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RESUMO



A microcitose, definida como volume corpuscular médio dos eritrécitos
reduzido (VCMc< 82 fl), € uma alteragdo hematoldgica usualmente associada as talassemias,
aos distirbios de metabolismo do ferro e a algumas hemoglobinopatias estruturais, como as
Hb E, Hb CC e Hb SC. Nos heterozigotos AC, embora comumente observada, a redugdo do
VCM nido tem sido bem explicada, sendo sugerido, por alguns autores, que se deva a
coexisténcia com a talassemia o.". Na populagio negréide brasileira, tanto a Hb C quanto a
talassemia o sdo freqiientes e, portanto, com alta probabilidade de associacdo. Com o
objetivo de avaliar a presenca e os efeitos desta intera¢do nos valores de VCM, HCM e nos
percentuais de Hb C, a delecio -0 (rightward deletion) foi investigada pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) em 149 individuos com Hb C (136 AC, 10 SC e 3 CC).
Paralelamente, os niveis de Hb F também foram determinados. Vinte e sete individuos
(18,1%) apresentaram talassemia o": 24 (16,1%) eram heterozigotos -a/aa (21 AC e 3 SC)
e 3 (2,0%) eram homozigotos -o/-a (2 AC e 1 SC). Como esperado, as medianas de VCM,
HCM e % Hb C foram significativamente mais baixas no grupo dos talassémicos. As
medianas de % Hb F ndo diferiram estatisticamente entre talassémicos e os individuos que
ndo apresentaram a delec@o. A microcitose foi observada em 43 heterozigotos AC (31,6%),
mas em 30 deles (22% do total) a delecao o> ndo foi detectada. Os valores de VCM
foram comparados aos percentuais de Hb C e apenas uma fraca correlacdo foi observada.
No presente estudo, a associagdo com a talassemia o.” nio explicou a redu¢do do VCM em
22% dos individuos AC, indicando que essa alteracdo hematoldgica pode ser resultante da
propria presenca da Hb C, embora sua propor¢do nas hemadcias ndo seja o fator

determinante do grau de microcitose.
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ABSTRACT



Microcytosis, defined as reduced mean corpuscular volume of erythrocyte
(MCV<82 fl), is a hematological alteration usually associated to the thalassemias, to the
disorders of iron metabolism and, also, to some structural hemoglobinopathies, as Hb E, Hb
CC and Hb SC. In heterozygous AC, although commonly observed, it has not been very
well explained, being suggested that it could be due to the coexistence with o*-thalassemia.
In the Brazilian Black population both, Hb C and o'-thalassemia, are very frequent and,
therefore, with high probability of association. In order to evaluate the presence and the
effects of this interaction in the MCV and MCH values and in the percentages of Hb C, the
o’ rightward deletion was investigated by polymerase chain reaction (PCR) in 149
individuals with Hb C (136 AC, 10 SC and 3 CC). Hb F levels were also determined.
Twenty seven individuals (18,1%) presented o-thalassemia: 24 (16,1%) were
heterozygous -o/aa (21 AC and 3 SC) and 3 (2,0%) homozygous -o/-a (2 AC and 1 SC).
As expected, the median of MCV, MCH and % Hb C were significantly lower in the
thalassemic group. The median of % Hb F were not statistically different between
talassemics and in individuals not carrying the deletion. Microcytosis was observed in 43
heterozygous AC (31,6%); however, 30 of them (22% of the total) did not show the o7
rightward deletion. MCV values were compared to the percentages of Hb C and showed
only a weak correlation. In the present study, the association with a*-thalassemia could not
explain the reduction of MCV in 22% of the AC individuals, indicating that it is probably
resulting of the presence of Hb C in the cell, itself, and seems not to be dependent on its

proportion.

Abstract
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1.1. AS HEMOGLOBINAS HUMANAS

As hemoglobinas (Hb) humanas s3o proteinas tetraméricas, constituidas pela
combina¢do de duas cadeias globinicas do “tipo a” (a ou ) com duas cadeias do “tipo ”
(B, 9, y ou ¢). Cada cadeia contém um grupo prostético heme (Fig. 1), que se liga de forma

reversivel a molécula de O,, transportando-a dos pulmdes aos tecidos (Bunn & Forget,

1986).

Na fase embriondria, sdo produzidas as hemoglobinas Gower 1 ({,¢€2), Gower 11
(a2€2) e Portland I (&yy2). Durante o periodo fetal, a produgdo dessas Hbs dd lugar a sintese
de Hb F (a2y2), que, por sua vez, € substuida pelas Hbs A (a2p32) e Az (0202) no estddio
adulto. Apds os seis meses de vida, os individuos normais apresentam cerca de 95% de Hb
A, 2-3% de Hb Az e 0-2% de Hb F (Bunn & Forget, 1986; Stammatoyannopoulos e col.,
1994).

Figura 1: Representacdo esquematica da molécula de hemoglobina.
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1.2. OS GENES DAS GLOBINAS

Os genes responsaveis pela codificagdo das cadeias globinicas sdo compactos,
com cerca de 1 a 2 Kb de DNA, formados por 3 exons e 2 introns e estdo localizados em
dois agrupamentos, ou clusters, denominados a e 3, onde se encontram dispostos na ordem

em que sdo expressos durante o desenvolvimento do individuo (Figs. 2 e 3).

O cluster o € composto pelo gene embriondrio C,, por 3 pseudogenes (yC;, yo,
e yap), pelos genes o, e a; e pelo gene 0, de funcdo ainda indeterminada, e estd localizado

no braco curto do cromossomo 16 (16p13.3) (Lauer e col., 1980; Higgs e col., 1989).

vCi yan  yoy
Embrionario Pseudogenes Fetal e Adulto

Figura 2: Cluster a, localizado no brago curto do cromossomo 16.

