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1 INTRODUCAO

As alteracdes das hemoglobinas envolvem a sintese estrutural e quantitativa dos
aminoacidos que compde as diferentes cadeias de globinas, bem como as moléculas e
enzimas que participam na formacdo do grupo heme. As alteracbes que envolvem as
globinas se devem a modificacdo nos genes responsaveis pelo sequenciamento e
estrutura de cada tipo de polipeptideo, bem como naqueles destinados a regulacao
quantitativa da sintese destes polipeptideos, 0 que gera as chamadas talassemias
(Naoum, 1997d). Estas constituem um grupo heterogéneo de doencas geneticamente
determinadas, que além de se caracterizarem por um defeito na sintese de uma ou mais
cadeias polipeptidicas da hemoglobina se manifestam sob varias formas clinicas,
dependendo da cadeia globinica afetada e da intensidade de tal comprometimento
(Olivieri, 1999).

Como resultado da revolugéo que se seguiu a tecnologia do DNA recombinante e
ao sequenciamento do genoma humano, a influéncia da genética na patogénese das
doencas humanas atualmente domina a area das ciéncias biomédicas (Weatherall, 2000).

As doengas hereditarias das hemoglobinas sdo hoje um problema no mundo.
Apesar do conhecimento sobre os mecanismos moleculares que tem influéncia na
diversidade fenotipica destas doencas, muitas questdes permanecem sem resposta,
como por exemplo o papel das condi¢cdes ambientais no curso clinico destas desordens
(Weatherall, 2005). Desta forma, é de primordial importancia que se conheca o perfil
genotipico determinante destas doencas em populacdes especificas, visando o
estabelecimento de programas de aconselhamento para casais de risco e o

estabelecimento de politicas de salde adequadas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Hemoglobina

No Sistema Circulatério, os eritrocitos ou células vermelhas séo responsaveis pelo
transporte de oxigénio aos tecidos e dioxido de carbono aos pulmdes, para sua
eliminacdo. Dentro dos eritrécitos, este processo € mediado pela hemoglobina, uma
proteina bastante heterogénea. Em 1866, Kérben observou que a hemoglobina de recém-
nascidos era fortemente resistente a desnaturacdo alcalina, em contraste ao
comportamento da hemoglobina adulta. Hoje, sabe-se que existe consideravel
heterogeneidade na hemoglobina humana em todos os estagios de desenvolvimento
(Harju et al, 2002).

2.1.1 Estrutura

Todas as hemoglobinas humanas possuem estrutura tetramérica, constituindo-se
de duas cadeias globinicas do tipo alfa (o) e duas do tipo beta (B), ligadas a quatro
atomos de ferro através do grupamento heme, conforme mostrado na figura 1. As
hemoglobinas adultas e fetais possuem cadeias alfa (o)) associadas com beta (), (Hb A,
o2f2), delta (8 ) (Hb Az, 0282 ) ou gama (y) (Hb F, ozy2), enquanto no embrido as cadeias
zeta (£) se combinam com cadeias y (Hb Portland, {.y2) ou cadeias ¢ (Hb Gower 1, (»¢)) €
cadeias a e épsilon (¢) se combinam para formar a hemoglobina Gower 2 (oe2). As
cadeias ¢ e ¢ sé@o os correspondentes embrionarios das cadeias adultas o e B, y e 9,

respectivamente (Weatherall, 1997; Harju et al, 2002).
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Figura 1 — Estrutura da hemoglobina humana. Adaptado de Eleftheriou, 2003.
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A estrutura primaria das cadeias o, B, y € 6 foi estabelecida nos anos 60. Na
década de 70, algumas seqliéncias parciais das cadeias ( e ¢ foram elucidadas, ficando
claro que, enquanto as cadeias ¢ e a possuiam pouca semelhanca estrutural entre elas,
as cadeias B, y e & estavam intimamente relacionadas estruturalmente. Alguns anos mais
tarde, estudos genéticos mostraram que as cadeias de globina surgiram de uma globina
ancestral por duplicagbes génicas e subsequentes divergéncias nestes genes duplicados
(Weatherall, 1981a).

As subunidades globinicas apresentam estrutura tridimensional semelhante. A
cadeia beta apresenta oito regifes helicoidais, nomeadas de A a H, totalizando 146
aminoacidos, e a cadeia alfa apresenta estrutura semelhante a cadeia beta, exceto pela
falta do residuo da hélice D, sendo constituida por 141 aminoacidos. O interior das
subunidades é formado quase inteiramente por residuos hidrofébicos (ndo polares), que
estdo em contato com os residuos adjacentes por forcas de Van der Waals (Naoum,
1997a, Weatherall, 1981a).

2.1.2 Fisiologia

Como classicamente descrita, a hemoglobina é o pigmento que confere ao sangue
coloracao vermelha e é responsavel pela distribuicdo de oxigénio aos tecidos e 6érgaos do
corpo (Luzatto, 2002). O transporte de oxigénio pela hemoglobina esta baseado na
capacidade dos seus atomos de ferro se combinarem reversivelmente com o oxigénio

molecular. Em determinadas condicoes fisiolégicas, o0 aumento da afinidade pelo oxigénio
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da hemoglobina humana entre saturacdes zero e total € de 500 vezes, correspondendo a
uma energia de 3600 calorias por mol, fenbmeno conhecido como energia livre, que é
proveniente da interacdo entre os grupos heme (Naoum, 1997a). A chamada curva de
dissociagédo do oxigénio da hemoglobina, ilustrada na figura 2, expressa a relacdo entre a
percentagem de saturagéo e a pO.. Esta curva possui forma sigmoide, o que em termos
praticos quer dizer que a hemoglobina pode absorver e liberar grandes quantidades de
oxigénio em resposta a pequenas mudancas na pressao parcial de oxigénio em
condicBes fisiologicas, o que depende da interacdo entre os grupamentos heme - a
oxigenacdo de um heme aumenta a reatividade dos demais, fenbmeno conhecido como
interacdo heme-heme. (Weatherall, 1981a). Desta forma, vé-se que a hemoglobina possui
as caracteristicas de uma proteina alostérica, ou seja, a combinagdo do oxigénio a um

sitio de ligacao facilita a ligacdo dos demais (Perella, 2003).

Figura 2 — Curva de dissociac@o do oxigénio. Adaptado de Steinberg et al, 2005.
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A afinidade da hemoglobina pelo oxigénio também ¢é afetada pela ligagdo de
outras moléculas como o 2-3-difosfoglicerato, que também € sensivel a pequenas

mudangas de pH, um fenbmeno conhecido como efeito Bohr (Weatherall, 1981a). Em
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1904, Bohr e seus colaboradores descobriram que a afinidade da hemoglobina pelo
oxigénio encontrava-se significativamente reduzida na presenca de concentracdes
elevadas de diéxido de carbono, efeito este que se deve a diminuicdo do pH no interior
dos eritrécitos nos tecidos periféricos. Assim, nos pulmdes, a expulsdo do didéxido de
carbono possui um efeito inverso, ou Efeito Bohr alcalino, e que resulta no aumento da
ligacdo entre a hemoglobina e o oxigénio. Estes eventos fisiologicos tém consequéncias
favoraveis, pois a medida que o diéxido de carbono entra nos eritrécitos que circulam
pelos capilares periféricos, forma-se rapidamente o acido carbdnico, por meio da acéo da
anidrase carbonica:

CO;z + H20 <> H2COs

Pelo fato do acido carbOnico ter caracteristicas de &acido fraco, sua continua
ionizagdo resulta em queda do pH intra-eritrocitario, com consequente liberacdo do
oxigénio. A deoxiemoglobina rapidamente se liga a prétons livres e suplementa o
tamponamento intracelular necessario para manter a neutralidade elétrica (Naoum,
1997a).

2.1.3. Biossintese da hemoglobina

Em mamiferos, paralelamente ao desenvolvimento morfofisiolégico que ocorre nas
diferentes fases da gestacdo, sdo verificadas mudancas nos diferentes tipos de
hemoglobinas caracteristicos de cada espécie. Estas transformagfes tém sido
consideradas como atividades adaptativas relacionadas a disponibilidade de oxigénio,
durante o desenvolvimento do organismo (Naoum, 1997b).

Em 1972, Imgram estabeleceu duas linhagens celulares para 0s precursores
eritrocitarios: a primitiva, caracteristica do saco vitelinico, e a definitiva, caracteristica do
periodo a partir do qual o figado fetal & responséavel pela produgéo de células eritroides
(Weatheral, 1981b). A sintese de hemoglobinas embrionarias esta restrita a linhagem de
células primitivas e as de Hb F, A, e A; a linhagem de células definitivas. Os tipos de
hemoglobinas predominantes no embrido sdo Gower 1 e 2 e Portland. Ao término deste
periodo, ndo ocorre mais a sintese de hemoglobinas embrionarias, predominando a Hb F,
gue é produzida durante o periodo gestacional a partir da quarta semana, alcancando
concentracbes de até 90% entre a oitava e décima semana e permanecendo nestas

concentracdes até o nascimento. A Hb A é produzida pelo feto a partir da décima semana
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e se mantém em concentracfes proximas a 10% até o nascimento. A hemoglobina A,
formada por cadeias alfa e delta, comeca a ser sintetizada na vigésima quinta semana e
permanece em concentracdes reduzidas até o nascimento, aumentado lentamente até
haver estabilizacdo de sua concentragdo em torno do sexto més de vida (Naoum, 1997b).
A figura 3 mostra as mudangas ocorridas na sintese das cadeias globinicas de acordo
com as diferentes fases do desenvolvimento. Detalhes relativos a ontogenia das

hemoglobinas serao ilustrados a seguir.

Figura 3 — Diagrama da sintese das cadeias de globinas humanas de acordo com as diferentes

fases do desenvolvimento. Adaptado de Olivieri, 1999.
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2.1.4 Genética molecular da globina

Nos ultimos 50 anos, o estudo da sintese da hemoglobina tém servido de base
para o entendimento do controle da expressdo génica durante a hematopoiese. A
descoberta de como o0s genes a e 3 sdo normalmente regulados e o conhecimento do
efeito das mutacdes que causam a diminuicdo da producdo destas cadeias tem papel
fundamental na elucidacdo dos mecanismos de ativacdo e desativacdo de genes nas
células hematopoiéticas (Higgs, 2004). A seguir, serdo abordados os principais aspectos

relacionados a sintese de cadeias o e 3, sob 0 ponto de vista genético.
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2.1.4.1 Sintese das globinas do tipo a

Os genes responséaveis pela sintese das cadeias de globina a estdo localizados
em dois clusters ou agrupamentos génicos. O agrupamento ou cluster de genes o esta
localizado proximo ao telébmero do cromossomo 16, 16 p13.3, constituindo-se dos genes
&, pseudogene & (9&), pseudogene o (poa), e dois genes o, chamados de o, € ai. A
distancia em relacdo ao teldbmero mostra variagcdes polimoérficas, variando de 170 a 430
Kb (Higgs, 2004), conforme mostrado na figura 4.

Figura 4 — Grupamento ou cluster dos genes o (0s pseudogenes nao estdo representados). A
linha pontilhada indica o local das variagBes polimérficas em relacdo ao telébmero. Adaptado de
Higgs, 2004.
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2.1.4.2 Sintese das globinas do tipo B

O agrupamento dos genes [ esté localizado no brago curto do cromossomo
11 e constitui-se dos genes ¢, ®y (gama-glicina), “y (gama-alanina), pseudogene ¢, genes
6 e B, conforme representado na figura 5. Os pseudogenes sdo genes nao funcionais
homodlogos aos genes da globina, que séo transcritos, mas ndo sdo traduzidos. Além
deste cinco genes funcionais, uma regido denominada locus da regido controladora,
composta por cinco sitios sensiveis a DNAse (HS) constitui o l6cus da beta globina, sendo
estes genes arranjados na mesma ordem de sua expressdo durante a ontogenia, 5'- ¢ - Gy
- Ay -8 -B -3 (Harju et al, 2002, Ikuta et al, 1996). Todos os genes da globina possuem
trés sequéncias codificadoras (éxons) e duas sequéncias nao codificadoras (introns), que
sdo flanqueadas por seqliéncias nao codificantes nas terminacées 5 e 3’ (Weatherall,
1997). O processo de transcricdo do gene se inicia quando fatores de transcrigéo se ligam
a regido promotora, que consiste de aproximadamente 100 pares de bases que precedem
0 ponto imediatamente anterior ao inicio da transcricdo. Os promotores do gene 3 sao trés

elementos regulatérios em cis, o TATA Box, o CCAAT Box e uma sequéncia CACC
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duplicada. O gene inteiro, incluindo os introns, é transcrito. A transcricdo € o processo
pelo qual ocorre a sintese de RNA a partir de uma fita simples de DNA, pela acdo da RNA
polimerase, sendo este processo controlado pela interacdo entre genes e fatores de
transcricdo que se ligam as suas regides promotoras e enhancers, papel que no caso do
gene B é exercido pelo I6cus da regido controladora (LCR), constituido de quatro sitios
hipersensiveis a Dnase, chamados HS1, HS2, HS3 e HS4, sendo o HS2 provavelmente o
mais importante enhancer na sintese de cadeias globinicas (Bungert, 1999; Weatherall,
1995).

Figura 5 - Grupamento do gene 3. Adaptado de Olivieri,1999.
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Durante o desenvolvimento, ocorrem duas mudancgas na expressdo do gene da
globina, refletindo mudancas relativas as necessidades de oxigénio pelo feto. O gene ¢ é
expresso durante os seis primeiros meses de gestagéo, nas células primitivas nucleadas
do saco vitelinico, enquanto 0os genes y e B encontram-se silenciados (eritropoiese
embriondria ou primitiva). Durante a primeira mudanca, a expressdo dos genes ©y e %y é
ativada nas células hematopoiéticas definitivas do figado fetal (eritropoiese fetal
definitiva). O gene ¢ é silenciado concomitantemente a ativacdo do gene y. Durante a
segunda mudanca, logo apés o nascimento, 0 gene 3, € em menor extensao o gene v,
sdo ativados na medula 6ssea e no baco (eritropoiese adulta definitiva). Quando o gene
€ ativado, o gene y é reciprocamente silenciado, conforme ja ilustrado na figura 3 (Harju et
al, 2002).
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2.2 Talassemias

As talassemias compreendem uma familia de distdrbios genéticos da sintese de
hemoglobina, caracterizadas por uma reducdo parcial ou total da producdo de uma ou
mais cadeias polipeptidicas de globina. Essa redugdo provoca um desequilibrio entre os
diferentes tipos de globina, podendo resultar no desenvolvimento de uma anemia
microcitica e hipocrébmica. De acordo com a cadeia polipeptidica de globina afetada, as
talassemias podem ser classificadas como: alfa, beta, delta, delta-beta, e gama-delta-
beta. Do ponto de vista de Saude Publica, as talassemias alfa e beta tém maior
importancia pelo fato de serem mais comumente encontradas (Weatherall, 2001).

