, a heterozigoze para Hb S (Hb AS) e a
homozigoze para Hb C (Hb CC) foram identificadas em 2 (3,4%) e 1 (0,7%) das
amostras analisadas, respectivamente. Assim, dos 58 casos analisados, 37 (63,8%)
apresentaram alguma forma de hemoglobinopatia ou de talassemia.

Entre os 235 controles analisados, 202 (85,9%) apresentaram perfil
hemoglobinico normal. Das 33 (14,09%) amostras alteradas, 2 (0,9%) apresentaram
valores de Hb A, aumentados, caracterizando a talassemia f, 27 (11,5%)
apresentaram a Hb H na eletroforese, caracterizando a talassemia o, 3 (1,3%)
apresentaram a Hb S em heterozigoze (Hb AS) e 1 (0,4%) apresentou a Hb C em
heterozigoze (Hb AC). Nenhum caso de aumento de Hb F foi identificado na amostra.

Estatisticamente a talassemia o identificada entre os casos (25,9%) e os
controles (11,5%) apresentou diferenca significativa (P=0,0096, calculado pelo Teste
de x? com correcéo de Yates) com uma razio de chances de 2,69 (.C. 95%= 1,23-

5,83).
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Tabela 2 - Perfil hemoglobinico identificado nas amostras analisadas

Perfil Hemoglobinico Casos (n) Controles Total
Hb AA 21 (36,2%) 202 (85,9%) 223
Tal B 19 (32,8%) 2 (0,9%) 21
Tal o 12 (20,7%) 27 (11,5%) 39
Hb AS 2 (3,4%) 3 (1,3%) 5
Tala/Hb AS 3 (5,2%) 0 (0%) 3
Hb AC 0 (0%) 1 (0,4%) 1
Hb CC 1(1,7%) 0 (0%) 1
Total 58 (100%) 235 (100%) 293

Tal B: talassemia beta; Tal «: talassemia alfa; Hb Az: hemoglobina A;

A origem racial foi classificada segundo critérios do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), no qual estabelece 5 opgdes para cores ou racgas na
nossa populagdo: branca, preta, amarela, parda e india (19). Os dados encontram-se
agrupados na tabela 3. Através da analise destes dados observamos uma diferenca
estatistica significativa entre casos e controles, com uma maior freqiiéncia de casos de
cor preta e parda (36,8%) quando comparados com os controles (19,1%) (P=0,007,
calculado pelo Teste de % com correcdo de Yates). A mesma variavel quando
analisada com relagcdo a presenca ou ndo de talassemia o, 26,2 % e 22,0%,

respectivamente (tabela 4), ndo apresentou diferenca estatistica (P=0,69).
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Tabela 3 - Frequéncia da populacado analisada relativa a origem racial

Origem racial Casos (n) Controles (n) Total
(cor)

Branco 35 (61,4%) 189 (80,4%) 224
Negro/Pardo 21 (36,8%) 45 (19,1%) 66
Amarelo 0 (0%) 1(0,4%) 1
indio 1(1,8%) 0 (0%) 1
Total 57 (100%) 235 (100%) 292

Tabela 4 — Fregliéncia da origem racial entre pacientes com e sem talassemia o..

Origem racial tal o (n) Sem tal o (n) Total
(cor)

Branco 31 (73.8%) 193 (77.2%) 224
Negro/pardo 11 (26.2%) 55 (22.0%) 66
Amarelo 0 (0%) 1 (0.4%) 1
indio 0 (0%) 1 (0.4%) 1
Total 42 (100%) 250 (100%) 292

Os indices hematimétricos apresentados pelos pacientes com e sem
talassemia a foram avaliados através da andlise de variancia (ANOVA), seguida do
Teste de Tukey, considerando a faixa etaria ao qual pertenciam (tabela 5). Nesta
andlise, os valores de HCT, Hb, VCM, HCM e CHCM foram menores no grupo de
pacientes com talassemia o quando comparados com o grupo de pacientes sem
talassemia o, apresentando diferenca estatistica significativa (P<0,005) os seguintes

indices: HCT, Hb, VCM e HCM em pacientes >18 anos.
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Tabela 5 - Perfil hematolégico dos pacientes classificados como portadores de

talassemia o e nao portadores de talassemia o.