O cluster B é composto pelo pseudogene [,, pelo gene embriondrio €, pelos
genes % e *y, pelo pseudogene PB; e pelos genes & e B, e estd localizado no brago curto do

cromossomo 11 (11p15.5) (Fritsch e col., 1980).

VB2 € \VBI
5' AL_F} ’ ﬁ { 7
Pseudogene  Embriondrio Embriondrio e Fetal ~ Pseudogene Adultos

Figura 3: Cluster 3, localizado no braco curto do cromossomo 11.
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Mutacdes nos genes das globinas podem levar a alteragdes estruturais, a
deficiéncia parcial ou total no ritmo de sintese das cadeias ou a produgdo persistente de
cadeias y durante a vida adulta, constituindo, respectivamente, as variantes estruturais da

hemoglobina, as talassemias e a Persisténcia Hereditdria da Hemoglobina Fetal (PHHF)

(Bunn & Forget, 1986).

1.3. VARIANTES ESTRUTURAIS DA HEMOGLOBINA HUMANA

Grande parte das variantes estruturais da Hb sido decorrentes da substitui¢ao de
um Unico aminodcido em uma das cadeias globinicas. Apenas algumas alteracdes resultam
em manifestacdes clinicas e hematoldgicas importantes, por modificarem a fungdo, a
solubilidade ou a estabilidade da molécula. Em muitas variantes ocorre mudanga de carga
elétrica, levando a uma mobilidade eletroforética diferente daquela apresentada pela
hemoglobina normal. Outras, porém, sdo eletroforeticamente silenciosas, sendo necessdria

a utilizagdo de técnicas complementares de identificacdo (Dacie & Lewis, 1995).

As hemoglobinopatias S (aaf2*“1V), C (0B, °MHES), D (apB,' 216N ¢ E
(a2B226 Gl“nLiS) sd0 muito comuns e atingiram prevaléncias elevadas em determinadas
populacdes, a ponto de serem consideradas polimorfismos genéticos (Orkin & Kazazian,

1984; Williams e col., 1990).

Sd@o muitos os mecanismos moleculares responsdveis pela formacdo de
variantes estruturais, porém as mais comuns, como j4 citado, sdo causadas por uma simples
substituicdo de nucleotideo. A identificacdo de sitios de restricio no cluster  tem
demonstrado que as mutacdes estdo associadas a padrdes de clivagem especificos,
denominados haplétipos, permitindo uma maior compreensdo sobre sua origem e dispersao,
enriquecendo os dados antropoldgicos, ou auxiliando no diagnéstico de determinadas

doencas (Maniatis e col., 1980; Orkin & Kazazian, 1984; Labie & Elion, 1996).

Assim, o polimorfismo encontrado no sitio Hpa I da regido 3' do gene da
globina B foi utilizado inicialmente no diagndstico pré-natal da anemia falciforme (SS)
(Kan & Dozy, 1978) e sua andlise levou as primeiras conclusdes sobre a evolucdo das

mutacdes B° e B nas diferentes populagdes mundiais (Kan & Dozy, 1980).
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A mutacio PB° tem ampla distribuicio geogrifica e originou-se
independentemente em vdrias partes da Africa e no leste da Arabia Saudita e India (Kan &
Dozy, 1980; Pagnier e col., 1984; Kulozik e col., 1986; Trabuchet e col., 1991). Embora
seja causada por uma simples substituicio de nucleotideo em homozigose, a anemia
falciforme € caracterizada por uma clinica muito varidvel e, por isso, a andlise dos
haplétipos tornou-se uma ferramenta util na elucidacdo desta variabilidade (Nagel e col.,
1985; Powars e col., 1990; Powars & Hiti, 1993). Diferentes seqiiéncias polimérficas ao
longo do cluster (Labie & Elion, 1996), em desequilibrio de ligacdo com os haplétipos,
estdo relacionadas a variagdes nos niveis de hemoglobina fetal, que interfere na
polimerizacdo da Hb S (Steinberg, 1994) e na expressdo da cadeia alterada (Elion e col.,

1992).

As Hbs D compreendem um grupo de hemoglobinas com migracdo

eletroforética semelhante a Hb S em pH alcalino, porém a mais comum é a Hb D-Los

Angeles ou D-Punjab (a2B2121Glul_[Gln

noroeste da India (Bunn & Forget, 1986; Williams e col., 1990).

), com freqiiéncia de aproximadamente 3% na regido

A Hb E é uma variante estrutural com fenétipo talass€mico e freqiiéncia
bastante elevada no sudeste da Asia, de aproximadamente 3% (Bunn & Forget, 1986;

Williams e col., 1990).

1.3.1. Hemoglobina C

A Hb C foi a segunda variante estrutural a ser descrita (Itano & Neel, 1950),
logo apds a Hb S, sendo, depois desta e da Hb E, a terceira mais prevalente no mundo
(Bunn & Forget, 1986). E resultante da substituicdo de 4cido glutimico por lisina na
posicdo 6 da cadeia B3, o que confere a molécula uma carga final bastante positiva, levando-
a a aderir na membrana celular, com conseqiiente perda de potdssio e 4gua, aumento da
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e formagdo de eritrdcitos mais
densos (Bunn & Forget, 1986). Em acetato de celulose, em pH alcalino, apresenta a mesma
migracdo eletroforética da Hb A, e de outras variantes estruturais, como, por exemplo, as
Hbs E e O Arab, podendo ser confirmada por eletroforese em gel de dgar, em pH 4cido

(Dacie & Lewis, 1995).
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Os heterozigotos AC sdo assintomdticos, apresentando células levemente
desidratadas e mais densas (Nagel e col., 1993). Os percentuais de Hb C representam
aproximadamente 30 a 40% do total de hemoglobina e células em alvo podem ser

visualizadas no esfregaco sanguineo (Bunn & Forget, 1986; Williams e col., 1990).