A beta talassemia, uma das doengas monogénicas mais comumente identificadas
e estudadas por varias décadas, constitui um grupo heterogéneo de distlurbios genéticos
da sintese de hemoglobina com origem na regido do Mediterrdneo, encontrando-se
também no sul da China, sudeste da Asia, subcontinente indiano, Malasia, Indonésia e
para grupos de populacdo negra (Thalassaemia International Federation, 2000; Rund,
2005; Cao, 2002). Em virtude do fluxo de migracdo das populagcbes, a beta talassemia
pode ser encontrada em todos os continentes, estimando-se que 1,67% da populacéo
mundial seja portadora de um gene alterado para alfa ou beta talassemia, sendo a taxa de
homozigotos ou heterozigotos compostos para estas alteracdes estimada em 0,44 por
1000 nascimentos. A maioria dos pacientes com beta talassemia apresenta anemia grave
dependente de transfusGes sangiiineas, o que leva muitos paises a estabelecerem
programas de controle baseados em triagem, aconselhamento genético e diagndstico pré-
natal (Rund, 2005).

Nos paises em desenvolvimento, a melhoria das condigbes sdcio-econémicas
aliada a diminuicdo da mortalidade infantil devido a infeccdo e ma-nutricdo, esta
permitindo que criangas com talassemia que morriam muito cedo sobrevivam e
necessitem de tratamento adequado (Weatherall, 2001). Este tratamento vai desde as
transfusdes sanglineas e terapia de quelagdo do ferro até suporte psicolégico, como ja
ocorre normalmente com outras doencas cronicas, pois criancas com talassemia
apresentam maior risco de desenvolver problemas psicossociais, havendo forte impacto
para a crianca e para a familia, em termos de qualidade de vida (Thanarattanakorn,
2003).

Atualmente, mediante o emprego da tecnologia molecular no estudo da base

genética das talassemias, estratégias de compreensdo dos mecanismos da doencga tém
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sido apresentadas fornecendo suporte para um correto diagnostico e tratamento mais
eficaz.

No Brasil, os tipos de talassemia mais prevalentes sdo as talassemias alfa e beta
que se manifestam em heterozigose, homozigose e formas interativas. O namero de
individuos afetados varia segundo a origem étnica da populacdo analisada (Naoum,
1987).

2.2.1 Talassemias do Tipo Beta e sua relagao genoétipo-fenétipo

Mais de 200 diferentes mutacdes no gene da beta globina podem ocasionar beta
talassemia, com auséncia (B° talassemia) ou reducéo (B* talassemia) da expressdo das
cadeias de beta globina (Rund, 2005; Olivieri, 1999, Harju et al, 2002, Weatherall, 2001).
Isto resulta em uma diminuicdo na sintese da cadeia de beta globina e consequliente
excesso da cadeia alfa, que se combina com as cadeias delta e gama, contribuindo para
0 aumento das hemoglobinas A e Fetal, respectivamente (Weatherall, 1997).

As beta talassemias sdo doencas clinicamente heterogéneas em funcéo da ampla
variedade de alteracdes génicas que ocasionam o desequilibrio na sintese de cadeias
globinicas, ou seja, apenas a alteracdo em um lécus especifico ndo é suficiente para
explicar a variabilidade fenotipica de individuos com o mesmo gendétipo, sugerindo a
existéncia de outros moduladores genéticos que possam explicar este fato (Beutler,
2001).

Desta forma, o grau de manifestacdo clinica desta alteracdo € extremamente
variavel, podendo apresentar-se desde uma forma mais grave, como na beta talassemia
maior como em um quadro clinico mais leve, talassemia heterozig6tica, onde o individuo é
geralmente assintomatico, podendo apresentar desde uma leve anemia hipocrémica com
hemacias microciticas e concentragdo aumentada de hemoglobina A, até um quadro
hematoldgico silencioso (Bianco et al, 1997), embora ja tenham sido descritos fenétipos
gue parecem estar ligados a um padrdo de heranca dominante, com a presenca de um
quadro clinico grave mesmo no estado heterozigoto (Weatherall, 1995; Olivieri, 1999). A
talassemia intermediaria apresenta manifestacdes clinicas moderadas e 0s genotipos
podem ser homozigotos, heterozigotos ou heterozigotos compostos (Cao, 2002).

O modo de heranca das talassemias, assim como de outras alteracdes genéticas

da hemoglobina, é autossdbmico, e o termo dominante ou recessivo € dificil de ser
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aplicado, porque alguns heterozigotos apresentam disturbios clinicos, ao passo que
outros ndo. No entanto, a beta talassemia € considerada de heranca autossémica
recessiva, porque sdo necessarios dois genes anormais da beta globina para produzir o

fendtipo clinicamente detectavel na maioria dos casos (Naoum, 1997d).

2.2.1.1 Classificacéo das Beta Talassemias

2.2.1.1.1 Homozigota

A beta talassemia homozigota ou beta talassemia major é resultante do estado
homozigoto ou heterozigoto composto, tanto do tipo beta mais quanto do tipo beta zero. O
individuo apresenta grave anemia hemolitica devido a auséncia ou deficiéncia acentuada
na producgdo de cadeias beta. O excesso de cadeias de alfa globina precipita nas células
precursoras das hemacias, levando a sua destruigdo precoce. Este processo causa uma
anemia grave, que ocasiona o aumento da producdo de eritropoetina e expansao da
medula 6ssea, além de deformidades 6sseas, esplenomegalia, e retardo no crescimento
(Luzzato, 2002).

Criancas afetadas pela beta talassemia maior sofrem de anemia desde o primeiro
ano de vida, a partir do periodo em que a producao de cadeias beta se estabiliza por volta
do oitavo més, e o resultado do desequilibrio de sintese se manifesta por efeitos
fisiopatoldgicos. As principais causas de 0Obito séo infeccdes ou insuficiéncia cardiaca,
devido a deposicéo de ferro no miocardio e em vasos sangiineos, decorrente da extensa
e prematura destruicdo dos eritrécitos, tanto daqueles que sdo continuamente produzidos
para suprir a anemia hemolitica, quanto dos recebidos em transfusdes sangliineas
freqUentes e necesséarias, bem como da absor¢do gastrointestinal aumentada do ferro
recebido pela dieta alimentar (Weatherall, 1997). Assim, a utilizacéo de quelantes de ferro
faz-se necesséria para ajudar a eliminar o excesso desse metal no organismo (Cohen,

2004). Detalhes relativos ao tratamento da doenca serdo abordados adiante.
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2.2.1.1.2 Heterozigota

A talassemia beta heterozigota caracteriza-se geneticamente pela heranga de um
anico componente alterado. Nas formas beta zero e beta mais, a reducdo da taxa de
sintese da beta globina € menor, mas o suficiente para causar discreto grau de anemia
microcitica e hipocrdmica com aumento de resisténcia osmatica dos glébulos vermelhos.
As mutacBes sao indistinguiveis por exames laboratoriais de rotina. Entretanto, com a
utilizacdo de técnicas de biologia molecular, pode-se diferenciar esses heterozigotos
(Naoum, 1997d).

2.2.1.1.3. Intermediéria

Estima-se que 5 a 10% dos pacientes homozigotos para uma das mutagées que
afetam a sintese das cadeias beta apresentam quadro clinico e hematolégico de
gravidade intermediaria entre as beta talassemias maior e menor. A designacdo de
talassemia intermediaria aplica-se a pacientes com um quadro clinico mais ameno que o
da beta talassemia maior, apresentando aumento do numero dos reticulécitos e em
alguns casos dependente de transfusao sangtinea (Cancado, 1997).

A beta talassemia intermediaria pode decorrer da heranca de diferentes mutantes
de beta talassemia ou da interacdo das talassemias alfa e beta, com reducéo
concomitante de ambas as cadeias globinicas, o que diminui o nimero de cadeias
desemparelhadas e propicia uma reducdo na taxa de destruicdo dos eritrocitos em
comparacdo com as formas graves de talassemias. A beta talassemia intermediaria pode
decorrer também, de interacdes da beta talassemia com alguns tipos de hemoglobinas
variantes, particularmente a Hb E, Hb S e Hb C (Thalassaemia International Federation,
2000). A variabilidade do grau de manifestagdo clinica desta condi¢do resulta da grande
heterogeneidade em nivel molecular. Este grupo de pacientes apresenta indices
hematolégicos que podem variar entre aqueles encontrados no estado heterozigoto e
homozigoto. A maioria dos pacientes com talassemia intermediaria apresenta-se como
homozigoto ou heterozigoto composto para beta talassemia. A identificacdo dos genétipos
capazes de compensacao molecular torna possivel predizer o curso clinico da doenga. Ja

foram identificados mecanismos moleculares capazes de reduzir a razdo de cadeias o

ndo a (B+y), que esta relacionada com o fenétipo. Um exemplo disto & a heranca em
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homozigose ou dupla heterozigose de uma mutagdo leve ou silenciosa para beta
talassemia (Cao, 2002).

2.2.2 Base genética da Beta Talassemia

A beta talassemia pode ser causada por mutacdo de ponto, delecdo ou
insercdo de poucos nucleotideos, resultando numa diminuicdo da transcricéo,
incapacidade de iniciacdo da traducdo, processamento anormal de RNA,
“frameshift” (mudanca do quadro de leitura), terminagao prematura e producao de
hemoglobinas instaveis (Kazazian, 1990).

Os principais defeitos séo:

a) Mutacdes que afetam a transcricdo: Substituicdo de nucleotideos no "TATA box"

e nas seqUéncias CACACC distal e proximal, todos na regido promotora 5 do
gene beta. Estdo geralmente associadas a fendtipos moderados com diminui¢cao
da transcri¢ao.

b) Mutantes que alteram o RNAmM: Mutagfes que afetam a estabilidade do RNAm

podem estar tanto em alteracfes no capuz da extremidade 5’, como na regidao de
clivagem do RNAmM e no sinal de poliadenilagdo AATAAA da extremidade 3'. As
mutacdes no capuz que alteram o primeiro residuo afetam a funcdo do RNAm,
reduzindo a transcricdo e retardando o processo de formacdo do capuz, alterando
dessa forma, a estabilidade do RNAm. Do mesmo modo, mutacdes na
extremidade 3 reduzem acentuadamente a clivagem do RNAm produzindo
moléculas mais longas e instaveis (Kazazian, 1990).

c) MutacBes que afetam a traducdo : Mutacdes sem sentido, que formam codons

de terminacdo na regido codificadora interrompendo a tradugéo, e mutagbes de
sentido trocado, originando cddons para aminoacidos alternativos. Essas cadeias
sdo degradadas logo ap6s sua sintese devido a sua grande instabilidade,
acarretando um estado muito similar ao produzido por reducéo de cadeias beta
(Kazazian, 1990).

d) DelecBes produzindo beta talassemia: Um grande ndimero de dele¢des afetando

0 gene da beta globina tém sido observado, muitas envolvendo os genes delta e
beta simultaneamente, como em alguns casos de Persisténcia Hereditaria da

Hemoglobina Fetal e talassemia delta-beta (Kazazian, 1990).
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Como os defeitos que envolvem véarias desordens genéticas permanecem
incompreendidos, estd claro que pacientes com o mesmo genétipo podem apresentar
condi¢Bes clinicas diferentes, mesmo no caso de doencas monogénicas. A diversidade
fenotipica das beta talassemias € o exemplo de como se pode gerar um amplo espectro
de manifestacdes clinicas relacionado a uma doenca. O fator mais dependente e preditivo
do fenétipo da doenca é a natureza da mutacdo no lécus da beta globina. Entretanto,
relacionar o fenétipo com o genétipo é complicado, pela complexa interacao de fatores
ambientais e outros fatores genéticos em niveis secundarios e terciarios, alguns ainda
nao identificados (Thein, 2002).

2.2.3 Distribuicdo epidemiolégica mundial das beta talassemias

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, 7% da populacdo mundial é portadora
de genes determinantes de talassemias alfa e beta (Weatherall, 2001; Salzano, 2002). As
regibes de maior incidéncia da doenca situam-se em um cinturdo constituido pelo Mar
Mediterraneo e partes da Africa, Oriente Médio, sub-continente indiano, sudeste asiatico,
Melanésia e algumas ilhas do pacifico, conforme ilustrado na figura 6. A frequéncia dos
heterozigotos nestas areas varia de 1 a 20% e é responsavel por 95% dos nascimentos
de criangcas afetadas que ocorrem anualmente (Vichinsky et al, 2005). Evidéncias
mostram que a alta frequéncia de beta talassemia nas regides abrangidas pelos tropicos
reflete a vantagem do heterozigoto contra o plasmdédio da malaria, o que ja foi
demonstrado também para as alfa talassemias e para portadores do gene para anemia
falciforme (Olivieri, 1999; Weatherall, 2001).
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Figura 6 - Distribuicdo global das talassemias relativa as areas de maior freqiiéncia da doenca.
Adaptado de Weatherall, 2001.

©
dAf - ‘.-J

.F‘,:" %%3

Apesar desta condi¢cdo genética ocorrer com maior frequéncia nas regides
tropicais, 0s movimentos populacionais migratorios favoreceram a sua disseminacao para
outras areas, encontrando-se hoje individuos portadores do gene para talassemias e
outras desordens das hemoglobinas na Europa, Américas e Australia (Weatherall, 2001;
Angastiniotis e Modell, 1998).

As informacdes relativas a epidemiologia das beta talassemias sao de dificil
obtencao, pois existem diferencas na frequiéncia de portadores até mesmo dentro de um
mesmo pais. Na Italia, por exemplo, a frequéncia dos portadores varia de 1-2% no norte
a 12% nas regides da Sardenha e Ferrara, ficando a média em torno de 5%. Além disso,
ha a co-existéncia de varios grupos étnicos em alguns paises, onde a doenca foi
importada pelos imigrantes, como no norte da Europa e Estados Unidos. Em Oman, onde
houve a migragéo da tribo Beluschi, vinda da regido do Ir& e Paquistdo, existem altos

percentuais de portadores (10%) em relacdo a populacdo indigena arabe (1-2%). E
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primordial aqui salientar a importancia do mapeamento da freqiéncia de portadores, dado
de maior importéncia para a deteccdo de grupos de risco e o estabelecimento de
programas de aconselhamento adequados (Angastiniotis e Modell, 1998).

Sendo assim, ndo sdo disponiveis dados epidemioldgicos precisos para todos os
paises do mundo e outros poucos foram totalmente mapeados, com suas diferencas
regionais identificadas. A Organiza¢cdo Mundial da Saude organiza estes dados em seis
areas: AFR (Africa Sub-Saara), AMR (Américas), EMR (Regido Mediterranea Leste), EUR
(Europa), SEAR (Regido Sudeste Asiatico) e WPR (Regido do Pacifico Oeste). A tabela 1
mostra a frequéncia de portadores para os principais paises representantes destas

regides.

Tabela 1 - Algumas frequéncias representativas para os portadores do traco beta talassémico.
Adaptado de Weatherall, 2001

Localidade Fregiiéncia de portadores (%)
Itélia 0,5-19
Sardenha 11-19
Chipre 15-17
Grécia 6-19
Turquia 1-11
Jordania 3,5
Arabia Saudita 1-2
Israel 1-20
Ird 4-5
Azerbaijao 6
india 0,3-15
Algéria 3
Egito 2-4
Sudéao 5

Mali 3
Libéria 1-12
Nigéria 1
Tailandia 1-11
Laos 6
Cambodja 3
Vietna 0-4
Sul da China 2
Indonésia 0-11
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No continente americano, a freqiéncia dos genes determinantes de beta
talassemia, como ja comentado, esta intimamente ligada a formacédo étnica do seu povo.
Nas ultimas trés décadas, houve um aumento de 2000% na entrada de imigrantes
asiaticos nos Estados Unidos, com diminuicdo da entrada de imigrantes da regidao do
Mediterraneo. Como conseqliéncia deste fato, o padréo de distribuicdo genotipica, assim
como a média de idade dos afetados mudou. Hoje, a imigragdo massiva desta populacdo
de alto risco é a grande responsavel pelo nascimento de criancas afetadas, observando-
se mais casos de jovens e adultos afetados de origem mediterrdnea (Vichinsky et al,
2005).