Pacientes com Tal o Pacientes sem Tal o
indices  |Faixa etaria | Média Sd Media Sd P
HCT (%) |2-6 35,2 (5) 1,1 35,8 (9) 2,0 0,54
6-12 42,0 (1) 0 36,8(28) (26 0,06
12-18 371(4) (29 404 (31) |45 0,16
>18 38,1(32) |55 40,7 (178) |4,7 0,006*
Hb 2-6 1,3 0,5 11,6 0,6 0,29
(g/di) 6-12 13,7 0 12,0 0,9 0,08
12-18 11,7 1,1 13,0 1,6 0,12
>18 12,3 2,0 13,2 1,7 0,007*
ERI 2-6 4.7 0.4 44 0,3 0,16
(x10%ul) 16-12 48 0 4,4 0,4 0,34
12-18 48 0,3 5,0 0,6 0,51
>18 47 0,5 47 0,6 0,65
VCM (fl) [2-6 75,0 46 81,2 3,4 0,012*
6-12 87,0 0 82,5 6,8 0,51
12-18 715 10,3 82,4 9,4 0,34
>18 81,6 12,8 85,7 9,8 0,04*
HCM (pg) |2-6 241 2,1 26,3 1,5 0,04*
6-12 28,4 0 26,9 2,5 0,56
12-18 24,8 3,5 26,5 3,4 0,34
>18 26,4 438 279 3,6 0,04*
CHCM 2-6 32,0 1,2 325 0,9 0,47
(%) 6-12 32,6 0 32,6 0,8 0,97
12-18 31,5 0,5 32,2 0,7 0,07
>18 32,2 1,4 324 0,9 0,19

Tal o: talassemia alfa; HCT: hematécrito; Hb: hemoglobina; ERI: eritrocitos;

VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM:

concentragdo de hemoglobina corpuscular media.
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Discussio

A populagdo brasileira se caracteriza por apresentar uma grande
heterogeneidade genética e um nivel de miscigenagao significativo e progressivo (20,
21). A distribuicdo das hemoglobinopatias e talassemias se relaciona com os diversos
grupos raciais que participaram na formagdo da populagdo brasileira. O IBGE
estabelece 5 opgdes para cor ou raga na nossa populagdo: branca, preta, amarela,
parda e india. Os dados do censo realizado em 1991, apresentam a classificacdo da
populacdo brasileira de acordo com esta variavel. A cor preta ou parda representa
47,5% da populacdo brasileira, enquanto esta mesma categoria no Estado do Rio
Grande do Sul representa 12,7% (19). No grupo estudado, identificamos a presenga
de 36,8% de casos e 19,1% de controles classificados nesta categoria. Esta proporgéo
maior de pacientes desta categoria com relagdo ao Estado do Rio Grande do Sul pode
ser devido a possivel sele¢io da populagdo que procura assisténcia médica no HCPA,
onde predomina o atendimento pelo Sistema Unico de Sautde, de individuos
economicamente menos favorecidos, onde o numero de pretos e pardos € maior (21).
Quando verificamos a freqiiéncia da cor preta e parda com e sem talassemia « na
amostra analisada, observamos 26,2% e 22,0% (tabela 4), respectivamente nestas
categorias, sendo esta diferenca estatistica ndo significativa. Isto pode sugerir um
processo de mistura racial na populagao de Porto Alegre, na qual a presenca de genes
africanos e europeus é aproximadamente semelhante (22).

Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que as talassemias e
as hemoglobinopatias sdo muito freqlientes em populagdes de individuos com anemia
microcitica ndo ferropénica (63,8%). Com relacdo a talassemia «, a sua freqiéncia
verdadeira nao é definida, uma vez que a tecnologia utilizada ndo é capaz de detectar
todos os portadores (10). A tabela 6 mostra a grande variagdo na propor¢ac de

individuos com talassemia o no Brasil e no Mundo. Esta variagdo encontrada nas



86

populacdes estudadas pode ser devido a: (1) real diferenga nas populag¢des e (2) uso
de técnicas diferentes. Na regido de S&o José do Rio Preto, Castilho et al
identificaram, através de técnicas citolégicas, uma prevaléncia maior (16%) de
portadores de talassemia o em individuos com anemia a esclarecer quando
comparada com individuos sem anemia (4%) (23). Em Campinas, dos 47 doadores de
sangue negros estudados através de biologia molecular, 29,8% demonstraram ser

portadores desta mesma condigao (24).