O estado homozigoto CC € caracterizado por uma anemia hemolitica cronica de
intensidade discreta. Um grande numero de células em alvo € observado (Fig. 4A) e, em
decorréncia da concentracdo de hemoglobina e da desidratacdo mais acentuadas, ocorre
formacdo de agregados e cristais no interior dos eritrdcitos, nas formas desoxigenada e
oxigenada da hemoglobina, respectivamente (Fabry e col., 1981; Hirsch e col., 1985; Bunn

& Forget, 1986).

A Hb S € a variante estrutural mais comumente observada em associa¢do com a
Hb C nas populacdes de origem africana, como € o caso da populagdo brasileira (Zago &
Costa, 1985; Sonati e col.,, 1996). Individuos com Doenca SC apresentam anemia
hemolitica cronica e, como as células CC, as SC sao mais desidratadas e com concentragao
de hemoglobina mais elevada (Ballas & Kocher, 1988; Lawrence e col.,, 1991),
demonstrando caracteristicas celulares das duas hemoglobinopatias (Williams e col., 1990)

(Fig. 4B).

coUy  ~Qe. . Doy @ = F20¢
b P G@aoa‘D(@ E goé)oga;@aoe
" av, ®C o & % OP*S
R 0%, *% ° &9 _ af
0@ R Bpste ® o0 0¢P0° 09
'2%0 2 @0 ® 00 % 80° @
@' o e "0 o6 2 A
&o Jo e° o2 @e;a? e
| s $.87°¢ b D00V "o
w @ S
o = o, 32 0% gans®
A B

Figura 4: A: esfregaco de sangue periférico de homozigoto CC. B: esfregaco de sangue
periférico de duplo heterozigoto SC, mostrando caracteristicas das duas

hemoglobinopatias.
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A investigacdo dos haplétipos ligados ao alelo B¢ tem favorecido a hipétese de
uma ocorréncia da mutacio na regiio Centro-Oeste da Africa (Boehm e col., 1985;
Trabuchet e col., 1991). Em Ghana e Volta, aproximadamente 25% dos individuos sdo
heterozigotos AC (Bunn & Forget, 1986; Williams e col., 1990). Os haplétipos de origem
africana foram classificados segundo Boehm e col. como CI, CII e CIII (fig. 5A), sendo o
primeiro o mais prevalente e encontrado em todas as populagdes estudadas (Schroeder e
col., 1989; Talacki e col., 1990; Travi e col., 1992; Steinberg e col., 1996; Lee e col., 1998).
Embora seja muito menos prevalente que o tipo CI, o haplétipo CII também tem sido
encontrado em muitas populagdes (Schroeder e col., 1989; Talacki e col., 1990; Steinberg e
col., 1996; Lee e col., 1998) e, assim como o CIII e outros raros, provavelmente surgiu por

evento de recombinacdo entre os subhaplétipos 5' e 3' (Chakravarti e col., 1984).

Mais recentemente, a caracterizacdo molecular da Hb C na Taildndia tem
sugerido a hipétese de uma outra origem da mutacio nesta regido, associada a um wnico

haplétipo (fig. 5B) (Sanchaisuriya e col., 2001).

5| € Gy Ay WBI 6 B 3.
[ ]
i i [ ] i i
T T T 1 (R N
Hincll HindIII HindIII Hincll Hincll Hinfl Avall Hpal BamHI
A
CI + - -+ + + - +
CII - - - + + + - +
CIlI - - - - + + - o+
B + - - - - - +

Figura 5: + ¢ — indicam presenca e auséncia do sito de restricdo. A: haplétipos B¢ de
origem Africana (Boehm e col., 1985). B: haplétipo encontrado na Tailandia,

indicando uma origem nio africana da mutacio B¢ (Sanchaisuriya e col., 2001).

Introdugdo Geral

19



Os fatores seletivos para a alta incidéncia da Hb C sdo desconhecidos (Williams
e col., 1990), tendo sido sugerido que sua presenca exerca alguma prote¢do contra a maldria
severa em determinadas populagdes, onde a prevaléncia da Hb S € reduzida (Agarwal e

col., 2000).

1.4. SINDROMES TALASSEMICAS

As talassemias sdo definidas como um grupo heterogéneo de alteracdes
hereditarias, que resultam na sintese deficiente de uma ou mais cadeias globinicas, levando
a formacgdo de hemdcias hipocrdmicas e microciticas, caracteristicas destas sindromes. A
cadeia (ou cadeias), cuja sintese encontra-se prejudicada, determina o tipo de talassemia (a,
B, v, 8, OB, yoB, eydp) (Williams e col., 1990; Stammatoyannopoulos e col., 1994). A
supressdo parcial ou total de uma das cadeias leva ao acimulo da cadeia complementar, que
se tetrameriza e precipita no interior dos eritrdcitos, ocasionando a destrui¢do precoce

destas células (Bunn & Forget, 1986).

1.4.1. Talassemia o

As talassemias o sdo caracterizadas pela sintese reduzida de globina a,
resultando em excesso de cadeias do tipo [, que se associam e formam tetrameros,

produzindo a Hb Bart's (ys4), no periodo fetal, e a Hb H (B4), ap6s o nascimento (Weatherall
& Clegg, 1981).

Os genes a sdo duplicados, totalizando 4 (ao/oor) em cada célula dipléide de
individuos normais (Orkin, 1978). As talassemias sdo classificadas em o (-a) e o’ (-,
conforme o nimero de genes comprometidos no cromossomo, levando, respectivamente, a
reducdo parcial ou total da sintese de cadeias o (Higgs, 1993; Kattamis e col., 1996). Os
genes estdo dispostos em unidades duplicadas de 4Kb, altamente homdlogas e mantidas
através da evolucdo por conversdo génica e eventos de crossing over (Lauer e col., 1980;
Michelson & Orkin, 1983; Higgs e col., 1984). Estas regides sdo divididas em
subsegmentos homdlogos (X, Y e Z) por elementos ndo homdlogos (I, 1T e III) (fig 6).
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Figura 6: Os subsegmentos homdlogos X, Y e Z, separados pelos elementos nao

homdlogos 1, II e III.