O México, que tem a segunda maior populacéo entre os paises latino-americanos,
tem na talassemia beta heterozigota a sua hemoglobinopatia mais prevalente (0,1%). A
Costa Rica, por ter um dos centros de hemoglobinopatias mais avangados entre os paises
da América Central, detectou 0,2% de talassemia beta heterozigota em estudos
populacionais. Outros paises latino-americanos como o Uruguai, Bolivia, Equador,
Paraguai, Peru e Chile, carecem de informacdes a respeito da prevaléncia de
hemoglobinopatias em suas populac¢des (Naoum, 1997c).

Na Argentina, a colonizacao espanhola foi a principal responsavel pela introdugéo
do gene para beta talassemia no pais, contribuindo para isto também o0s processos
migratorios ocorridos entre os séculos 19 e 20, por paises de base mediterranea,
principalmente Itélia e Espanha (Bragds et al, 2000; Rosseti, 2004). Um estudo realizado
com 4000 doadores de sangue nas cidades localizadas nos arredores de Buenos Aires
mostrou uma incidéncia de 0,8% de portadores beta talassémicos (Abreu, 1983).

Em uma revisdo de dados sobre hemoglobinopatias no Brasil, Zago e
colaboradores mostraram que as beta talassemias estdo representadas entre o0s
disttrbios mais frequentes, tendo sido introduzidas predominantemente pelos imigrantes
italianos (Zago, 1983). Em termos de freqliéncia, os percentuais variam grandemente de
um estado para outro. O maior estudo de prevaléncia e distribuicdo de hemoglobinopatias
realizado no Brasil analisou amostras de 55.217 individuos em quarenta cidades e
provenientes de centros de saude, escolas e bancos de sangue. Neste estudo, 3,08% dos
individuos tinham hemoglobinas anormais desdobradas em variantes moleculares
(2,49%), talassemias (0,53%) e alteracbes induzidas pela formacdo de meta-
hemoglobinas (0,06%) (Naoum, 1987). Em estudo realizado por Freitas e Rocha (1983)
com 704 caucasotides de Porto Alegre, encontrou-se uma frequéncia de 1,1% de

heterozigotos para beta talassemia.
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2.2.4 Distribuicdo genotipica mundial das beta talassemias

Em revisdo da literatura, Huisman e colaboradores identificaram e classificaram os
alelos mutantes mais freqlientes para beta talassemia, demonstrando que 20 mutacdes
(tabela 2) séo responsaveis por cerca de 80% dos casos desta alteragcdo. As tabelas 3-6
mostram 0s eventos mutacionais responsaveis pela maioria dos casos de beta talassemia
em alguns paises ou regides do mundo, classificadas segundo a Organiza¢do Mundial da
Saude (Huisman, 1997). Dados referentes a Regido Africa sub-Saara n#o foram
encontrados na presente revisao.

Como ja mencionado anteriormente, a freqiiéncia dos portadores para o gene da
beta talassemia & de dificil obteng&o, variando grandemente até mesmo dentro de cada
pais, tribo ou povoado, da mesma forma que a sua distribuicdo genotipica. Na Espanha,
por exemplo, existe maior incidéncia da mutagcdo do Codon 39, C>T na regido de Valenca,
Barcelona, Granada e Maiorca, enquanto na regido central, sul e oeste ha um predominio
da mutacgéo IVS-1-110, G> A. (Perez et al, 1998).
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Tabela 2 - As 20 mutacdes génicas mais freqlentes no mundo, apresentadas em ordem de

localizacédo no gene. Adaptado de Huisman, HJ, 1997.

Alelo populacbes

-88 C>T negros americanos

-31 A>G japoneses

-29 A>G negros americanos

-28 A>G chineses, tailandeses e israelenses
Codon 6 -A africanos do norte

Codon 8 -AA Oriente Médio

Codons 8/9 +G
Codon 17 A>T
Codon 19 A>G
IVSI-1 G>A
IVSI-1 G>T
IVSI-5 G>C
IVSI-6 T>C
IVSI-110 G>A

Codon 39 C>T

Codons 41/42 -TTCT
Codon 44 -C

Codon 90 G>T
IVSII-1 G>A
IVSII-654, C>T
IVSII-745, C>G

619 pares de bases

deletados

Oriente Médio e indianos

chineses e tailandeses

tailandeses

africanos do norte, italianos, gregos, balcas e oeste europeu
indianos e tailandeses

indianos, tailandeses, malaios e Oriente Médio

italianos, gregos, balcés e oeste europeu (Portugal)

italianos, gregos, chiprianos, balcds, israelenses, libaneses,

africanos do norte e oeste europeu

italianos, gregos, balcas, africanos do norte, israelenses, oeste

europeu e Oriente Médio

chineses, tailandeses, indianos e malaios
israelenses e Oriente Médio

japoneses

israelenses, Oriente Médio, japoneses e turcos
chineses, tailandeses e japoneses

italianos, gregos e turcos

indiana, paquistanesa

Fonte: http://globin.cse.psu.edu/html/huisman/thals/tables/table02.html
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Tabela 3 - Eventos mutacionais responsaveis pela maioria dos casos de beta talassemia em

alguns paises ou regifes da Europa.

Pais ou Regido Mutacéo % dos beta talassémicos Referéncia
Alemanha Codon 39 C—T 50 Laig et al, 1990;Flatz et al, 1999;
IVSI-5 G>T 7.5 Vetter et al, 1997; Schwarz et al, 1997
IVSI-110 G>A 75
IVSII-1 G>A 5
Total — 70
Espanha IVSI-1 G>A Villegas et al, 2001
IVSI-6 T>C
IVSI-110 G>A

Cédon 39 C>T
Codon 8/9 (+G)

Total — 86,6
Itélia Sardenha Cao et al, 1991; Rosatelli et al, 1992a; Rosatelli et al, 1992b
Cédon 39 C>T 95,7
Total — 95,7
Calabria Magro et al, 1995
Cédon 39 C>T 34,33
IVSI-110 G>A 19,03
IVSI-6 T>C 17,91
IVSI-1 G>A 6,72
Total — 77,99
Sicilia Schiliré et al, 1995
Cédon 39 C>T 34,52
IVSI-110 G>A 24,11
IVSI-6 T>C 15,37
IVSI-1 G>A 9
Total — 83
Polonia IVSI-6 T>C 32 Zdebska et al, 2006
IVSII-745 C>G 30
IVSII-1 G>A 21
IVSI-1 G>A 4
Cédon 6 (-A) 4
Cédon 39 C>T 4
IVSI-110 G>A 2
Total — 97
Grécia IVSI-110 G>A 42,5 Kattamis et al, 1990; Georgiou et al, 2003
Cédon 39 C>T 17
IVSI-1 G>A 13,2
IVSI-6 T>C 7,2
IVSII-745 C>G 6,9
Total — 86,8
Roménia IVSI-110 G>A 31,25 Talmaci et al, 2004
Cédon 39 C>T 25
IVSII-745 C>G 15,6
IVSI-1 G>A 12,5
Total — 84,3
Portugal Cédon 39 C>T 38 Faustino et al, 1999
IVSI-1 G>A 28
IVSI-6 T>C 17
IVSI-110 G>A 10
Total — 93
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Tabela 4 - Eventos mutacionais responsaveis pela maioria dos casos de beta talassemia em

alguns paises ou regides da Asia.

Pais ou Regido

Mutacé&o

% dos beta

talassémicos

Referéncia

Hong Kong Codons 41/42, -TTCT 40 Lau et al, 1997
IVSII-654 C>T 33
-28 A>G 14
Total - 87
China IVSII-654 C>T 87 Ko et al, 1998a; Zeng , 2001
Codons 41/42, -TTCT
Cébdon 17 A>T
-28 (A>G)
Total - 90
Filipinos de Taiwan Delecdo filipina (27/59) 45,8 Ko et al, 1998b
cbédon 67(-TG)
Hb E
Total - 92
Vietnan Cébdon 17 A>T 30
Codons 41/42, -TTCT 22
Cdbdon 95 (+A) 9
Total - 61
India IVSI-5 G>C 34,1 Chakrabarti et al, 2005;
619 pb deletados 21 Verma et al, 1997
IVSI-1 G>A 15,8
cbdon 8/9 (+G) 12,1
Codons 41/42, -TTCT 8,7
Total - 91,7
Koréia Initiation codon, ATG>AGG 23,4 Park, 2002a;
Cbédon 17 A>T 21,2 Park, 2002b
IVSII-1 G>A 12,7
Total - 57,3
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Tabela 5 - Eventos mutacionais responsaveis pela maioria dos casos de beta talassemia

em alguns paises ou regides do continente americano.

Pais ou Regiao Mutacé&o % dos beta talassémicos Referéncia
Guadalupe -29 (A>G) Romana et al, 1996
IVSI-5 G>C
IVSIIl-1 G>A
IVSI-5 G>C
Total— 77,6
Cuba Cdédon 39 C>T 30,5 Muniz et al, 2000
-29 (A>G) 13,4
IVSI-110 G>A 8,5
IVSII-1 G>A 8,5
Total— 60,9
Argentina Cb6don 39 C>T 47 Roldan et al, 1997
IVSI-110 G>A 22,4
IVSI-1 G>A 9,4
IVSI-6 T>C 59
IVSII-1 G>A 3,5
-87 C>G 2,3
Total— 90,5
Brasil Séo Paulo Bertuzzo, 1997
Cédon 39 C>T 64
IVSI-110 G>A 20
IVSI-1 G>A 7
IVSI-6 T>C 5
Total— 96
Pernambuco Araujo et al, 2003
IVSI-6 T>C 62,8
IVSI-1 G>A 15,1
IVSI-5 G>C 9,3
IVSI-110 G>A 8,2
Coédon 39 C>T 3,5

Total— 98,9
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Tabela 6 - Eventos mutacionais responsaveis pela maioria dos casos

alguns paises ou regifes do mediterraneo leste.

de beta talassemia em

Regido Mutacéo % dos beta talassémicos Referéncia
Siria IVSI-110 G>A Kyriacou et al, 2000
IVSI-1 G>A
c6don 5 (-CT)
-30 (T>A)
Codon 39 C>T
IVSI-6 T>C
IVSII-1 G>A
codon 15 (TGG>TAG)
Total— 75
Libano IVSI-110 G>A Makhoul et al, 2005
IVSI-1 G>A
IVSI-6 T>C
codon 5
c6don 29 C>T
Total— 86
Jordania IVSI-110 G>A 22 Sadiq, 1994
IVSII-1 G>A 19,8
IVSII-745 C>G 12
c6don 37 G.A 8,8
IVSI-5 G>C 55
IVSI-1 G>A 6,6
IVSII-1 G>A 6,6
Total— 81,3
Israel IVSI-110 G>A 26,4 Filon et al, 1994
IVSI-6 T>C 14,7
IVSI-1 G>A 8
Coédon 39 C>T 8
Codon 37 G>A 7,4
IVSII-1 G>A 7
Total— 71,5
Faixa de Gaza IVSI-110 G>A 37,5 Filon et al, 1995
IVSI-1 G>A 20
Codon 39 C>T 11,5
c6don 5 (-CT) 10
IVSI-6 T>C 7,5
Total— 86,5
Arabia Saudita IVSI-110 G>A 22 el-Hazmi, 1995
IVSI-1 G>A 7
Coédon 39 C>T 20
IVSI-5 G>C 10
IVS-1 3' end (-25) 14
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Tabela 6 (cont) - Eventos mutacionais responsaveis pela maioria dos casos de beta talassemia em

alguns paises ou regiées do mediterraneo leste.

IVSII-1 G>A 15
Total— 88
Kwait IVSII-1 G>A 29 Adekile et al, 1994
IVSI-5 G>C 18,8
IVSI-1 G>A 7,3
Cédon 39 C>T 7,3
IVSI-6 T>C 7,3
Total— 69,7
Eqgito (Alexandria) IVSI-110 G>A 62 Omar et al, 2005
IVSI-6 T>C 7
IVSI-1 G>A 4
Total— 73
Tunisia Codon 39 C>T 43,8  Chouk et al, 2004;
IVSI-110 G>A 10,8 Fattoum et al, 2004
Total— 54,6
Paquistdo IVSI-5 G>C 37,7 Khan, 1998
c6don 8/9 (+G) 211
619 pb deletados 12,4
IVSI-1 G>A 9,5
Total— 80,7
Chipre IVSI-110 G>A 80 Baysal et al, 1992

2.3 Formacéao do povo brasileiro

Os amerindios originalmente povoaram a América do Sul no periodo Pleistoceno.
Séculos depois, quando os portugueses “descobriram” o Brasil, em 1500, este era
habitado por cerca de 2,4 milhdes de indigenas (IBGE, 2000). A imigracdo de mulheres
durante os primeiros séculos de colonizacdo foi quase insignificante, sendo a quase
totalidade do fluxo migratério representada por homens (em torno de 500.000 homens
entre 1500 e 1808), a maioria portugueses. Da metade do século XVI até 1855, 4 milhdes
de escravos africanos foram enviados ao Brasil. Em 1808, a vinda da familia real
portuguesa para o Brasil abriu as portas para a chegada de imigrantes de todo o mundo.
Entre 1820 e 1975, 5.686.133 imigrantes, a maioria europeus, chegaram ao Brasil, sendo
que portugueses e italianos compreendem 70% do total. Desta forma, os primeiros

brasileiros nasceram do cruzamento de homens europeus com indias americanas. De
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fato, hoje se sabe que a vasta maioria dos cromossomos Y da populag&o brasileira possui
no seu DNA marcadores moleculares de origem européia (Silva et al, 2001).

Do exposto acima, vé-se que a populagdo brasileira estd entre as mais
heterogéneas do mundo, como resultado de cinco séculos de cruzamento entre povos de
trés continentes: 0s colonizadores europeus, principalmente caracterizados pelos
portugueses, os escravos africanos e os amerindios, corroborando para a hipétese de
antropologistas e geneticistas humanos de que, sob o ponto de vista biolégico, as racas
humanas ndo existem (Silva et al, 2001; Parra et al, 2003). Parra e colaboradores
estudaram uma amostra de 200 homens de quatro diferentes regides do Brasil (horte,
nordeste, sudeste e sul), demonstrando concordancia com estes dados histéricos, através
da analise do DNA mitocondrial: h4 predominéncia de linhagem materna amerindia no
norte, africana no nordeste, mista no sudeste e européia no sul. Em diferentes regides
geograficas, o percentual de contribuicdo africana e amerindia para a formacao
populacional varia de 4 a 34% e 0 a 27%, respectivamente (Parra et al, 2003). No Rio
Grande do Sul, Dornelles e colaboradores estimaram a contribuicdo ancestral na
formacdo populacional deste estado em 82% européia, 7% africana e 11% amerindia
(Dornelles et al, 1999).