Tabela 6 - Frequéncia de tal o em varias populages.

Local % N Técnica Populagdo Ano Referéncia:
Poa 3,7 599 Eletroforese RN 1989 10
SP 10 100  Eletroforese RN 1999 20
SP 26 50 Eletroforese Anémicos a 1999 20
esclarecer
SP 1,9 262  Eletroforese Doadores sangue 1999 20
SP 12,5 112  Eletroforese Estudantes 1999 20
Poa 0,12* 1615 IEF RN (papel filtro) 1999 21
SJRP 6,75 696 Eletroforese Gestantes 2001 25
SJRP 15,9 195 Eletroforese Anémicos a 1989 26
esclarecer
SJRP 438 913 Eletroforese RN (SC) 2001 27
ltalia 3 4730 Eletroforese RN (SC) 1986 28
Portugal 14 100 Eletroforese e PCR RN (SC) 1996 29
Zaire 17,9 636 Eletroforese RN (SC) 1969 10
Nigéria 6 700 Eletroforese RN (SC) 1986 10

PoA: Porto Alegre; SP: Sdo Paulo; SJRP: Sao José do Rio Preto; IEF: isoelectric
focalization (focalizacao isoelétrica) isoelétrica; RN: recém-nascidos; PCR: polymerase
chain reaction (reacdo da cadeia polimerase); SC: sangue de cordéo; 0,12*: valor
falsamente diminuido devido ao uso de amostra de sangue em papel de filtro e alto

tempo de estocagem (média de 22 dias apos a coleta).
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A alta frequéncia de talassemias o e P identificadas entre os casos pode ser
devido ao Ambulatério de Hematologia do HCPA constituir-se em centro de referéncia
no Estado para diagnéstico e tratamento de distirbios hematoldgicos. Além disto, a
deficiéncia de ferro e as anemias de doengas crdnicas, causas de microcitose, foram
excluidas através de exames laboratoriais e consultas médicas. Ja a freqiiéncia de
talassemia o entre os controles pode sugerir que estes sejam apenas portadores
silenciosos, uma vez que nao apresentam alteragées em nivel hematolégico. Nossos
resultados sao consistentes com a observacao de que muitos portadores de delecbes
que atingem um unico gene a possuem estes indices nos niveis de normalidade (30).

Quando analisamos os resultados obtidos por Daudt em 1999 (tabela 6) (0,12%
de Hb Bart's em recém-nascidos no HCPA), verificamos que este valor € bastante
inferior ao encontrado neste trabalho (21). Justifica-se este baixo indice pela falha na
técnica, uma vez que as amostras foram coletadas em papel filtro e foram
processadas, em média, 22 dias apés a coleta, 0 que possivelmente prejudica a
identificacdo de hemogiobinas com mobilidade mais rapida do que a Hb A.

Com as técnicas utilizadas na realiza¢@o deste trabalho, um grande nimero de
pacientes com anemia microcitica ndo ferropénica a esclarecer pode ser diagnosticado
como portador de algum tipo de anemia hereditaria, destacando as talassemias o e .
A principal vantagem da identificacdo correta destes individuos €& evitar a
administracdo desnecessaria e deletéria de ferro, além de exames laboratoriais e
consultas médicas. Destaca-se, porém, a presenca de pacientes sem anemia, logo,
com indices hematimétricos normais, classificados como portadores silenciosos de
talassemia o.

Embora as técnicas aplicadas neste estudo tenham sido capazes de
diagnosticar dois tercos de pacientes com anemia nao ferropénica, o restante dos

pacientes apenas sera diagnosticado através do uso de técnicas de biologia
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molecular, ainda nao disponiveis para uso na rotina da maioria dos laboratérios
clinicos. Para a talassemia «, a identificagdo de Hb H realizada através das técnicas

empregadas neste trabalho, se mostrou util, relativamente simples, reprodutivel e de

baixo custo.
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Anexo |
Carta ao paciente

Prezado Paciente,

Como ja é de seu conhecimento, o senhor (a) esta em acompanhamento no
ambulatério do Servico de Hematologia do HCPA por estar em investigagdo de um
quadro de anemia.