Os mecanismos moleculares que resultam em deficiéncia de sintese das cadeias
o sdo diversos, compreendendo formas delecionais e nio-delecionais. Estas dltimas sdo
menos freqiientes e causadas por mutacdes de ponto ou pequenas delecdes ou insercdes,
que interferem no processamento, na traducdo do mRNA ou na estabilidade da variante

transcrita (Higgs, 1993; Stammatoyannopoulos e col., 1994).

As formas delecionais podem envolver a remo¢ao de um dos genes (-a) ou de
ambos (- -) no cromossomo ou ainda a regido controladora do locus (LCR), onde os dois
genes permanecem intactos, mas ndo sdo expressos (Higgs, 1993). Eventos de
recombinacdo nio homoléga sdo responsdveis pelas delecdes que causam a talassemia o,
sendo as mais comuns as delecdes --"° e -(a)*, freqiientes na regiio Mediterrinea e --
SEA comum no Sudeste Asidtico (Kattamis e col., 1996). Nas primeiras, fragmentos de 18
Kb (regides 5' do y(; e 5' do gene 0,) e 20,5 Kb (regido 5' do y(; e por¢do 5' do gene a,
que fica inativo) sdo removidos, respectivamente. Na ultima, a delecdo envolve

aproximadamente 20 Kb de DNA, desde o y(; até o gene 0.

O alto grau de homologia entre as unidades duplicadas facilitam eventos de
crossing over desigual durante a meiose, resultando na delecio de um gene em um dos
cromossomos (-o.) € na presenca de genes triplicados no outro (awover) (Higgs e col., 1984).
Assim, a causa mais comum de talassemia o é a dele¢do de 3.7 Kb de DNA (delegio -

o), referida como rightward deletion (Embury e col., 1980), que pode ocorrer em trés
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diferentes posicdes, gerando vérios genes hibridos a,.; (Higgs e col., 1984), podendo os
haplétipos (I, IT e IIT) ser diferenciados por anélise de restricdo com a enzima Apa I (Dodé e

col., 1993; Baysal & Huisman, 1994) (fig 7).
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4
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Figura 7: Recombinacdo entre os segmentos Z e os trés hapldtipos que podem ser

formados, definidos por meio do sitio de restricao da enzima Apal.

A delecdo o> tem distribuicdo mundial, com freqiiéncias elevadas no
Mediterrineo, na Africa e na Asia (Embury e col., 1980), sugerindo um efeito protetor
contra a maldria (Flint e col., 1986). Em algumas populagdes, como na Melanésia e

Polinésia, essa forma de talassemia chega a atingir prevaléncias tdo elevadas quanto 80%.

A delecdo de 4.2 Kb de DNA (leftward deletion) é a segunda causa mais
freqiiente de talassemia o' e resulta da recombinagio entre os segmentos homélogos X,

tendo prevaléncia elevada no Sudeste Asidtico (Embury e col., 1980; Higgs e col., 1989;

Kattamis e col., 1996).

.. . - . N 0
Clinicamente, as talassemias o sdo classificadas em trago talassémico (o' e o),

Doenca da Hb H e Sindrome da Hidropsia Fetal por Hb Bart's.
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Os individuos heterozigotos (-a/owat) sdo assintoméaticos, podendo apresentar de
1 a 3% de Hb Bart's ao nascimento e nenhuma alteracdo hematoldgica na vida adulta, ou
apenas microcitose e hipocromia muito discretas. Os estados homozigoto (-o/-a) ou
heterozigoto (--/aa) também ndo determinam manifestacdes clinicas, sendo detectadas de 5
a 10% de Hb Bart's ao nascimento e eritrécitos com aspecto microcitico e hipocrémico na
vida adulta. Na Doenca da Hb H (--/-a), os individuos apresentam anemia hemolitica
cronica de intensidade moderada, com niveis de 25 a 30% de Hb Bart's ao nascimento e de
5 a 30% de Hb H na vida adulta e hemdcias microciticas e hipocromicas. A Sindrome da

Hidropsia Fetal por Hb Bart's leva a morte fetal ou neonatal, com aproximadamente 100%

de Hb Bart's (Bunn & Forget, 1986; Williams e col., 1990).

1.5. INTERACAO DA TALASSEMIA o COM VARIANTES DE CADEIA

Em muitas populagdes em que a talassemia o € comum, hd também uma alta
freqii€éncia de variantes estruturais da hemoglobina (Pagnier e col., 1984; Steinberg, 1991;
Stammatoyannopoulos e col., 1994; Segbena e col.,1998), produzindo diferentes interagdes,

com fendtipos clinicos e hematoldgicos varidveis.

A talassemia o, assim como os niveis de Hb F, é um conhecido modulador da
expressao clinica e hematologica na Anemia Falciforme (SS) e na Doenga SC (Powars e
col., 1990), mas clinicamente ha controvérsias quanto aos limites desta modulag¢do. Alguns
autores sugerem uma melhora no curso clinico da doenga e uma sobrevida prolongada
(Honig e col., 1976; Mears e col., 1983; Rodgers e col.; 1986; Mukherjee e col, 1997),
enquanto outros nao encontraram esta relagao (Montalembert e col., 1993; Steinberg e col.,
1983; Steinberg e col., 1996; Lee e col., 1998; Mouélé e col., 2000). Contudo, de uma
forma geral, ha consenso de que a talassemia a influencia os parametros hematoldgicos,
reduzindo a intensidade de hemolise nesses pacientes (Deceular e col., 1983; Lee e col.,

1998).
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Nos heterozigotos de variantes carregadas positivamente como as Hbs S, C, D e
E, a propor¢ao da hemoglobina variante € sempre menor que 50% do total de hemoglobina
e decresce gradualmente a medida que a quantidade de cadeias o disponiveis torna-se
limitada (Wong e col., 1981; El-Hazmi e col., 1986; Liebhaber e col., 1988; Giordano e
col., 1997; Huisman, 1997).