2.4 Historia da colonizagéao Italiana no Rio Grande do Sul

Entre 1815 e 1914, a populacdo européia, que durante séculos mantivera baixas
taxas de crescimento demogréafico, passou de 180 para 450 milh6es de habitantes,
crescimento este atribuido ndo somente aos avancos na medicina, mas também pelo
abalo politico-social provocado pela introducdo do sistema capitalista de produgéo, com a
consequente liquidacdo do feudalismo. Neste periodo, cerca de 40 milhdes de pessoas
deixaram seus lares, optando pela vida em outros continentes, sendo que 85% rumou
para as Américas (De Boni, 1984a).

Na Itdlia, a emigracdo encontra-se ligada ao fato politico da unificagdo, ocorrida
em 1870. Os efeitos da introducdo do capitalismo fizeram-se sentir primeiramente no
norte, onde teve inicio a grande emigracdo do século passado. O Piemonte, a Lombardia
e depois 0 Véneto foram 0s principais responsaveis por este processo em um primeiro

periodo. A maioria dos que rumaram para outros paises eram agricultores, colocados a
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margem do processo de producdo pela liquidacdo das estruturas feudais em que se
encontravam inseridos na Italia (De Boni, 1984a).

Com relacdo a proveniéncia, a zona de colonizagéo italiana do Rio Grande do Sul
teve como colonizadores, quase que de modo exclusivo, individuos provenientes do norte
da Itélia que, como dito anteriormente, foi a regido mais atingida pela crise econémica no
momento da unificacdo. A emigracdo de individuos do sul da Italia foi posterior a vinda de
individuos do norte, sendo quase nula a presenca de italianos do sul na zona gadcha de
colonizacdo. O Véneto contribuiu com um maior contingente de emigrantes, provenientes,
sobretudo, das provincias de caracteristicas mistas de Vicenza, Treviso e Verona e da
provincia montanhosa de Beluno. Da Lombardia vieram menores contingentes de
emigrantes, devido a sua proximidade com Mildo, grande captadora de méo-de-obra para
a industria na época. Cremona, Mantua e parte da Bréscia, préximas do Véneto
forneceram grandes contingentes emigratérios, bem como Bérgamo, provincia ao sopé
dos Alpes. O Piemonte, principal responsavel pela unificacdo italiana, quase nao é
representado. A regido do Trentino-Alto Agide, anexada a Italia apos a | Guerra Mundial,
tem indmeros imigrantes provenientes das provincias de Trento, linguistica e
culturalmente italiana (De Boni, 1984b).

De Friole-Venacia Julia vieram imigrantes principalmente das montanhas préximas
ao Véneto. Das demais regifes italianas, mesmo do norte, € pouco significativo o nimero
de imigrantes entrados na zona de colonizagéo italiana do Rio Grande do Sul. O Véneto
foi, pois, o epicentro da corrente imigratoria italiana para as terras gauchas. Apesar da
ndo adocdo de critérios de distribuicdo de terras segundo a proveniéncia, ha
predominancia de determinados grupos em certas localidades, além de se encontrarem
regides onde a totalidade dos habitantes partiu da mesma provincia (De Boni, 1984b).

Apesar da regido das antigas coldnias, na encosta da serra serem mais
conhecidas dentro e fora do pais, existem outras localidades como Maciel (préximo a
Pelotas), Vila Nova (junto a Porto Alegre), Rio Branco (no municipio de Cruz Alta) onde
também houve colbnias italianas. Da mesma forma, sabe-se que a imigracdo urbana de
italianos no Rio Grande do Sul representou cerca de 15% do total, constituida de
individuos de vérias proveniéncias, com forte sabor sulista. Porto Alegre € um caso tipico:
a coldnia de Vila Nova surgiu com agricultores do norte da Italia, mas na zona urbana foi
marcante a presenca do grupo de Morano Calabro, provincia de Cosenza e de outros
grupos de proveniéncia urbana. Hoje, os italianos constituem uma das mdultiplas etnias a

compor o variado espectro de culturas do Rio Grande do Sul (De Boni, 1991).
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2.5 Estratégias no tratamento da Beta Talassemia

A experiéncia adquirida nos ultimos trinta anos demonstra que a talassemia major,
considerada até entdo doenca deformante, incapacitante e obrigatoriamente fatal nos
primeiros anos de vida, pode ser tratada, melhorando a qualidade e a expectativa de vida
dos afetados, que pode chegar até os 50-60 anos de idade nos paises desenvolvidos
(Aydinok et al, 2005; Karnon et al, 1999).

O tratamento usualmente disponivel para a forma major esta baseado
principalmente na terapia transfusional, terapia quelante intensiva e esplenectomia
(Cancado, 1997; Eleftheriou, 2003). Estratégias no sentido de aumentar a sintese de
cadeias de gama globina e assim diminuir o excesso de cadeias alfa ndo pareadas
(grandemente responsaveis pela fisiopatologia da doenca) tém sido estabelecidas,
através do uso de inibidores da ribonucleotideo redutase (hidroxiuréia), inibidores da
metiltransferase (5-azacitidina), inibidores da histona diacetilase (acidos graxos de cadeia
curta como os butiratos) e eritropoetina. Entretanto, o uso de alguns destes
medicamentos ainda nao foi aprovado para o uso clinico (Schrier e Angelucci, 2005). Os
ensaios clinicos realizados utilizando estes agentes ndo demonstram 0S mMesmos
resultados para todos os pacientes testados, devido a heterogeneidade do gene da beta
globina nestes pacientes e a complexidade dos fatores genéticos envolvidos na sintese
de Hb F em cada caso, como por exemplo a presenca em homozigose do polimorfismo
Xmnl, associado com o aumento da expressdo do gene da gama globina (Alebouyeh et
al, 2004).

Para os casos de anemia grave, a transfuséo sangiiinea é indicada sempre que 0s
niveis de hemoglobina encontram-se abaixo de 7 g/dL e é essencial para a prevencgéo de
insuficiéncia cardiaca, maior causa de morte nestes pacientes. A pratica usual é a
manutencdo do regime transfusional a cada trés semanas, para a estabilizagdo dos niveis
de hemoglobina entre 9 e 12 g/dL. Entretanto, cada unidade de hemécias transfundidas
contém entre 200-250 mg de ferro. Desta forma, pacientes dependentes de transfusdes
sanguineas regulares necessitam de terapia coadjuvante com agentes quelantes do ferro,
como a deferoxamina, deferiprona e o ICL670, este ultimo em fase de testes (Cohen,
2004). Estas substancias removem o ferro ligado ou n&o a transferrina , extracelularmente

no caso da deferoxamina e intracelularmente no caso da deferiprona. Em ambos os
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casos, o ferro quelado € excretado pela urina (Schrier e Angelucci, 2005). Um estudo
realizado por Taher e colaboradores, que acompanharam durante 24 meses um grupo 57
pacientes com talassemia major dependente de transfusdes, em uso de deferiprona ou
deferoxamina, demonstrou que, com base nos niveis de ferritina, a deferiprona apresenta
eficacia equivalente & deferoxamina e esté relacionada a um maior indice de aceitagdo
por parte dos pacientes, pelo fato de ser administrada por via oral, em detrimento da
deferoxamina, administrada através do uso de bombas de infuséo (Taher et al, 2001).

Além das complica¢Bes cardiacas, decorrentes principalmente da anemia crénica,
sobrecarga de ferro, miosite, cardiomiopatia e hipertensdo pulmonar, os individuos que
apresentam as formas graves de talassemia sdo também acometidos pela osteopenia e
osteoporose, endocrinopatias, hipogonadismo, hipoparatireoidismo, hipotireoidismo e
retardo no crescimento, hipercoagulabilidade, trombofilia e toda gama de problemas
psicossociais associados a uma doenga genética de certo modo incapacitante como a
beta talassemia major (Schrier e Angelucci, 2005; Voskaridou, 2004). E sabido que
agueles pacientes que tém maior adesdo ao tratamento sS40 0S que possuem maior
conhecimento da sua doenga como um todo, o que leva ao desenvolvimento de distarbios
comportamentais como ansiedade, depressado, agressividade e internalizagdo, tanto por
parte do individuo afetado como de sua familia. Assim, o acompanhamento psicoldgico
nestes grupos deve objetivar ndo somente a melhor aceitagcdo ao tratamento, mas
também a prevencdo de doencas psiquiatricas para estes individuos e suas familias
(Aydinok et al, 2005).

Hoje, a industria farmacéutica busca desenvolver novos farmacos quelantes do
ferro oralmente ativos, com as mesmas caracteristicas de efetividade da deferoxamina.
Protocolos de tratamento baseados na terapia quelante combinada (um farmaco
administrado via bomba de infusdo e outro oralmente) tém sido utilizados com boas
vantagens, como o aumento da eficacia, diminui¢cdo da toxicidade, prevencdo do acumulo
de ferro ndo ligado a transferrina, acessibilidade a diferentes depdsitos de ferro, pelo uso
de quelantes com propriedades quimicas distintas, além da melhora na adesdo ao
tratamento (Cohen, 2004). A tabela 7 mostra o atual estado da arte na pesquisa de alguns

agentes quelantes do ferro.
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Tabela 7 - Status de desenvolvimento de novos agentes quelantes do ferro. Adaptado de Cohen,
2004.

Agente quelante Status

Deferiprona aprovada em mais de 50 paises
ICL 670 ensaios de fase Ill em andamento
GT56-252 ensaios de fase | concluidos
40SD02 ensaios de fase | concluidos

HBED (&cido hidroxibenzil-etilenodiamino-diacético) projeto para ensaio de fase | concluido

PIH (piridoxal isonicotinoil hidrazona) estudos pré-clinicos

Atualmente, o Unico tratamento curativo disponivel para beta talassemia major é o
transplante alogénico de medula éssea, com uma probabilidade de sobrevida livre de
talassemia de 68%. O grupo de Pesaro, na Itélia, pioneiro na utilizacdo do transplante de
medula 6ssea do tratamento da talassemia major, observou que em um ndmero
significativo de pacientes a doenca pode ser controlada através do transplante parcial ou
guimerismo misto, isto é, com a presenca simultdnea de células originais da medula
Ossea do receptor e células do doador. Apesar do quimerismo ser um fator de risco para a
recorréncia de talassemia, um percentual de apenas 20% de células do doador na medula
transplantada é capaz de manter valores normais de hemoglobina, permitindo ao paciente

sobreviver livre da necessidade de transfus@es sangtiineas (Cohen, 2004).

2.6 Importéncia do Diagnoéstico

Em individuos portadores de doenca talassémica beta monogénica, o diagnéstico
genético faz-se necessario, pois estes apresentam um gene defeituoso e a propensao de
desenvolver a doenca, além do risco de ser afetado ou de gerar filhos afetados. Este
diagnostico oferece um resultado permanente e definitivo para o individuo. Também pode
trazer implicacdes para outros membros da familia e para a descendéncia, devendo estar
vinculado ao aconselhamento genético.

O diagnostico pré-natal de uma doencga genética possibilita a um casal de risco

garantir se o feto que esta sendo gerado é afetado ou ndo por essa doenca genética, e
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tem sido um método acurado para a pesquisa de talassemia major em paises com
prevaléncia aumentada e politica de saude que permitam intervencao (Liu et al, 1997).

Os programas de triagem neonatal visam detectar precocemente individuos
portadores de talassemia e consequientemente, fornecer o tratamento adequado.

Em programas de diagndlstico pré-natal, pesquisa neonatal ou triagem
populacional é importante o aconselhamento genético, com apoio psicologico diante do
diagnéstico adequado, fornecendo ao individuo a possibilidade de decidir

conscientemente sobre sua prole (Ramalho, 1986).
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3. OBJETIVOS

Devido a mutacBes especificas de determinados grupos étnicos e a grande
diversidade genética da populacdo brasileira, o presente trabalho tem como objetivo
caracterizar as mutagcdes que originam as talassemias do tipo beta em uma amostra da
populacdo do Rio Grande do Sul.

42



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Abreu MMS, Penalver JA. Incidence of beta-thalassemia carriers and those deficient in
erythrocyte glucose-6-phosphate dehydrogenase in the greater Buenos Aires area.
Sangre 1983; 28(5):537-41.

Adekile AD, Gu LH, Baysal E, Haider MZ, al-Fuzae L, Aboobacker KC et al. Molecular
characterization of alpha-thalassemia determinants, beta-thalassemia alleles, and beta S
haplotypes among Kuwaiti Arabs. Acta Haematol. 1994; 92(4):176-81.

Alebouyeh M, Moussavi F, Haddad-Deylami H, Vossough, P. Hydroxyurea in the
treatment of major beta-thalassemia and importance of genetic screening. Ann. Hematol.
2004 Jul; 83(7):430-3.

Angastiniotis M, Modell B. Global Epidemiology of Hemoglobin Disorders. Cooley’s
Anemia Seventh Simposium. Ann. N. Y. Acad. Sci. Published by the New York Academy
of Sciences Any AA9850. Editor Alan R. Cohen. 1998 Jun 30; 850:251-69.

Araujo AS, Silva WA, Leao SA, Bandeira FC, Petrou M, Modell B, Zago, MA. A different
molecular patterns of beta-thalassemia mutation in northeast Brazil. Hemoglobin 2003

Nov; 27(4):211-7

Aydinok Y, Erermis S, Bukusoglu N, Yilmaz D, Solak U. Psychosocial implications of
Thalassemia Major. Pediatr Int, 2005 Feb; 47(1):84-9.

Baysal E, Indrak K, Bozkurt G, Berkalp A, Aritkan E, Old JM et al. The beta-thalassaemia
mutations in the population of Cyprus. Br. J. Haematol. 1992 Aug; 81(4):607-9.

Bertuzzo CS, Sonati MF, Costa FF. Hematological phenotype and the type of B-
thalassemia mutation in Brazil. Braz. J. Genet. 1997 Jun; 20(2):319-321.

Beutler E. Discrepancies between genotype and phenotype in hematology: an important
frontier. Blood 2001 Nov 1; 98(9):2597-602.

43



Bianco |, Cappabianca MP, Foglietta E, Lerone M, Deidda G, Morlupi L, Grisanti P,
Ponzini D, Rinaldi S, Graziani B. Silent thalassemias: genotypes and phenotypes.
Haematologica 1997 May-Jun; 82(3):269-80.

Brag6s IM, Noguera NI, Morisoli L, Milani AC. Most frequent mutations of beta-
thalassemia in Rosario, Argentina. Haematologica 2000 Jan; 85(1):101-2.

Bungert J, Tanimoto K, Patel S, Liu Q, Fear M, Engel JD. Hypersensitive site 2 specifies a
unigue function within the human beta-globin locus control region to stimulate globin gene
transcription. Mol. Cell. Biol. 1999 Apr; 19(4):3062-72.

Cancado, R. D. Talassemias: Manifestacdes Clinicas e Tratamento. In: NAOUM, P.C.

(eds.). Hemoglobinopatias e Talassemias. Sdo Paulo: Sarvier, 1997, p.121-137.

Cao A, Rosatelli C, Pirastu M, Galanello R. Thalassemias in Sardinia: molecular
pathology, phenotype-genotype correlation, and prevention. Am J Pediatr Hematol Oncol
1991 Summer; 13(2):179-88.

Cao A, Rosatelli MC, Monni G, Galanello R. Screening for thalassemia: a model of
success. Obstet. Gynecol. Clin. North Am 2002 Jun; 29(2):305-28, vi-vii.

Chakrabarti P, Gupta R, Mishra A, Rai M, Singh VP, Dash D. Spectrum of beta-
thalassemia mutations in North Indian states: a beta-thalassemia trait with two mutations
in cis. Clin. Biochem. 2005 Jun; 38(6):576-8.