Como estamos realizando uma pesquisa cientifica no Servigo de Hematologia,
constatamos que as caracteristicas do seu sangue podem ajudar aos médicos e, desta
maneira, a muitos pacientes, a esclarecer uma série de duvidas sobre anemias.

O grupo de médicos e pesquisadores gostaria de solicitar o seu
comparecimento a uma consulta para realizacao de exames complementares.

Queremos deixar claro que ndo constatamos nenhuma doenc¢a em exames ja
realizados. Sua presenca sera somente para fins de darmos continuidade a esta
importante pesquisa que, certamente, podera ajudar na sua avaliacio clinica.

Para sua maior comodidade, estamos colocando a sua disposicdo um telefone,
com dias e horarios para agendar a sua consulta:

Fone: 0(xx) 51- 316 8317
Dias e horarios para ligar e agendar a sua consulta: de segundas a quintas-feiras das
12:00 as 13:30 horas.
Falar com Matheus Silvestri ou Sandrine Wagner
Por favor, assim que receber esta correspondéncia, entre em contato

CONOSCO.

* Observagao: caso o Sr. ou a Sra. néo consiga ligar nos horéarios determinados, por
favor, entre em contato com a farmacéutica Sandrine Wagner, pelo fone O(xx) 51-
9984 5757.

Gratos por sua colaboragao

Farmacéutica Sandrine Wagner Dra. Lucia Mariano da Rocha Silla
Aluna Responsavel Pesquisadora Responsavel



Anexo il

Ficha de ldentificacdo

Numero:
Mome:

Endereco:

Telefone para contato:
Local de nascimento:
Origem da méae:
Origem do pai:

Cor:

Qutras:

Ancestrais caucasdides?

Quais?

{ )sim

Numero prontudrio:

Sexo: ( M (F

( ) 1-branca; 2-negra; 3-parda, 4-amarela; 5-india
{ )} 1-branca; 2-negra; 3-parda; 4- amarela; 5-india

( ) 1-branca; 2-negra; 3-parda; 4- amarela; 5-india

{ yndo
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Anos na escola: ( ) 1-analfabeto; 2-1° grau inc; 3-1° grau comp; 4-2° grau inc; 5-2°

grau compl.; 6-3° grau inc.; 7-3° grau comp.

Numero de irmaos: ( )
Data de nascimento: /o
Historia anterior de anemia: ( ) sim

Historia familiar de anemia: ( ) sim

Tratamento com ferro: { )sim
Hemograma: Data:
Hgb: g/di Hcet:
VCM: fi HCM:
Leuco: ful

Reticulocitos: %

Ferro: pg/di

Ferritina: ng/mi

VSG: mm

Eletroforese de Hemoglobina:
Obs.:

% de Hb:

Realizada por:

Pesquisa de Hb H: ( ) positiva
Se positiva, quantas/campo:

{ yn&o
{ ynao

{ ndo
% Erit: x10° fl

pg CHCM: pg/di
Plaguetas: /n

LDH:

Bilirrubinas:

Data:

( ) negativa



Teste Ho Az ( ) positivo
Data HPLC:

% Hb A % Hb Ay
% Hb C; % Hb outra:

( ) negativo

Dados clinicos (preencher se for caso)

Tontura: ( ) s

Vertigem: ( ) s

Dispnéia: ( )s
Palpitagées: ( )s
Cansacgo: ( ) s

Mucosas hipocoradas: ( )s
Hepatomegalia: { ) s
Esplenomegalia: ( ) s
Ictericia: ( ) s

Outros:

()n
()n
()n
()n
()n
()n

()n
()n
()n

% Hb F:

cime

ciy

% Hb &:
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Anexo i}

Termo de consentimento
Mamero:

Prezado Paciente

Existe um tipo de anemia que parece ser comum na nossa populacdo. Tal anemia ndo
traz, para a maioria dos afetados, problema algum, exceto o fato de que
desconhecendo a causa, o paciente vai inumeras vezes ao médico e recebe
frequentemente tratamento com ferro, o que é prejudicial para a sua saude.