Na populagado brasileira, altamente miscigenada, as alteragdes de hemoglobina
mais importantes sdo as Hbs S e C, e as talassemias o (o', delecio -a’’) e B, com
prevaléncias médias de, aproximadamente, 8%, 1% e 23,5% na populacao negréide e 1%
na populagdo caucasoide, respectivamente, refletindo a forte influéncia das populagdes
africana e européia no pais (Zago and Costa, 1985; Sonati e col., 1991; Sonati e col., 1996).
Assim, tanto a Hb C quanto a talassemia o' sdo freqiientes e, portanto, com alta

probabilidade de associagdo.

A microcitose, definida como volume corpuscular médio das hemécias (VCM)
inferior a 82fl, € uma alteracdo hematoldgica relacionada a deficiéncia de sintese de Hb, nas
talassemias e nos distirbios do metabolismo do ferro (Willams e col., 1990), podendo
ocorrer ainda na presenga de variantes estruturais com fenétipo talassémico, como as Hbs E
e Constant Spring, por exemplo, ou em homozigotos CC ou duplos heterozigotos SC
(Williams e col., 1990; Stammatoyannopoulos e col., 1994; Ballas & Kocher, 1988). Em
heterozigotos AC, apesar de freqlientemente observada, a reducdo do VCM nio tem sido
bem explicada, sendo algumas vezes atribuida 2 coexisténcia com a talassemia o

(Steinberg, 1975; Walker e col., 1979).

Como na populacao brasileira essas duas hemoglobinopatias encontram-se com
prevaléncias elevadas, o principal objetivo do presente trabalho foi avaliar a presenca e os
efeitos da associagdo nos indices VCM e HCM (hemoglobina corpuscular média das
hemadcias), bem como no percentual de Hb andmala formada. Para isso, a delecao -o>7 foi
investigada pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR), segundo Dodé e col., 1993, em
149 portadores da Hb C (136 AC, 10 SC e 3 CC). Paralelamente, os indices de Hb F dos

portadores foram também determinados e comparados.
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Como um objetivo secunddrio, os dois sitios polimérficos do cluster B que
diferenciam os principais haplétipos relacionados 2 mutacdo p© (Hind III no IVS 2 do gene
Sy e Hinc II na regido 3' do yf) foram analisados e as varidveis VCM, HCM, % Hb C e %
Hb F comparadas entre os diferentes gendtipos encontrados. Como a casuistica deve ser
ampliada para que os resultados sejam confidveis, estes encontram-se apresentados no

anexo 2 deste volume de tese.
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LOW MCV VALUES IN HETEROZYGOTES FOR HEMOGLOBIN C ARE NOT
SECONDARY TO a-THALASSEMIA

N.M. Silval, C.S. Soledadel, F.F. Costaz, M.F. Sonati'

'Department of Clinical Pathology
*Department of Clinical Medicine

School of Medical Sciences

State University of Campinas - UNICAMP

CP 6111 — CEP 13083-970 — Campinas (SP), Brazil

Microcytosis, defined as mean corpuscular volume of the red blood cells
(MCV) lower than 82fl, is a hematological alteration resulting from impaired hemoglobin
synthesis in thalassemias and in disorders of iron metabolism (1). It also occurs in some
structural hemoglobinopathies, as Hb E, Hb CC and Hb SC (1,2). In Hb C, the replacement
B6 Glu—Lys results in a final positive charge which causes the adherence of this abnormal
Hb to the red cell membrane, leading to the loss of K™ and water and increasing the mean
corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) and the red cell density (3.4). In
homozygous CC and doubly heterozygous SC there is the reduction of erythrocyte
diameter, intracellular crystallization of hemoglobin and formation of microspherocytes
(5-7). In heterozygous AC, the MVC below normal range, not rarely observed, has been
sometimes suggested be due to the coexistence with a'-thalassemia (8,9), which reaches

high frequencies in endemic malaria areas where Hb C is also common (1,3,10).
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In the Brazilian Black population, Hb C and o thalassemia (-o’ rightward
deletion) are found in frequencies around 1% and 23%, respectively (11-13). In order to
evaluate the presence and the effects of this interaction on MCV values, the -a*” deletion
was investigated in 149 adult individuals with Hb C (136 AC, 10 SC and 3 CC), referred to
the UNICAMP University Hospital, in Campinas, State of Sdo Paulo, Southeast region of
Brazil. Mean corpuscular hemoglobin (MCH) and the percentages of Hb C were also
determined. To exclude iron deficiency, all the heterozygous AC had normal Hb levels
(Hb>14g/dl for men and >12g/dl for women); 4 SC and 1 CC patients with Hb between
10,2 g/dl and 12,7g/dl had normal serum ferritin levels.

Red blood cell indices (MCV and MCH) were electronically determined (Cell
Dyn 3500, Abbot) and Hb analyses were carried out by electrophoresis on cellulose acetate,
at pH 8.9 and on agar gel, at pH 6.0 (14). Hb C percentages were determined by elution of
the corresponding band after cellulose acetate electrophoresis (14). Serum ferritin levels
were determined for the cases with total Hb below normal range by automated
chemiluminescent immunoenzymatic method (Kit Immulite — Diagnostic Products Co.,
USA). Alpha-thalassemia was investigated by polymerase chain reaction (PCR) according
to Dodé et al, 1993 (15). Mann-Whitney nonparametric test was utilized for statistical
comparisons. Correlation between MCV and % Hb C was checked by Pearson correlation

coefficient (16).