Chouk |, Daoud BB, Mellouli F, Bejaouli F, Gerard N, Dellagi K, Abbes S. Contribution to
the description of the beta-thalassemia spectrum in Tunisia and the origin of mutation
diversity. Hemoglobin, 2004 Aug; 28(3):189-95.

Cohen AR, Galanello R, Pennell DJ, Cunningham MJ, Vichinsky E. Thalassemia.

Hematology / the Education Program of the American Society of Hematology. American

Society of Hematology. Education Program, p. 14-34, 2004.

44



CONSELHO NACIONAL DE SAUDE. Resolugcdo n° 196/96 sobre pesquisa envolvendo
seres humanos. Bioética, v.4, p.15-25, 1996.

De Boni LA, Costa R. A ltalia de 1870. In: De Boni LA, Costa R. Os Italianos do Rio
Grande do Sul. 3ed. Caxias do Sul: Correio Riograndense, 1984a, p.49-62.

De Boni LA, Costa R. Os ltalianos do Rio Grande do Sul. In;: De Boni LA, Costa R. Os
Italianos do Rio Grande do Sul. 3ed. Caxias do Sul: Correio Riograndense, 1984b, p.78-
92.

De Boni LA, Costa R. Italiano urbano: comerciantes, prestadores de servigos, operarios.
In: De Boni, L. A.; Costa, R. Far la Mérica. Porto Alegre, Riocell, 1991, v.3, p.78-88

Dornelles CL, Jacques SMC, Robinson WM, Weimer TA, Franco MHLP, Hickmann AC,
Geiger CJ, Salzano FM. Genetics, surnames, grandparents’ nationalities, and ethnic
admixture in Southern Brazil: Do the patterns of variation coincide? Genet. Mol. Biol, 1999
Jun; 22(2):151-161.

Eleftheriou A. Genetics and Thalassemia. In: Eleftheriou A. About Thalassaemia. Cyprus.
Thalassaemia Internacional Federation Publications, 2003, p. 9-21.

El-Hazmi MA, Al-Swailem AR, Warsy AS. Molecular defects in beta-thalassaemias in the
population of Saudi Arabia. Hum. Her. 1995 Sep-Oct; 45(5):278-85.

Fattoum S, Messaoud T, Bibi A. Molecular basis of beta-thalassemia in the population of
Tunisia. Hemoglobin 2004 Aug; 28(3):177-87.

Faustino P, Pacheco P, Loureiro P, Nogueira PJ, Lavinha J. The geographic pattern of
beta-thalassaemia mutations in the portuguese population. Br. J. Haematol. 1999 Dec;
107(4):903-4.

Filon D, Oron V, Krichevski S, Shaag A, Shaag Y, Warren TC et al. Diversity of beta-globin

mutations in Israeli ethnic groups reflects recent historic events. Am. J. Hum. Genet. 1994
May; 54(5):836-43.

45



Filon D, Oron V, Shawa R, Elborno E, Najjar K, Tulchinsky T et al. Spectrum of beta-
thalassemia mutations in the Gaza area. Hum. Mutat. 1995; 5(4):351-3.

Flatz G, Wilke K, Syagailo YV, Eigel A, Horst J. Beta-thalassemia in the German
population: mediterranean, Asian and novel mutations. Hum. Mutat. 1999; 13(3):258.

Freitas EM, Rocha FJ. Detection of beta-thalassemia heterozygotes among caucasians
from Porto Alegre, RS, Brazil. Rev. Bras. Genét 1983; 6(1):185-188.

Georgiou |, Makis A, Chaidos A, Bouba |, Hatzi E, Kranas V, Zilidis C, Bourantas KL.
Distribution and frequiency of beta-thalassemia mutations in northwestern and central
Greece. Eur. J. Haematol. 2003 Feb; 70(2):75-8.

http://globin.cse.psu.edu/html/huisman/thals/tables/table02.html. Acessado em
10/10/2006.

Guidelines for the Clinical Management of Thalassaemia. Thalassaemia International
Federation, 2000. pp.114.

Harju S, McQueen KJ, Peterson KR. Chromatin Structure and Control of p-Like Globin
Gene Switching. Exp. Biol. Med. 2002 Oct; 227(9):683-700.

Higgs DR. Gene regulation in hematopoiesis: new lessons from thalassemia.Hematology
Am Soc Hematol Educ Program, 2004;:1-13.

Huisman THJ, Carver MFH & Bysal E (1997). A Syllabus of Thalassemia Mutations. The
Sickle Cell Anemia Foundation, Augusta, USA.

IBGE-Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2000) Brasil: 500 anos de

povoamento. IBGE, Rio de Janeiro.

46


http://globin.cse.psu.edu/html/huisman/thals/tables/table02.html

Ikuta T, Papayannopoulou T, Stamatoyannopoulos G, Kan YW. Globin gene switching. In
vivo protein-DNA interactions of the human beta-globin locus in erythroid cells expressing
the fetal or the adult globin gene program. J. Biol. Chem. 1996 Jun 14; 271(24):14082-91.

Karnon J, Zeuner D, Brown J, Ades AE, Wonke B, Modell B. Lifetime treatment costs of -
Thalassemia major. Clin Lab Haematol. 1999 Dec; 21(6):377-85.

Kattamis C, Hu H, Cheg G, Reese AL, Gonzalez RIM, Kutlar A, Kutlar F, Huisman TH.
Molecular characterization of beta-thalassaemia in 174 Greek patients with thalassaemia
major. Br. J. Haematol. 1990 Mar; 74(3):342-6.

Kazazian Jr HH. The thalassemia syndromes: molecular basis and prenatal diagnosis in
1990. Semin. Hematol. 1990 Jul; 27(3):209-28.

Khan SN, Riazuddin S. Molecular characterization of beta-thalassemia in Pakistan.
Hemoglobin, 1998 Jul; 22(4):333-45.

Kyriacou K, Al Quobaili F, Pavlou E, Christopoulos G, loannou P, Kleanthous M. Molecular
characterization of beta-thalassemia in Syria. Hemoglobin, 2000 Feb; 24(1):1-13.

Ko TM, Xu X. Molecular study and prenatal diagnosis of alpha- and beta thalassemias in
Chinese. J. Formos. Med. Assoc. 1998a Jan; 97(1):5-15.

Ko TM, Caviles AP JR, Hwa HL, Liu CW, Hsu PM, Chung YP. Prevalence and molecular
characterization of beta-thalassemia in Filipinos. Ann. Hematol. 1998b Dec; 77(6):257-60.

Laig M, Pape M, Hundrieser J, Flatz G. Mediterranean types of B-thalassemia in the
German population. Hum. Genet. 1990 Jun; 85(1):135-7.

Lau YL, Chan LC, Chan YY, Ha SY, Yeung CY, Waye JS, Chui DH. Prevalence and

genotypes of a e B-thalassemia carriers in Hong Kong: implications for population
screening. N. Engl. J. Med. 1997 May 1; 336(18):1298-301.

47



Liu TC, Lin SF, Yang TY, Lee JP, Chen TP, Chang JG. Prenatal diagnosis of thalassemia
in the chinese. Am. J. Hematol. 1997 Jun; 55(2):65-8.

Luzzatto L, Notaro R. Haemoglobin’s chaperone. Nature. 2002 Jun 13; 417(6890):703-5.

Magro S, Santilli E, Mancuso R, Puzzonia P, Consarino C, Morgione S, Galati MC, Fersini
G, Madonna G, Brancati C, Vadala P, Molica S. Spectrum of R-thalassemia Mutations in
Calabria: Implications for Prenatal Diagnosis. Am. J. Hematol. 1995 Feb; 48(2):128-9.

Makhoul NJ, Wells RS, Kaspar H, Shbaklo H, Taher A, Chakar N, Zalloua PA. Genetic
heterogeneity of Beta thalassemia in Lebanon reflects historic and recent population
migration. Ann. Hum. Genet. 2005 Jan; 69(Pt 1):55-66.

Muniz A, Martinez G, Lavinha J, Pacheco P. Beta-thalassemia in Cubans: novel allele
increases the genetic diversity at the HBB lécus in the Caribbean. Am. J. Hematol. 2000
May; 64(1):7-14.

Naoum PC. Alvarez Filho F. Domingos CRB. Ferrari F, Moreira HW, Sampaio ZA, Maziero
PA, Castilho EM. Hemoglobinas anormais no Brasil: prevaléncia e distribuicdo geografica.

Revista Brasileira de Patologia Clinica, v. 23, n. 3, p. 68-79, 1987.

Naoum PC. Molécula da Hemoglobina. In: Naoum, P.C. (eds.). Hemoglobinopatias e
Talassemias. S&o Paulo: Sarvier, 1997a, p. 16-21.

Naoum, PC. Ontogenia das Hemoglobinas. In: NAOUM, P.C. (eds.). Hemoglobinopatias e
Talassemias. Sao Paulo: Sarvier, 1997b, p. 22-24.

Naoum, PC. Distribuicdo geogréafica das hemoglobinopatias. In: Naoum, P.C. (eds.).

Hemoglobinopatias e Talassemias. Sao Paulo: Sarvier, 1997c, p. 137-143.

Naoum, PC. As Alteracdes das Hemoglobinas. In: Naoum, P.C. (eds.). Hemoglobinopatias

e Talassemias. S&o Paulo: Sarvier, 1997d, p. 31-35.

Olivieri NF. The B-Thalassemias. N. Engl. J. Med. 1999 Jul 8; 341(2):99-109.

48



Omar A, Abdel KE, Gendy WE, Marzouk I, Wadgy M. Molecular basis of beta-thalassemia
in Alexandria. Egypt J Immunol, 2005; 12(1):15-24.

Parra FC, Amado RC, Lambertucci JR, Rocha J, Antunes CM, Pena SD. Color and
genomic ancestry in brazilians. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2003 Jan 7; 100(1):177-82.

Park SS, CHO HI. Beta-thalassemia in the Korean population. Int. J. Hematol. 2002a Aug;
76 Suppl 2:93-5.

Park SS, Lee YJ, Kim JY, Joo SI, Hattori Y, Ohba Y, Cho HI. Beta-thalassemia in the
Korean population. Hemoglobin, 2002b May ;26(2):135-45.

Perella M, Russo, R. Allosteric proteins: lessons to be learned from the hemoglobin
intermediates. News Physiol. Sci. 2003 Dec; 18:232-6.

Perez SM, Moreno MI, Boluferx GP, Lerma AE, Gomez RMA, Vaya MA, Tascon AA, Dasi
CMA, Martinez SM, Lopez EAR, Hernandez ML, Gil AR. Molecular characterization of
thalassemias in the Valencia community and its relationship with the hematological
phenotype. Sangre 1998 Oct; 43(5):392-8.

Ramalho AS. As hemoglobinopatias hereditarias: um problema de sadde puablica no
Brasil. FCA, Sé&o Paulo, p. 46-50, 1986.

Roldan A, Gutierrez M, Cygler A, Bonduel M, Sciuccati G, Torres AF. Molecular
Caracterization of p-Thalassemia Genes in an Argentine Population. Am. J. Hematol. 1997
Mar; 54(3):179-82.

Romana M, Keclard L, Guillemin G, Lavocat E, SAINT-MARTIN C, Berchel C, Merault G.

Molecular Characterization of beta-thalassemia mutations in Guadeloupe. Am. J. Hematol.
1996 Dec; 53(4):228-33.

49



Rosatelli MC, Tuveri T, Scalas MT, Leoni GB, Sardu R, Faa V, Meloni A, Pischedda MA,
Demurtas M, Monni G et al. Molecular screening and fetal diagnosis of beta-thalassemia in
the italian population. Hum. Genet. 1992a Aug; 89(6):585-9.

Rosatelli MC, Dozy A, Faa V, Meloni A, Sardu R, Saba L, Kan YW, Cao A. Molecular
characterization of beta-thalassemia in the Sardinian population. Am. J. Hum. Genet.
1992b Feb; 50(2):422-6.

Rossetti LC, Targovnik HM, Varela V. The molecular basis of B-thalassemia in Argentina.
Influence of the pattern of Immigration from the Mediterranean Basin. Haematologica 2004
Jun; 89(6):746-7.

Rund D, Filon D, Strauss N, Rachmilewitz EA, Oppenheim A .Mean corpuscular volume of
heterozygotes for beta-thalassemia correlates with the severity of mutations. Blood 1992
jan; 79(1):238-43.

Rund D, Rachmilewitz E. B-Thalassemia. N. Engl. J. Med. 2005 Sep 15; 353(11):1135-46.

Sadiq MF, Huisman TH. Molecular characterization of beta-thalassemia in north Jordan.
Hemoglobin 1994 Sep; 18(4-5):325-32.

Salzano FM. Salde publica no Primeiro e Terceiro Mundos: desafios e perspectivas.
Ciénc. saude coletiva 2002; 1(7):7-16.

Schilird G, Di Gregorio F, Samperi P, Mirabile E, Liang R, Curik MA, YE Z, Huismann TH
J. Genetic Heterogeneity of 3-thalassemia in Southeast Sicily. Am. J. Hematol., 1995 Jan;
48(1):5-11.

Schrier SL, Angelucci E. New Strategies in the Treatment of the Thalassemias. Annu. Rev.
Med., 2005; 56:157-71.

Schwarz C, Vetter B, Kohne E, Kulozik AE. Beta thalassemia in Germany: molecular

genetics and clinical phenotype in immigrant and in the native population. Klin Padiatr
1997 Jul-Aug; 209(4):172-7.

50



Silva DR, Santos FR, Rocha J, Pena SD. The Phylogeography of Brazilian Y-
Chromosome Lineages. Am. J. Hum. Genet. 2001 Jan; 68(1):281-6.

Steinberg MH, Adams JG 3. Hemoglobin A2: origin, evolution, and aftermath. Blood 1991
nov; 78(9):2165-77.

Steinberg MH, Benz EJ Jr, Adewoye HA, Ebert B. Pathobiology of the Human Erythrocyte
and its Hemoglobins. In: Hematology: Basic Principles and Practices.
Philadelphia:Elsevier, 2005, p. 442.

Taher A, Sheikh-taha M, Koussa S, Inati A, Neeman R, Mourad F. Comparison between
deferoxamine and deferiprone (L1) in iron-loaded thalassemia patients. Eur. J. Haematol.
2001 Jul; 67(1):30-4.

Talmaci R, Traeger-Synodinos J, Kanavakis E, Coriu D, Colita D, Gavrila L. Scanning of
beta-globin gene for identification of beta-thalassemia mutation in Romanian population. J.
Cell. Mol. Med. 2004 Apr-Jun; 8(2):232-40.

Thanarattanakorn P, Louthrenoo O, Sittipreechacharn S, Sanguansermsri T. Family
functioning in children with thalassemia. Clin Pediatr (Phila) 2003 Jan-Feb; 42(1):79-82.

Thein SL. Beta-thalassemia prototype of a single disorder with multiple phenotypes. Int. J.
Hematol., 2002 Aug; 76 Suppl 2:96-104.

Verma IC, Saxena R, Thomas E, Jain PK. Regional distribution of beta-thalassemia
mutations in India. Hum. Genet.1997 Jul; 100(1):109-13.

Vetter B, Schwarz C, Kohne E, Kulozik AE. Beta-thalassemia in the immigrant and non-

immigrant German populations. Br. J. Haematol. 1997 May; 97(2):266-72.
Vichinsky EP, Macklin EA, Waye JS, Lorey F, Olivieri NF. Changes in the Epidemiology of

Thalassemia in North America: A New Minority Disease. Pediatrics 2005 Dec; 116(6):818-
25.