Até o momento, foi realizado apenas um estudo em Porto Alegre (Pedrolio e
cols. 1980) mostrando gue em cada 100 nascimentos, aproximadamente 4 pessoas
nascem com esse tipo de anemia, chamada de talassemia alfa.

As talassemias alfa s@o um grupo de alteracdes hereditarias, ou seja, que
passam de pais para filhos e que podem levar a quadros variaveis de anemia. Na
maioria dos casos, essa anemia é to leve que o paciente ndoc sente nada, mas em
outros pode apresentar sintomas como fragueza, falta de ar, sonoléncia e desanimo e,
com o passar do tempo, o paciente pode desenvolver pedra na vesicula (litiase biliar).

Este projeto de pesquisa, para o qual estamos pedindo a sua participagao, tem
como objetivo principal levantar dados mais precisos e atuais sobre o numero de
pessoas afetadas neste Hospital. Com as informacdes obtidas, poderemos planejar
programas que oferecem uma melhor qualidade de atendimento, diagnéstico e
orientacéo aos pacientes, principalmente sobre a possibilidade de casais portadores
de talassemia alfa gerarem filhos também afetados. Cabe explicar que um casal de
portadores de traco talassémico alfa tem um risco de, aproximadamente, 37%, isto &,
uma chance de 1 em cada 3, de gerar uma crianga com esta mesma condi¢do.

Para o desenvolvimento deste trabalho, precisamos de um grupo de pessoas
portadoras de anemia a esclarecer e de um grupo de pessoas sem anemia
diagnosticada (sem sinais de anemia).

E necessario apenas que o0s participantes do estudo com anemia em
investigacdo que coletem uma amostra a mais de sangue e 0s que nao tém anemia
cedam uma amostra (10 ml), que sera coletada por profissional habilitado e com todas
as técnicas adequadas.

Estas amostras de sangue serdo analisadas para que sejam identificados
possiveis portadores de talassemia alfa. Também sera extraido DNA desta amostra de
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sangue, que é o material genético que pode auxiliar no esclarecimento do diagnostico.
Caso concorde, este DNA sera mantido congelado e identificado para utilizacdo em
um proximo projeto de pesquisa que dara continuidade a este, visando detalhar melhor
o diagndstico desta forma de anemia. Na auséncia da execugédo deste préximo projeto,
o DNA, extraido e armazenado anteriormente, sera totalmente destruido.

Os riscos associados ao presente estudo sdo apenas os de uma coleta de
sangue venoso. Pode haver um pequeno hematoma, isto &, um pequeno
derramamento de sangue no local da coleta. Lembramos que todo material utilizado €
descartavel e estéril e o profissional que ira realizar a coleta esta capacitado para esta
funcdo. Além disso, a quantidade de sangue coletada ndo fara falta alguma ao
paciente.

Os beneficios envolvidos sdo os de possibilitar o diagnéstico de uma doenga
genética e oferecer alternativas de tratamento e de aconselhamento familiar com
finalidade de reproducgao.

Caso sejam detectadas alteracdes compativeis com as da talassemia alfa, o
resuitado do exame sera enviado para o seu prontuario.

Eu, , , fui informado do objetivo deste
trabalho de forma clara e detalhada, bem como sobre o procedimento no qual estarei
envolvido, dos desconfortos previstos, tanto quanto dos beneficios esperados. Todas
as minhas dividas foram esclarecidas. Além disso, sei que novas informacgdes obtidas

durante o estudo me serdo fornecidas e terei a liberdade de retirar meu consentimento
de participacao na pesquisa, se assim o desejar, sem prejuizo para o meu tratamento.

O (a) profissional certificou-me de que todas as
informacgdes por mim fornecidas serdo utilizadas apenas para fins do presente projeto
de pesquisa e serao divulgadas de forma andnima.

( ) Concordo com a coleta e a utilizagao do material obtido.
( ) Concordo com a extragdo, armazenamento e utilizacdo do DNA obtido.

Paciente Pesquisador
Data:

Telefone para esclarecimentos: 0 XX 51-316-8317