Among the 149 samples analyzed, 27 (18,1%) presented the -a> deletion: 24
(16,1%) were heterozygous -a/aa (21 AC and 3 SC) and 3 (2,0%) were homozygous -a/-a.
(2 AC and 1 SC). Table I summarizes the deletion frequencies and the hematological values
obtained. As expected, the means of MCV, MCH and % Hb C were significantly lower in
the thalassemic group (-o/ac. and -o/-o) than in the group with normal o-genotype
(ao/act). Among the 136 heterozygous AC, MCV reduction (<82 fl) was observed in 43
individuals (31,6%); however, 30 of them (22% of the total) did not present the -o’’
deletion. Only 4 of these non-thalassemic cases presented MCH below the normal range
(27-32 pg), in these, B -thalassemia could not be excluded as it was not possible to measure
Hb A, using the electrophoretic method. In order to check if MCV reduction was dependent

on the Hb C concentration, MCV values were compared to the % Hb C and showed no
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correlation (Pearson’s Correlation Coefficient; p=0.45970) (figure 1). Among the o-
thalassemic AC, 10 heterozygotes had normal MCV values. Four out of 10 SC patients had
the -o’”’ deletion; the mean of their MCV values was significantly lower than the 6 non a-
thalassemics (p=0.019), while the MCH values and the Hb C percentage means did not
statistically differ. Total Hb was higher in the a-thalassemic group (12,8+1,5) than in the

normal a-genotype (10,9+0,7). The -’ deletion was not found in the CC patients.

In the present study, the prevalence of the -a’”deletion (18,1%) was slightly
lower than in the general African descent population of the same Brazilian region (23%)
(12,13), but the difference was not statistically significant (p=0.3238). Thirty of the 136
heterozygous AC (22%) showed normal a-genotype with MCV values below the normal
range; 26 (19%) had concomitant normal MCH values. In the same previous study
mentioned above (13), the MCV values found in 30 AA African descents individuals with
ao/oo genotype ranged from 82.6fl to 92.8f1 (87.745.1), being therefore higher than the
values of the non thalassemic AC group found here (78.8-91.4 fl, mean=85,1+6,3). These
results suggest that the reduction of the MCV in AC individuals is due to the presence of
Hb C in the erythrocyte. Microcytosis appears to be intensified by the association
a-thalassemia-Hb C. Among the 6 individuals SC and the 3 individuals CC, without

a-thalassemia, only one out of each group presented microcytosis.

Although less intense than in the cells CC and SC, potassium efflux, cell
dehydration and increased cellular density also seem to occur in AC cells (17) and may be

responsible the observed reduction of MCV, irrespective of the number of the a-genes.
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FIGURE 1

Correlation between MCV and %Hb C in the heterozygous AC group, determined by
Pearson Correlation Coefficient (p = 0.45970, n = 134).
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A talassemia o (delegdo -OL3'7) e as variantes estruturais S e C tiveram sua
origem na mesma populacdo e atingiram freqiiéncias elevadas nas regides endémicas de
maldria (Bunn & Forget, 1986). Assim, ndo € rara a observacdo de associagdo entre estas
hemoglobinopatias, tanto nas regides de origem, quanto nas que receberam influéncia

daquelas populagdes, como € o caso da populacao brasileira.

Na Anemia Falciforme e na Doenga SC, a talassemia o, assim como a Hb F e
os haplétipos B°, vem sendo estudada como um possivel fator modulador da variabilidade
de manifestacdes clinicas apresentadas por estas doencas. Embora haja uma concordancia
de que, na presenca de talassemia o, ocorra menos hemolise e a anemia seja menos severa,
clinicamente o resultado parece ser paradoxal, uma vez que, por outro lado, hd um aumento
da viscosidade sangiiinea, levando a maior probabilidade de necrose asséptica de tecidos

Osseos, particularmente das cabegas do umero e do fémur (Ballas e col., 1989; Steinberg,

1995).

No Brasil, a prevaléncia da delecdo > em pacientes SS (Costa e col., 1989;
Figueiredo e col., 1996) é semelhante aquela encontrada na populacdo negréide normal,
doadores de sangue (Sonati e col., 1991). Prevaléncias maiores foram encontradas entre
pacientes SS e SC do que nos grupos controles em diferentes populacdes africanas (Pagnier

e col., 1984; Dodé e col., 1988).

Como a microcitose relacionada a presenga da Hb C tem sido melhor explicada
nos homozigotos CC e duplos heterozigotos SC, a presenga desta alteracdo hematoldgica
nos individuos AC, ndo raramente observada, geralmente € associada a concomitancia com

a talassemia o (Steinberg, 1975; Walker e col., 1979).

Com o objetivo de avaliar a prevaléncia da delecdo -0 em portadores da Hb C
e os efeitos desta interacdo, 149 individuos (136 AC, 10 SC and 3 CC) foram analisados.
Quarenta e sete heterozigotos AC foram triados entre doadores de sangue do Hemocentro
da UNICAMP e os outros 89 heterozigotos e 1 homozigoto CC foram detectados por meio
de um programa sistemdtico de triagem para hemoglobinopatias, realizado no

Departamento de Patologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, em
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pacientes ambulatoriais ndo provenientes do Ambulatério de Hematologia. Dois
homozigotos CC e os duplo-heterozigotos SC foram selecionados do Ambulatério de

Hematologia Clinica do Hospital das Clinicas da UNICAMP.