51



Villegas A, Ropero P, Gonzalez FA, Anguita E, Espinos D. The thalassemia syndromes:
molecular characterization in the Spanish population. Hemoglobin 2001 Aug; 25(3):273-
83.

Voskaridou E, Terpos E. New insights into the pathophysiology and management of
osteoporosis in patients with beta thalassemia. Br. J. Haematol. 2004 Oct; 127(2):127-39.

Weatherall DJ, Clegg JB. Structure, function, genetics and biosynthesis of haemoglobin.
In: Weatherall, D.J.; Clegg, J.B (eds). The thalassemia syndromes. 3 ed. London:
Blackwell Scientific Publication, 1981a. p. 19-48.

Weatherall DJ, Clegg JB. Erytropoiesis. Developmental Changes in Haemoglobin and Red
Cell Production. In: Weatherall DJ, Clegg JB (eds). The thalassemia syndromes. 3 ed.

London: Blackwell Scientific Publication, 1981b. p. 49-84.

Weatherall DJ. The molecular basis for phenotypic variability of the common
thalassaemias. Mol Med Today, 1995 Apr; 1(1):15-20.

Weatherall DJ. The Thalassemias. BJM. 1997 Jun 7; 314(7095):1675-8.

Weatherall DJ. Single gene disorders or complex traits: lessons from the thalassaemias
and other monogenic diseases. BMJ. 2000; 321:1117-1120.

Weatherall DJ, Clegg JB. Inherited haemoglobin disorders: an increasing global health
problem. Bull. World Health Organ., 2001; 79(8):704-712.

Weatherall DJ. The global problem of genetic disease. Ann. Hum. Biol., 2005; 32(2):117-
122.

Zago MA, Costa FF, Tone LG, Bottura C. Hereditary hemoglobin disorders in a Brazilian
population. Hum. Hered, 1983; 33:125-9.

52



Zdebska E, Krawcewicz A, Adamowicz AS, Jackowska T, Tejza B, Strojny W,
Kuliszkiewicz JM, Mokras U, Koscielak J. Beta-Thalassemia in Poland. Mediterranean
mutations in beta-thalassemia. Pol Merkuriusz Lek 2006 Jan;20(115):53-6.

Zeng Y, Huang S. The studies of hemoglobinopathies and thalassemia in China — the

experiences in Shangai Institute of Medical Genetics. Clin. Chim. Acta 2001 Nov; 313(1-
2):107-11.

53



Identificacdo de Mutacbes para Beta Talassemia em uma Populacdo do Extremo

Sul do Brasil*.

* a ser submetido para a revista Annals of Hematology e ja redigido conforme suas normas

Vivian C.D. Reichert. Simone M. de Castro. Sandrine C. Wagner. Dulcinéia M. de

Albuquerque. Mara H. Hutz. Sandra Leistner-Segal

Autor para correspondéncia:

Vivian Caroline Dadalt Reichert

Jodo Pessoa, 339/104 B
Porto Alegre CEP 90040-000
Tel: 55 51 3028 0646

E-mail: vdadalt@terra.com.br

Palavras-chave: hemoglobina, talassemias, genétipos, Brazil, sequenciamento génico,
HPLC.

Vivian C.D. Reichert (0< ). Sandra L. Segal. Servico de Genética Médica — Laboratério de Genética Molecular, Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Rua Ramiro Barcelos, 2350, Porto Alegre, RS, CEP
90035-003, Brasil - Programa de P6s Graduacao em Medicina: Ciéncias Médicas, Faculdade de Medicina, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. Rua Ramiro Barcelos, 2400, Porto Alegre, RS, CEP 90035-003, Brasil

Simone M. de Castro. Faculdade de Farmécia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil
Sandrine C.Wagner. Centro Universitario FEEVALE, Novo Hamburgo, RS, Brasil

Mara H. Hutz. Departamento de Genética, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil

Dulcinéia M. de Albuquerque. Hemocentro, Universidade Estadual de Campinas, Sdo Paulo, Brasil

Fontes de Financiamento: FIPE / Hospital de Clinicas de Porto Alegre

54


mailto:vdadalt@terra.com.br

Resumo

Este estudo avaliou o perfil genotipico em uma amostra de 127 individuos beta
talassémicos néo relacionados, diagnosticados através da quantificacdo de hemoglobina
Az por HPLC e oriundos de um estado brasileiro localizado mais no extremo sul,
localidade onde houve um grande fluxo de imigrantes italianos no final do século XIX,
principalmente provindos do norte da Italia e alguns individuos do sul. A analise molecular
foi realizada por sequienciamento das regides génicas que contém as mutacdes para beta
talassemia mais comumente encontradas na regido do mediterrdneo. A mutacdo sem
sentido do cdédon 39 C>T foi a mais frequente (50,9%), seguida pela IVSI-110 G>A
(18,1%), IVSI-1 G>A (12,9%), IVSI-6 T>C (9,5%) e outras mutagbes (8,6%). A regido
génica de escolha para analise molecular foi capaz de identificar 90,6% das mutacdes
para beta talassemia na amostra estudada, demonstrando similaridade com os dados de
freqliéncia alélica dos principais paises colonizadores do Estado do Rio Grande do Sul. A
comparagdo com dados disponiveis para outros estados brasileiros mostrou-se
marcadamente significativa, de onde se vé que o perfil genotipico dos pacientes beta
talassémicos no Brasil apresenta grande variabilidade. Portanto, seria arbitrario inferir
como representativos da populacéo brasileira dados oriundos de amostragens regionais.
E necessario que outros estados brasileiros estudem seus genotipos, tornando possivel o

melhor entendimento da doenca e o estabelecimento de politicas de salde adequadas.
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As beta talassemias constituem um grupo heterogéneo de distlrbios genéticos da
sintese de hemoglobina com origem na regido do Mediterraneo, espalhando-se pelo sul
da China, sudeste da Asia, subcontinente indiano, Malasia, Indonésia e para grupos de
populagdo negra [36, 7].

Mais de 200 diferentes mutacdes no gene da beta globina podem ocasionar beta
talassemia, com auséncia (talassemia B°) ou reducéo (talassemia B*) das cadeias de beta
globina [36, 26, 15, 45]. Em revisdo da literatura, Huisman e colaboradores identificaram e
classificaram os alelos mutantes mais freqlentes para beta talassemia, demonstrando
que 20 mutacBes sao responsaveis por cerca de 80% dos casos desta alteracdo [16].
Clinicamente, as beta talassemias sdo doencas heterogéneas em fungdo da ampla
variedade de lesBes génicas que ocasionam o desequilibrio na sintese de cadeias
globinicas, ou seja, apenas a lesdo em um locus especifico ndo é suficiente para explicar
a variabilidade fenotipica de individuos com o mesmo genétipo, sugerindo a existéncia de
outros moduladores genéticos que possam explicar este fato [4]. Apesar desta condicao
genética ocorrer com maior frequéncia nas regides tropicais, 0s movimentos
populacionais migratérios favoreceram a sua disseminagdo para outras areas,
encontrando-se hoje individuos portadores do gene para talassemias e outras desordens
das hemoglobinas na Europa, Américas e Australia [45, 1]. Estudos moleculares ja
identificaram variacbes no gene da beta globina em diferentes populacdes [19, 44, 5, 6,
34, 35, 47, 12, 20, 49, 8, 27, 28,33, 25, 32, 3, 2, 18, 22, 10, 9, 11].

A populagéo brasileira esta entre as mais heterogéneas do mundo, como resultado
de cinco séculos de cruzamento entre povos de trés continentes: os colonizadores
europeus, principalmente caracterizados pelos portugueses, 0s escravos africanos e os
amerindios [40, 29]. Desta forma, dentro de um pais de dimensfes continentais como o
Brasil, a composi¢do étnica da populagdo apresenta ampla variabilidade entre as
diferentes regides, mas na regido sul ocorre uma diferenciacdo em relacéo a este padréo,
como j& demonstrado através de estudos que avaliaram o grau de miscigenagdo nesta
populacdo, constituida principalmente por descendentes de portugueses, apesar de
italianos, espanhdis e alemaes também terem contribuido para a formac&o do pool génico
nesta regido brasileira. Um estudo sobre mistura étnica em brasileiros e outros povos
latino americanos foi recentemente publicado por Salzano e Bortolini (2002), que
demonstraram uma boa correlacdo entre a classificacdo morfolégica baseada na cor da

pele e tracos fenotipicos e a estimativa genética de mistura [38]. Através da andlise de
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marcadores genéticos indicativos de ancestralidade, Zembrzuski e colaboradores
demonstraram que o grau de mistura africana na populagéo classificada como branca no
Rio Grande do Sul é de 6% [48].

No sul do Brasil, houve um grande fluxo de imigrantes italianos no final do século
XIX, principalmente provindos do norte da Italia e alguns individuos do sul [13]. Com base
neste fato, objetivou-se aqui determinar o perfil genotipico em uma amostra de individuos
beta talassémicos do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil.

Este estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa das Instituicdes
participantes e todos os individuos incluidos na amostra estudada tiveram sua
participacdo autorizada através da assinatura de um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

A amostra estudada incluiu 127 individuos (sendo 89 do sexo feminino e 36 do
sexo masculino, com uma mediana de idade em 37 anos), dos quais 124 foram
classificados como portadores de trago beta talassémico com base na quantificacdo da
Hb A2, 1 homozigoto e 2 com beta talassemia associada com a presenca de hemoglobina
S (Hb S), totalizando 128 cromossomos analisados. Em todos os casos, 0s pacientes
eram oriundos do Estado do Rio Grande do Sul, localizado no extremo sul do Brasil, e
foram atendidos no Laboratério Weinmann, empresa de carater privado, e no Laboratério
de Hemoglobinas da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, no periodo de mar¢o de 2003 a dezembro de 2004. Os casos incluidos neste estudo
tiveram diagndstico prévio compativel com a possivel presenca de um alelo beta
talassémico, através da quantificacdo das hemoglobinas A, (Hb A) e fetal (Hb F) por
procedimentos eletroforéticos e/ou cromatogréficos [31].

As amostras de sangue foram colhidas em tubos a vacuo, com EDTA como
anticoagulante. Os indices hematimétricos, da mesma forma que a contagem de
reticulocitos e suas populacdes de fluorescéncia, foram obtidos através do contador
eletrénico de células Sysmex SE9500 (Sysmex Corporation, Kobe, Japéo), equipamento
gue tem como base metodoldgica a citometria de fluxo para a determinacéo dos indices
supracitados e a coloragdo direta do conteudo de RNA, no caso dos reticuldcitos. As
hemoglobinas A; e fetal foram quantificadas por cromatografia liquida de alta resolucéo
(HPLC-VARIANT, Bio-Rad, Milao, Italia).

O DNA gendmico foi extraido das amostras de sangue periférico através do
método de precipitagdo por sais [23] e amplificado através da reagdo em cadeia da

polimerase (polymerase chain reaction, PCR), como descrito anteriormente [24], utilizando
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os primers P1 e P5, localizados respectivamente nas posi¢cdes —161 até —147 da regido
promotora e na posi¢ao 115 até 95 do intron 2 do gene da beta globina, o que gera um
fragmento de 771 pb, e os primers 58 e P7, localizados respectivamente nas posi¢cdes
738 até 756 do intron 2 e 1562 até 1542 da regido 3'UTR do referido gene, o que gera um
fragmento de 430 pb. Apds purificagdo, os produtos de PCR foram submetidos a reacéo
de sequenciamento de DNA, utilizando primers internos, de forma a contemplar as
regides génicas onde estdo localizadas as muta¢cdes mais comumente encontradas para
beta talassemia nas popula¢des de origem mediterranea [6, 34, 35, 21,39], de acordo com
0 protocolo para o MegaBACE 1000, utilizando o DYEnamic ET Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Inc Cleveland, Ohio, Estados Unidos).

Com relacdo a analise estatistica, os resultados obtidos foram analisados através
de estatisticas descritivas utilizando a distribuicdo de freqiiéncias, teste t e teste de Mann-
Whitney para a comparacdo de médias e medianas entre os indices hematimétricos dos
grupos com mutagdes do tipo B* e B° e, para os heterozigotos, a comparagéo entre as
médias dos indices obtidos para as diferentes mutagdes foi realizada através da analise
de variancia e teste de Tukey para comparacdes multiplas. A comparacdo entre as
frequéncias alélicas observadas em diferentes regides brasileiras foi realizada através do
teste qui-quadrado. Para todas as analises acima citadas, utilizou-se o Statistical Package
for Social Science (SPSS, versao 12.0, Chicago, llinoes).

Entre marco de 2003 e dezembro de 2004, foram analisados um total de 127
individuos. A Tabela 1 mostra os alelos encontrados na casuistica analisada e sua
repercussao em nivel fenotipico. Dos 128 cromossomos estudados, foi possivel identificar
a mutacgao beta talassémica em 116 casos, sendo 34 compativeis com fenoétipo do tipo B*
e 82 com fendtipo B°. A tabela 2 mostra a distribuicdo dos alelos encontrados entre os
individuos beta talassémicos obtida neste estudo, juntamente com as freqUéncias
observadas nos principais paises colonizadores do Rio Grande do Sul e também em
outras regides brasileiras.

A metodologia empregada foi desenhada com o objetivo de detectar as mutacdes
para beta talassemia encontradas com maior freqiiéncia na regido do Mediterraneo. A
mutagdo sem sentido do cédon 39 C>T foi a mais frequente (50,9%), seguida, em ordem
decrescente, pela IVSI-110 G>A (18,1%), IVSI-1 G>A (12,9%), IVSI-6 T>C (9,5%) e
outras mutacdes (8,6%), a saber: 3 casos com CD15 STOP codon (TGG>TGA), 2 casos

com mutacdo na posicao +20 da regido promotora, 1 caso da mutacdo IVSII-850 (-G), 1
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caso da IVSI-5 (G>A), 1 da IVSI-(-1) ou cd 30 (AGG>ACG) e 1 caso de mutacédo na
posicdo —29 da regido promotora).

A sequiéncia génica analisada foi capaz de identificar 90,6% das mutacfes para
beta talassemia na amostra estudada. Em 12 casos (9,4%), ndo foram encontradas
mutagdes para a regido analisada.

Fenotipicamente, dos 116 cromossomos estudados nos quais a mutacdo beta
talassémica foi identificada, encontrou-se 34 casos com mutacgbes de fendtipo B e 82
com fendtipo B°. Para as mutacgbes de fendtipo 37, a mutacéo IVSI-110 G>A ocorreu com
maior freqléncia na amostra estudada (21 dos 34 casos validos, ou 61,8%) e para o
fendtipo B° a mutagdo do coédon 39 C>T foi a mais freqliente (59 casos entre os 82
validos, 71,9%).

Através da analise de variancia, foi estabelecida diferencga significativa a 5% de
nivel de significAncia entre os indices VCM e HCM para heterozigotos portadores das
mutagdes estudadas. A andlise por comparac¢des multiplas mostrou que esta diferencga se
deu entre o grupo portador das mutag6es Codon 39 C>T e IVSI 110 G>A (P=0,017 para
VCM e P=0,014 para HCM) e Codon 39 C>T e IVSI 6 T>C (P= 0,009 para VCM e
P<0,001 para HCM) (tabela 3).

A comparacdo das médias pelo agrupamento dos casos em dois grupos
fenotipicos (B° e B*) mostrou diferenca significativa entre grupos para hemoglobina
(P=0,022), VCM (P=0,002), HCM (P<0,001) CHCM (P=0,030), percentual de reticuldcitos
(P=0,028) e Hb A, (P<0,001), conforme se pode observar na tabela 4.

As informacdes relativas a epidemiologia das beta talassemias é de dificil
obtencdo, pois existem diferencas na freqiiéncia de portadores até mesmo dentro de um
mesmo pais. Na ltalia, por exemplo, a freqiiéncia dos portadores varia de 1-2% no norte e
chega a 12% nas regibes da Sardenha e Ferrara, ficando a média em torno de 5%. Além
disto, h& a co-existéncia de varios grupos étnicos em alguns paises, onde a doenca foi
trazida pelos imigrantes, como no norte da Europa e Estados Unidos. Em Oman, onde
houve a migracéo da tribo Beluschi, vinda da regido do Ir& e Paquistdo, existem altos
percentuais de portadores (10%) em relacdo a populacdo indigena arabe (1-2%). E
primordial aqui salientar a importancia do mapeamento da freqiéncia de portadores, dado
de maior importédncia para a deteccdo de grupos de risco e 0 estabelecimento de
programas de aconselhamento adequados [1].

Sendo assim, ndo sdo disponiveis dados epidemioldgicos precisos para todos os

paises do mundo e outros poucos foram totalmente mapeados, com suas diferencas
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regionais identificadas. Apesar de existirem Vvarios estudos no campo das
hemoglobinopatias no Brasil, a real incidéncia de beta talassemias no pais ndo é
completamente conhecida, o que se pode atribuir as pronunciadas diferencas regionais
em relacdo a etnia [46].

O presente estudo analisou o espectro de mutacOes para beta talassemia em uma
amostra de individuos oriundos do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil, ainda néo
investigados em nivel molecular para esta doenca. Devido a caracteristica imigratéria do
sul do Brasil, colonizado basicamente por europeus que aqui chegaram no inicio do
século XIX, as regides génicas de escolha para o sequenciamento de DNA foram aquelas
que continham as mutagdes mais comumente encontradas nos paises mediterraneos.
Com efeito, as mutacdes CD39 C>T, IVSI 110 G>A, IVSI 6 T>C e IVSI 1 G>A contemplam
91,4% dos casos com as mutacdes para beta talassemias esclarecidas na amostra
estudada. A comparacgédo dos resultados obtidos neste estudo com as frequiéncias alélicas
encontradas em populagdes da regido do Mediterrdneo e/ou paises colonizadores do
Estado do Rio Grande do Sul mostram certa similaridade.

Com relacdo a comparacdo do tipo de mutacdo identificada com os indices
hematimétricos obtidos, estes foram consistentes com a literatura para as diferentes
mutagdes encontradas e também agrupando-as pelos fendétipos B* e B°, apesar de fatores
de confusdo que também tém influéncia nestes indices, como a co-heranga com
talassemias do tipo alfa, ndo terem sido controlados [37]. Da mesma forma, a presenca
concomitante de anemia por deficiéncia de ferro também tem influéncia direta sobre os
indices supracitados. Entretanto, a forma de delineamento do estudo, no qual os
individuos foram selecionados para inclusao a partir de niveis de Hb A, elevados, torna
improvavel a presenca desta deficiéncia na populacdo estudada, visto que, nos casos de
anemias ferroprivas, os niveis de Hb A; encontram-se diminuidos [41].

No Brasil, estudos anteriores mostraram importantes diferencas regionais com
relacdo ao perfil mutacional determinante de beta talassemia no pais. A regido sudeste,
por exemplo, tem na mutacdo Codon 39 C>T a maior representacdo em relacdo a
frequiéncia alélica (64%), ao passo que nos estados da regido nordeste do pais observa-
se maior freqiéncia da mutacao IVSI 6 T>C (62,8%) [2, 3]. Desta forma, vé-se que o pefrfil
genotipico dos pacientes beta talassémicos no Brasil apresenta grande variabilidade, o
que foi comprovado através da aplicacdo do teste qui-quadrado para comparacdo de
frequéncias entre as diferentes regifes brasileiras estudadas em nivel molecular para a

doenca (p<0,001). Portanto, seria arbitrario inferir como representativos da populacdo
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brasileira dados oriundos de amostragens regionais. E necessario que outros estados
brasileiros estudem seus gendétipos, tornando possivel o melhor entendimento da doenca
e o0 estabelecimento de politicas de saude adequadas.

61



Tabela 1. MutacBes para beta talassemia obtidas na casuistica estudada e sua

repercussdo em nivel fenotipico.

Localizagéo Mutacao Fendtipo
-29 A>G B*
+20 C>G B*
Cd 15 G>A B°
IVSI-(-1) ou Cd 30 G>C B°
IVSI-1 G>A B°
IVSI-5 G>A B°
IVSI-6 C>T B
IVSI-110 G>A B*
Cd 39 G>A B°
IVSII-850 -G B°
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Tabela 2. Frequéncia alélica das mutac¢des responsaveis pela maioria dos casos de beta

talassemia em alguns paises ou regides do Mediterrdneo e/ou paises colonizadores do

Estado do Rio Grande do Sul, assim como dados de freqiuiéncia brasileiros. Valores
expressos em percentual.

Codon IVS | IVS | IVS | Outras* Referéncia
39C>T 110 G>A 1G>A 6 T>C
Alemanha 50 7,5 5 [19, 43, 42]
Italia
Sardenha 95,7 [5, 6, 34, 35]
Calabria 34,33 19,03 6,72 17,91 [21]
Sicilia 34,52 24,11 9 15,37 [39]
Genova 33,3 15 10 18,3 [30]
Delta Po 61,5 25,6 2,6 2,6 [34]
Polénia 4 2 21 32 [47]
Grécia 17 42,5 13,2 7,2 [17, 14]
Portugal 38 10 28 17 [12]
Tunisia 43,8 10,8 [9, 11]
Brasil
Pernambuco 3,5 8,2 15,1 62,8 [2]
Sao Paulo 64 20 5 7 [3]
Porto Alegre 50,9 18,1 12,9 9,5 8,6 este estudo
* Outras

mutagdes encontradas no presente estudo incluem a mutacdo do codon 15

(TGG>TGA), mutacdo na posicdo +20 da regido promotora, IVSII 850 (-G), IVSI 5 (G>A),
IVSI(-1) ou cd 30 (G>C) e mutacao na posicdo —29 da regido promotora).
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Tabela 3. Comparacéo de médias para as mutacdes mais freqlientes na casuistica

analisada.
indice Genotipo 1* Genotipo 2* Média P
VCM CD39 IVSI 110 68,53 0,017
(média = 63,87) IVSI1 63,99 1,000
IVSI 6 70,61 0,009
HCM CD39 IVSI 110 21,51 0,014
(média = 19,93) IVSI 1 20,06 0,999
IVSI 6 22,76 0,000

* 0 genotipo 1 representa a categoria mais frequente, que teve sua média comparada com

0s demais (genotipo 2).
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Tabela 4. Tabela de comparacao dos indices em relagédo aos fenotipos.

B B p
Hb? 10,97 11,64 0,022
VCM? 63,76 68,88 0,002
HCMP 19,90 21,65 0,000
CHCM? 31,19 31,69 0,017
RET%? 1,98 1,34 0,031
Hb A2* 5,47 4,63 0,000

2 Teste t, comparacdo de médias

b Teste de Mann-Whitney
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Abstract

We evaluated the mutation profile in a sample of 127 unrelated B-thal individuals,
diagnosed through A, and foetal hemoglobin quantification by HPLC (high-performance
liquid chromatography) and coming from the southern most state of Brazil, where a flow of
Italian immigrants happened in the late 19" century, mainly coming from Northern Italy and
some individuals from Southern. The molecular analysis was performed by DNA
sequencing of the most common mutations found in the Mediterranean region. The B°
codon 39 nonsense mutation was the most frequent alteration (50,9%), followed, by B*
IVSI 110 G>A (18,1%), B° IVSI 1 G>A (12,9%), B* IVSI 6 T>C (9,5%) and other rare
mutations (8,6%). The chosen gene sequence was able to identify 90,6% of B-thal
mutations in the population studied, showing some similarity with allele frequencies of the
mainly colonizer countries of Rio Grande do Sul state. The comparison of our results with
other Brazilian studies showed significant differences. Therefore, we can conclude that
the genotypic profile of B-thal shows great variability. Hence, it would be arbritary to infer
as representative of the whole Brazilian population results stemming from regional studies.
It is necessary that other Brazilian states study their genotypes, making possible a better
understanding of this disease and the establishment of adequate public health polices.
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The B thalassemias are an heterogeneous group of genetic diseases of
hemoglobin synthesis with Mediterranean Region origin, widespreading throughout the
Southeast Asia, including Southern China, Indian subcontinent, the Malay Peninsula,
Indonesia and black population groups [36, 7].

More than 200 different mutations in beta gene locus can cause B-thal, with
absence (B° thal) or reduction (B* thal) of the synthesis of B-globin chains [36, 26, 15, 45].
In a review, Huisman et al identified and classified the most frequent B-thal alleles,
showing that 20 mutations are responsible for about 80% of the disease cases[16].
Clinically, the B-thal are heterogeneous diseases because of the wide variety of gene
lesions that cause the unbalance in the synthesis of B-globin chains, meaning that the
defect in a specific locus does not explain the phenotypic variability in individuals with the
same genotype, suggesting that another genetic modulators can coexist [4]. Although this
condition occurs more frequently in the tropics, the migration flows made possible its
dissemination through other areas. Nowadays, there are thalassemia gene carriers and
other hemoglobin disorders in Europe, Americas, and Australia [45, 1]. Molecular studies
have already identified different molecular defects on the beta globin gene in different
populations [19, 44, 5, 6, 34, 35, 47, 12, 20, 49, 8, 27, 28, 33, 25, 32, 3, 2, 18, 22, 10, 9,
11].

Brazilians are one of the most heterogeneous population in the world, as a result
of five centuries of interethnic crosses of peoples from three continents: the European
colonizers, mainly represented by the Portuguese, the African slaves, and the
autochthonous Amerindians [40, 29]. Within a country of continental size, such as Brazil,
the population composition varies widely among regions, but the Southern Brazilian
population differs from this general pattern, as demonstrated by early studies that
evaluated the admixture grade in this population, which is mainly formed by Portuguese
descendents, although Italians, Spaniards and Germans have also contributed to its gene
pool. A review about the ethnic admixture in Brazilian and other Latin American
populations was recently published by Salzano & Bortolini [38]. These authors also
showed a good agreement between morphologic classification, based on skin colour and
morphological traits, and genetic estimates of admixture. Using ancestrality genetic
markers, Zembrzuski et al demonstrated that people classified as white through color skin

have 6% degree of African admixture in Rio Grande do Sul state [48].
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In Southern Brazil there was a high level of immigration in the late 19" century,
mainly coming from Northern Italy and some individuals from the Southern [13]. Based on
this fact, the present study aimed to determine the genotypic profile in a sample of B-thal
individuals of Rio Grande do Sul, Brazil.

This study was approved by Research Ethic Committee of the participating
institutions and all of the individuals included in the sample studied have authorized their
participation in the research signing up an Agreement Term . The studied sample included
127 individuals (89 of which were females and 36 males, at a medium of 37 years old),
124 of which were classified as pB-thal carriers based on A, haemoglobin quantification, 1
homozygous and 2 with p-thal associated with S haemoglobin presence totaling 128
analyzed chromosomes . All the subjects came from Rio Grande do Sul state, located in
the Southern Brazil and were assisted at Weinmann Laboratory , a private company, and
at the Haemoglobin Centre of the Pharmacy School of Rio Grande do Sul University
between March 2003 and December 2004. The cases included in this study had a
previous diagnoses compatible with the possible presence of some B-thal allele through A
and foetal haemoglobin quantification by eletrophoretic and/or  chromatographic
proceedings [31].

The blood samples were collected in vacuum tubes, using EDTA as anticoagulant.
The hematological indices as well as the reticulocytes and their fluorescence populations
were obtained through a blood counting device, Sysmex SE9500 (Sysmex Corporation,
Kobe, Japan), that is based on flow citrometry methodology to determine the values
mentioned above and the direct staining of the RNA content referring to the reticulocytes.
The A; and foetal haemoglobin were quantified by high performance liquid
chromatographic (HPLC-VARIANT, Bio-Rad, Milan, Italy).

Genomic DNA was obtained from the peripheral blood samples through salting out
proceeding as described by Miller [23] and amplified through polymerase chain reaction as
described by Miranda [24], using P1 and P5 primers located at —161 to —147 position on
promoter region and 115 to 95 position on the IVS 2 region of beta globin gene,
respectively, performing a 771 pb fragment, and 58 and P7 primers, located at 738 to 756
position on IVS 2 and 1562 to 1542 position on 3'UTR region in the same gene,
performing a 430 pb fragment. After purification, the PCR products underwent DNA
sequencing, by using internal primers to cover the gene regions where the most common
B-thal mutations found in the Mediterranean populations are located [6, 35, 35, 21, 39],

according to standard protocols for MegaBACE 1000, using the DYEnamic ET Dye
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Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Inc Cleveland, Ohio,
USA).

Related to statistical analysis, the results were analyzed using frequency
distribution, t test and Mann-Withney test to compare the mean values between
hematological indices of B and B* groups. For heterozygous, the mean values of blood
indices were performed using analysis of variance and Tukey test to multiple comparisons.
The comparison between the allele frequencies encountered in this study and other
frequencies in Brazil was performed using qui-square test. In all the cases, Statistical
Package for Social Science (SPSS, Inc, Chicago, llinoes) was used.

Between march 2003 and December 2004 127 subjects were analyzed. Table 1
shows the B-thal alleles found in this sample. It was possible to identify the B-thal mutation
in 116 of the 127 individuals studied, of which 34 were fenotypically B* and 82 B°. Table 2
shows the distribution of alleles among the B-thal individuals in this study, as well as the
frequencies observed in the mainly colonizer countries of Rio Grande do Sul state and
also in other Brazilian regions.

The methodology applied prioritized the detection of the most frequent mutations in
the Mediterranean region. The B° codon 39 nonsense mutation was the most frequent
alteration (50,9%), followed, by B* IVSI 110 G>A (18,1%), B° IVSI 1 G>A (12,9%), B* IVSI
6 T>C (9,5%) and other rare mutations (8,6%). The other mutations included 2 cases of
the codon 15 stop codon (TGG>TGA), 2 cases of the +20 mutation on promoter region, 1
case with IVSI-5 (G>A) mutation, 1 case of the —29 promoter region mutation and 1 case
of IVSI(-1) or codon 30 (AGG>ACG) mutation.

After analysis of the gene sequence we were able to identify 90,6% of B-thal
mutations in this sample. In 12 cases (9,4%), no mutation on the chosen gene sequence
were found..

Fenotypically, in 116 chromosomes analyzed where we were able to find the B-thal
mutation, we found 34 cases with the 3* phenotype, in which the IVSI 110 G>A occurred
more frequently (21 of 34 cases, 61,8%) and for the B° phenotype the codon 39 nonsense
mutation was the most frequent (59 of 82 cases, 71,9%).