Os critérios de selecdo incluiram idade superior a 12 anos e niveis normais de
Hb (Hb>14g/dl para homens e 12g/dl para mulheres). Os indices hematimétricos VCM e
HCM foram determinados eletronicamente (Cell Dyn 3500, Abbot) e a Hb analisada por
eletroforese em acetato de celulose, em pH 8.9, e em gel de agar, em pH 6.0 (Dacie &
Lewis, 1995). Os percentuais de Hb C foram determinados por eluicdo da banda
correspondente apds eletroforese em acetato de celulose (Dacie & Lewis, 1995) e a Hb F
estimada por desnaturacdo alcalina (Pembrey e col., 1972). O DNA foi isolado de
leucdcitos do sangue periférico por extragdo organica com fenol/cloroférmio e a delecao

o’ investigada pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), segundo Dodé e cols (1993).

As freqiiéncias encontradas da delecdo -a* dentro de cada grupo (AC, SC e
CC) estdo sumarizadas na Tabelas 1, 2 e 3 (anexo 1). Das 149 amostras analisadas, 27
(18,1%) apresentaram a delecdo -’ (Tabela 4 — anexo 1) : 24 (16,1%) heterozigotos
(-a/oa) e 3 (2,0%) homozigotos (-o/-a). Dentro do grupo AC, 21 individuos (15,4%)
apresentaram a delecdo em heterozigose (-o/aa) e 2 (1,4%) em homozigose (-a/-a). No
grupo SC, 3 individuos eram heterozigotos (-o/aa) e 1 era homozigoto (-o/-o). Aqui, a
prevaléncia de 40%, maior do que a observada na popula¢do normal e em pacientes SS da
mesma regido, deve refletir o nimero pequeno de casos analisados, sendo necesséria a
ampliagdo da amostragem para que os resultados sejam confidveis. A delecdo -o*" ndo foi

encontrada entre os 3 homozigotos CC.

As comparacdes das varidveis VCM, HCM, %Hb C e %Hb F entre o grupo de
talassémicos (-a/ao e -o/-at) e o de ndo portadores da delecdo -0 foram realizadas por
meio de teste ndo paramétrico (Mann-Whitney) e estdo demonstradas nas Tabelas 5-15
(anexo 1). Como esperado, as medianas de VCM, HCM e dos percentuais de Hb C foram
significativamente menores entre os talass€émicos o do que entre os individuos que nao
apresentaram a delecdo. Em heterozigotos AC, os percentuais de Hb andmala formada, em

concordancia com outros estudos (Steinberg, 1975; Liebhaber e col., 1988; Giordano e col.,
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1997), decrescem de acordo com a quantidade de genes o presentes, em decorréncia da

competicdo acirrada entre as cadeias 3 normais e as alteradas pelas cadeias o disponiveis.

A Curva ROC (Receiver Operator Characteristic Curve) revelou uma grande
sobreposicao dos valores individuais de VCM e HCM entre talass€émicos e ‘“nao
talassémicos” (Figuras 1A e 1B para o grupo total e Figuras 2A e 2B para os individuos AC
— anexo 1), demonstrando, mais uma vez (Sonati e col., 1992, Borges e col., 2001), que
estes indices hematimétricos ndo sdo bons indicadores da talassemia o e da Hb C.
Entretanto, pode-se observar, através das curvas, que a drea de intersec¢do entre os valores

de VCM de talassémicos e “ndo talass€micos” € maior do que a obtida para a HCM.

Como demonstrado em outros estudos, com pacientes SS (Figueiredo e col.,
1996) e SC (Lee e col.,, 1998), nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi
encontrada nos niveis de Hb F entre talass€micos e ndo portadores da delecdo, tanto na

amostragem total, quanto dentro de cada grupo ( AC e SC).

A prevaléncia da delecdo -o’’ encontrada no grupo AC (16,9%) nio diferiu
significativamente daquela encontrada previamente na populacdo negréide normal, de
doadores de sangue (Sonati e col., 1991) (p=0.3238) (Tabela 16). Valores de VCM abaixo
de 82fl foram observados em 43 (31,6%) individuos e em 30 deles (22% do total de AC) a
delecao -o>" ndo estava presente. Destes, 4 tinham, concomitantemente, a HCM abaixo da
faixa de normalidade (27-32pg). Nestes casos, a talassemia B ndo pdde ser excluida, em
funcdo da impossibilidade de dosagem da Hb A, por meio do método eletroforético (Dacie
& Lewis, 1995) e de andlise familial, bem como uma outra forma de talassemia o, mais
rara € ndo investigada. A comparacao dos valores de VCM com os percentuais de Hb C
revelou uma fraca correlacio entre estas varidveis (coeficiente de Pearson, p=0.4697) (Fig.

2 do anexo 1).

Nos individuos SC, apenas as medianas dos valores de VCM dos 4 individuos
talassémicos foram significativamente menores do que nos 6 nio talass€micos (p=0.019) e
somente um, destes ultimos, apresentou valores de VCM e HCM abaixo da faixa normal
(sexo feminino, Hb de 11,0g/dl, dosagem de ferritina sérica ndo disponivel). Os niveis de
Hb foram maiores no grupo com talassemia (12,8+1,5) do que no grupo sem dele¢do

(10,940,7), sugerindo que a presenca da talassemia o reduz o grau de hemolise.

Discussdo e Conclusoes Gerais

37



Dos 3 homozigotos CC, todos sem talassemia o, um individuo apresentou

microcitose e hipocromia.

A Hb C € menos solivel que a Hb A e, pela carga final positiva, liga-se
preferencialmente a superficie interna da membrana celular, levando a perda de potéssio e a
desidratacdo celular observada nas células de portadores desta hemoglobina.
Conseqiientemente, a concentracdo de hemoglobina intracelular € elevada e as células
tornam-se mais densas (Bunn & Forget, 1986; Williams e col., 1990). O aumento do
CHCM leva a formagdo de cristais, na forma oxigenada, e de agregados, na forma
desoxigenada da hemoglobina, observados nas células CC (Fabry e col., 1981; Hirsch e
col., 1985) e SC (Lawrence e col., 1991). Tem sido demonstrado que alguns residuos de
aminodcidos presentes em diferentes hemoglobinas apresentam efeitos de inibicdo ou
aceleracdo na formacdo dos cristais (Nagel e col., 1993; Hirsch e col, 1997). Assim, a
cristalizacdo da Hb C ocorre preferencialmente em células com baixas concentracdes de Hb

F (Hirsch e col., 1985; Hirsch e col., 1988) e a Hb S acelera o processo (Lin e col., 1989).