The variance analysis showed statistically significant differences considering 5% of
significance level between the VCM and HCM indices for the carriers of studied mutations.
A multiple comparison analysis showed that this difference has occurred between the
group of codon 39 nonsense and IVS-I nt 110 G>A mutation (p value=0,017 to VCM and
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0,014 related to HCM) and between the codon 39 nonsense and IVS-1 nt 6 T>C mutation
(p value=0,009 to VCM and <0,001 related to HCM)(table 3).

The mean comparisons between B° and B* groups showed statistically significant
difference between the Hb indices (p value=0,022), VCM (p value=0,002), HCM (p
value<0,001), CHCM (p value=0,022), reticulocytes (p value=0,028), and HbA, (p
value<0,001), as seen in table 4.

The epidemiology information related to B-thal disorders are difficult to obtain,
because most countries have an uneven distribution of carriers. One example is lItaly,
where frequency varies from 1-2% in most of the North, reaching 12% in Sardinia and
Ferrara. The average for the whole country is 5%. Contributing to this fact, in many
countries, several ethnic groups coexist. This is especially so in countries where the
haemoglobin disorders have been brought by immigrants. The main examples of the later
situation are Northern Europe and the USA. Another example is Oman, where the Belushi
tribe, which settled there from Iran and Pakistan (Beluchistan), has a very high carrier rate
(10%) compared to the indigenous Arab population (1-2%). This micromapping is also
important since it helps to direct services to the at-risk groups [1].

Therefore, accurate epidemiological information throughout the world are not yet
available , and few regions are totally mapped. Although there are some studies in the
haemoglobinopathies field in Brazil, the real prevalence of the disease is unknown, which
can be attributed to great regional differences related to ethnic roots [46].

The present study analyzed the spectrum of B-thal genes in a group of individual
coming from Rio Grande do Sul state, an ethnic group that had not yet been studied at the
molecular level for this disease. Because of the immigration characteristic of Southern
Brazil, basically colonized by europeans that settled there in the late 19" century, we
choose gene sequences that contains the most common mutations found in the
Mediterranean countries. Interestingly, analysis of the codon 39 nonsense mutation, IVSI
110 G>A, IVSI 6 T>C and IVSI 1 G>A mutations allowed us to identify the B-thal mutation
in 91,4% of the cases. The comparison of our results with the allele frequencies of other
Mediterranean populations and/or other colonizer countries of Rio Grande do Sul shows
some similarity.

The comparison of identified mutations with the blood indices obtained, was
consistent with previous studies considering the variety of encountered mutations and
also grouping in B* and B° mutations, although confounding factors as concomitant

presence of alpha thalassemia, that have also influence in these indices, has not been
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controlled [37]. In the same way, concomitant presence of iron deficiency have influence in
the above cited indices. However, this study was designed based on the Hb A; levels as
an inclusion criteria, which makes improbable the presence of this deficiency in the studied
population, because in the iron deficiencies the Hb A; levels were found decreased [41].

In Brazil, previous studies have showed important regional differences related to
the mutational profile of B-thal carriers in the country. The Southeast region, for example,
have in codon 39 nonsense its most frequent mutation, but in the Northeast we can see
the IVSI 6 T>C more frequently (62,8%) [2, 3]. As we mentioned, it is possible to see that
the genotypic profile of B-thal carriers in Brazil shows great variability, as demonstrated
through a qui-square test to compare frequencies between different Brazilian regions
studied at molecular level (p value<0,001). However, it would be arbitrary to infer as
representative of Brazilian population results coming from regional samples. It is
necessary that other Brazilian state study their genotypes, making possible a better

understanding of this disease and the establishment of adequate public health polices.
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Table 1. p-thal mutations found in the sample studied and their phenotypic consequences.

Location Mutation Phenotype
-29 A>G B*
+20 C>G B*
Cd 15 G>A B°
IVSI-(-1) ou Cd 30 G>C B°
IVSI-1 G>A B°
IVSI-5 G>A B°
IVSI-6 C>T B*
IVSI-110 G>A B*
Cd 39 G>A B°
IVSII-850 -G B°
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Table 2. Allele frequencies responsible for the majority of the R-thal in some countries or

Mediterranean regions and/or colonizers of Rio Grande do Sul state, as well some

Brazilian frequencies. Results shown in percentage.

Codon IVS | IVS | IVS | Others* References
39C>T 110 G>A 1G>A 6 T>C
Germany 50 7,5 5 [19, 43, 42]
Italy
Sardinia 95,7 [5, 6, 34, 35]
Calabria 34,33 19,03 6,72 17,91 [21]
Sicilia 34,52 24,11 9 15,37 [39]
Polénia 4 2 21 32 [47
Greece 17 42,5 13,2 7,2 [17, 14]
Portugal 38 10 28 17 [12]
Tunisia 43,8 10,8 [9, 11]
Brazil
Pernambuco 3,5 8,2 15,1 62,8 [2]
Sao Paulo 64 20 5 7 [3]
Porto Alegre 50,9 18,1 12,9 9,5 8,6 present study

* Another mutations found in this study includes the codon 15 (TGG—TGA), +20

mutation on promoter region, IVSI 5 G>A mutation, —29 on promoter region mutation and
IVSI(-1) or codon 30 (AGG>ACG) mutation.
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Table 3. Mean comparison between the most common mutations found.

indice Genotype 1* Genotype 2* Mean p
VCM CD39 IVSI 110 68,53 0,017
(média=63,87) IVSI1 63,99 1,000
IVSI 6 70,61 0,009
HCM CD39 IVSI 110 21,51 0,014
(média=19,93) IVSI1 20,06 0,999
IVSI 6 22,76 0,000

* the genotype 1 represents the most frequent category, that had its mean value compared
with the others (genotype 2).
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Table 4. Comparison between blood indices and phenotypes.

B B p
Hb? 10,97 11,64 0,022
VCM? 63,76 68,88 0,002
HCMP 19,90 21,65 0,000
CHCM? 31,19 31,69 0,017
RET%? 1,98 1,34 0,031
Hb A2* 5,47 4,63 0,000

attest

® Mann-Whitney test
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Apesar de existirem vérios estudos no campo das hemoglobinopatias no Brasil, a
real incidéncia de beta talassemias no pais ndo € completamente conhecida, o que se
pode atribuir as pronunciadas diferencas regionais em relacdo a etnia (Zago et al, 1983).

O presente estudo analisou o espectro de mutaces para beta talassemia em uma
amostra de individuos oriundos do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil, ainda nao
investigados em nivel molecular para esta doenca. Devido a caracteristica imigratéria do
sul do Brasil, colonizado basicamente por europeus que aqui chegaram no inicio do
século XIX, as regides génicas de escolha para o sequenciamento de DNA foram aquelas
gue continham as mutagdes mais comumente encontradas nos paises mediterraneos.
Com efeito, as mutacdes CD39 C>T, IVSI 110 G>A, IVSI 6 T>C e IVSI 1 G>A contemplam
91,4% dos casos com as mutacdes para beta talassemias esclarecidas na amostra
estudada. A comparacgédo dos resultados obtidos neste estudo com as frequéncias alélicas
encontradas em populagdes da regido do Mediterrdneo e/ou paises colonizadores do
Estado do Rio Grande do Sul mostram certa similaridade.

Com relacdo a comparagcdo do tipo de mutacdo identificada com os indices
hematimétricos obtidos, estes foram consistentes com a literatura para as diferentes
mutagdes encontradas e também agrupando-as pelos fendétipos B* e B°, apesar de fatores
de confusdo que também tém influéncia nestes indices, como a co-heranca com
talassemias do tipo alfa, ndo terem sido controlados (Rund, 1992). Da mesma forma, a
presenca concomitante de anemia por deficiéncia de ferro também tem influéncia direta
sobre os indices supracitados. Entretanto, a forma de delineamento do estudo, no qual os
individuos foram selecionados para inclusao a partir de niveis de Hb A, elevados, torna
improvavel a presenga desta deficiéncia na populacdo estudada, visto que, nos casos de
anemias ferroprivas, os niveis de Hb A, encontram-se diminuidos (Steinberg, 1991).

No Brasil, estudos anteriores mostraram importantes diferencas regionais com
relagdo ao perfil mutacional determinante de beta talassemia no pais. A regido sudeste,
por exemplo, tem na mutacdo Codon 39 C>T a maior representacdo em relacdo a
frequiéncia alélica (64%), ao passo que nos estados da regido nordeste do pais observa-
se maior frequéncia da mutacdo IVSI 6 T>C (62,8%) (Araujo, 2003; Bertuzzo, 1997).
Desta forma, vé-se que o perfil genotipico dos pacientes beta talassémicos no Brasil
apresenta grande variabilidade, o que foi comprovado através da aplicacdo do teste qui-

quadrado para comparacdo de frequéncias entre as diferentes regides brasileiras
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estudadas em nivel molecular para a doenca (p<0,001). Portanto, seria arbitrario inferir
como representativos da populacéo brasileira dados oriundos de amostragens regionais.
E necessario que outros estados brasileiros estudem seus genoétipos, tornando possivel o
melhor entendimento da doenca e o estabelecimento de politicas de salude adequadas.

O conhecimento do perfil genotipico dos pacientes beta talassémicos do Rio
Grande do Sul é de fundamental importancia para o delineamento de estudos futuros com
0 objetivo de identificar outros moduladores genéticos que tenham influéncia em nivel

fenotipico para esta doenca.
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Anexo

12

b globin gene.
Primers Sequence 5-3 Direction  Position
1 GCCAAGGACAGGTACGGCTGTCATC S -140
2 TTTGCTTCTGACACAACTGT S +2
3 AGACAGAGAAGACTCTTG S +198
4 CTCATGGCAAGAAAGTGCTC S +348
5 CCCTTCTTCCTATGACATGAACTTAACCAT A +521
6 AATCCAGCTACCATTCTGC S +1214
7 TCCAGATGCTCAAGGCCCTTC A +1556

S - Sense; A - antisense; Position - position in relation to the Cap site.

Desenho esquemético do gene da beta globina com a localiza¢cdo dos primers utilizados

para 0 seu sequenciamento. Adaptado de Miranda, 1997.
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Anexo

Eletroferogramas referentes a casuistica estudada.

Normal — Seqiienciamento Primer Sense 31
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Normal - Seqiienciamento Primer Antisense 1R
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Produto da PCR clonado em pGEM-T easy vector
(PROMEGA) e sequienciado com primer Sense

T A4 TC AT GITCATACGC TCT T ATCT TCCTOCOCG AC A6 CTCOCOG TGGGGC

IVSI1-850
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Normal - Seqlienciamento Primer Antisense 1R

TCC AC GTTCACC T TG CCCC AC A2G GG CA GT AAC GGCAGACTTOCTCOGC

Cd 15
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IVSI1-850 (-G)

T A2 TCA TG ITCATACC ITCTTATCT T TCCTO CC CACACT CC TG G G C

IVSI1-850(-G)
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Cd 15 (TGG—TGA) — stop codon

Cd 15 (TGG>TGA) W

nlN | M.

CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC

A Al

Normal - Seqlienciamento Primer Antisense 1R

CT 226G T GA A CACAGITIGIGT CAGAAG BTG GSHEALADZRZ
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Promotor +20 (C=>T)
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Normal - Seqlienciamento Primer Antisense 1R
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Normal - Seqlienciamento Primer Sense 31
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IVSI-5 (G—A)

GTGAGGCCC IGGGCAGGTTGH TATC 24 GG ITTACAAGACAGGTTTARAZ G GA

—

IVSI-5 (G>A)
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Anexo

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

NUmero:

Prezado Paciente

Existe um tipo de anemia que parece ser comum na hossa populagcéo. Tal anemia
nao traz, para a maioria dos afetados, problema algum, exceto o fato de que
desconhecendo a causa, 0 paciente vai inidmeras vezes ao médico e recebe
freqlientemente tratamento com ferro, o que é prejudicial para a sua saude.

As talassemias beta séo um grupo de alteragfes 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 tdo leve que o paciente ndo sente nada, mas em outros pode
apresentar sintomas como fraqueza, 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 participagdo, tem
como objetivo principal levantar dados mais precisos e atuais sobre o niumero de pessoas
afetadas pela beta talassemia e saber se isto vem acompanhado ou ndo de outra doenca,
gue € a deficiéncia de G6PD, uma enzima que, quando existe em quantidade insuficiente
no organismo, também pode causar anemia, além de ictericia nos bebés recém-nascidos
e outros problemas. Com as informagfes obtidas, poderemos planejar programas que
oferecem uma melhor qualidade de atendimento, diagnéstico e orientagdo aos pacientes,
principalmente sobre a possibilidade de casais portadores de talassemia beta e/ou
deficiéncia de G6PD gerarem filhos também afetados.

Para o desenvolvimento deste trabalho, precisamos de um grupo de pessoas
portadoras de anemia a esclarecer.

E necessario apenas que os participantes do estudo com anemia em investigacio
coletem uma amostra de sangue (5 ml), que sera realizada por profissional habilitado e
com todas as técnicas adequadas.

Estas amostras de sangue serdo analisadas para que sejam identificados

possiveis portadores de talassemia beta e deficiéncia de G6PD. Também sera extraido
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DNA desta amostra de sangue, que € o material genético que pode auxiliar no
esclarecimento do diagndstico.

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 é descartavel e estéril e
o profissional que ird realizar a coleta esta capacitado para esta funcao.

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

Todos os resultados obtidos serdo reencaminhados para o seu médico, o qual

ficara responsavel pelo aconselhamento e acompanhamento do paciente.

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 duvidas foram esclarecidas. Além disso, sei que novas informacfes 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

informacdes por mim fornecidas serdo utilizadas apenas para fins do presente projeto de

pesquisa e serdo divulgadas de forma anénima.

Paciente Pesquisador
Data:
Responsavel: Dra Sandra Leistner

Telefone para esclarecimentos: 33168133
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Anexo

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

Grupo de Pesquisa e P6s-Graduagio
COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

RESOLUGAO

A Comissdo Cientifica e a Comisséo de Pesquisa e Etica em Saude, que é reconhecida pela Comissao

Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office

For Human Research Protections (OHRP)/USDHHS, como Institucional Review Board (IRB0000921)
analisaram o projeto:

Projeto: 03-082 Verséo do Projeto:  13/03/2003 Versdo do TCLE: 02/07/2003

Pesquisadores:

SANDRA LEISTNER SEGAL

VIVIAN CAROLINE DADALT

SIMONE MARTINS DE CASTRO
SANDRINE COMPARSI WAGNER
CLAUDIA REGINA BONINI DOMINGOS
JULIO ROBERTO DIEHL

FLAVO BENO FERNANDES

Titulo: CONTRIBUIGAO PARA O CONHECIMENTO DOS INTERFERENTES NA EXPRESSAQ
FENOTIPICA DE TALASSEMIAS NA POPULAGCAO DO RIO GRANDE DO SUL

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodolégicos, inclusive quanto ao seu Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais,
especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Satde. Os membros do
CEP/HCPA n3o participaram do processo de avaliag&@o dos projetos onde constam como pesquisadores.
Toda e qualquer alteragéo do Projeto, assim como os eventos adversos graves, deveréo ser comunicados
imediatamente ao CEP/HCPA. Somente poderao ser utilizados os Termos de Consentimento onde conste
a aprovagao do GPPG/HCPA.

’

/ Porto Alegre, 04 de julho de 2003.

Profa. Themis Réverbel da Silveira
Coordenador&do GPPG e CEP-HCPA
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