O baco parece exercer alguma fun¢do na formacdo dos microesferdcitos
caracteristicos da hemoglobinopatia C, mas os processos de reducdo no tamanho e aumento
da densidade celular acontecem precocemente no desenvolvimento dos eritrécitos CC e SC,
uma vez que estdo presentes em individuos esplenectomizados, e que os reticuldcitos sdao
consideravelmente mais densos do que aqueles de individuos normais (Fabry e col., 1981;

Lawrence e col., 1991).

Estudos sobre a associagdo da Hb C com variantes estruturais que também
inibem ou aceleram a cristalizacdo sugerem que a presenca de cristais parece ser
indispensavel para que ocorra hemolise, mas ndo € necessdria para a geracao de microcitose

e aumento da densidade celular (Nagel e col., 1993; Hirsch e col, 1997).

Embora seja menos intenso que nas células CC e SC, o efluxo de potéssio, a
desidratacdo celular e a densidade aumentada também ocorrem nas células AC (Bunn &
Forget, 1986, Nagel e col., 1993, Fabry e col., 2000). Estes mecanismos poderiam explicar

a reducdo do VCM, independente do nimero de genes o presentes.
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Em estudo prévio, com 30 individuos negréides normais (AA, com gendtipo
ao/aa), a média dos valores de VCM foi de 87.7 fl, com desvio padrao de 5.1 (Sonati e
col., 1992), sendo, portanto, maior do que no grupo AC “ndo talass€émico” aqui analisado,
que foi de 85.1 fl, com desvio padrdao de 6.3. Outro grupo AA (n=10), de heterozigotos da
delecao —oc3‘7, também analisado no trabalho acima citado, apresentou uma média de
VCM levemente maior do que a média apresentada pelos individuos AC com genoétipo -
o/aa (83.8 + 3.2 e 81,0 + 5,7, respectivamente). A associacdo talassemia o-Hb C, como

esperado, parece intensificar a redu¢do do VCM.

Os resultados obtidos no presente trabalho ndo confirmam a hipétese de que a
redu¢do de VCM observada com freqii€ncia em heterozigotos AC se deva a uma interagao
maior com a talassemia o, mas sugerem que este processo € provavelmente resultante da
propria presenca da Hb C nos eritrocitos e € intensificado pela associagdo com a talassemia
o, 0 que ocorreu em 9,5% dos casos aqui estudados. A fraca correlacdo observada entre os
valores de VCM e os percentuais de Hb C sugerem ainda que estes ndo sdo determinantes
do grau de microcitose dos portadores e que outros fatores devem interferir no processo de

redu¢cdo do VCM.
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ANEXOS



ANEXO 1

Tabela 1. Tabelas de frequéncia das variaveis categoricas (Grupo AC)

TALASSEMIA

Cumulative Cumulative

TALASSE Frequency Percent Frequency  Percent
n 113 83.09 113 83.09
S 23 16.91 136 100.00
GENOTIPO ALFA
Cumulative Cumulative
GENALFA Frequency Percent Frequency  Percent
het 21 15.44 21 15.44
homoz 2 1.47 23 16.91
nl 113 83.09 136 100.00

Tabela 2. Tabelas de frequéncia das variaveis categéricas (Grupo SC)

TALASSEMIA

Cumulative  Cumulative

TALASSE Frequency Percent Frequency  Percent
n 6 60.00 6 60.00
s 4 40.00 10 100.00
GENOTIPO ALFA
Cumulative ~ Cumulative

GENALFA  Frequency Percent Frequency Percent
het 30.00 3 30.00
homoz 1 10.00 4 40.00
nl 6 60.00 10 100.00

Relatorio Estatistico — Comissao de Pesquisa - FCM - UNICAMP
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Tabela 3. Tabelas de frequéncia das variaveis categoricas (Grupo CC )

TALASSEMIA

Cumulative Cumulative
TALASSE Frequency Percent Frequency Percent

n 3 100.00 3 100.00
GENOTIPO ALFA
Cumulative Cumulative
GENALFA Frequency Percent Frequency Percent
nl 3 100.00 3 100.00

Tabela 4. Tabelas de frequéncia das variaveis categoricas (Geral)

Cumulative Cumulative
GRUPO Frequency Percent Frequency Percent
AC 136 91.28 136 91.28
CC 3 2.01 139 93.29
SC 10 6.71 149 100.00
TALASSEMIA
Cumulative Cumulative
TALASSE Frequency Percent Frequency Percent
n 122 81.88 122 81.88
s 27 18.12 149 100.00
GENOTIPO ALFA
Cumulative Cumulative
GENALFA  Frequency Percent Frequency Percent
het 24 16.11 24 16.11
homoz 3 2.01 27 18.12
nl 122 81.88 149 100.00
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Tabela 5. Estatisticas descritivas da variavel VCM (Geral)

Grupo N Média D.P. Minimo Mediana Miéximo
Geral 149 | 84.1450 7.10677 61.6 83.3 107.0
(AC+SC+CC)
Talassemia alfa | 27 79.2037 6.91512 61.6 78.4 95.2
normal 122 | 85.2385 6.69679 66.2 85.0 107.0
Teste de Mann-Whitney p-valor = 0.0001
Tabela 6. Estatisticas descritivas da variavel HCM (Geral)
Grupo N Média D.P. Minimo Mediana Miéximo
Geral 149 | 28.2946 2.45681 20.1 28.2 38
(AC+SC+CC)
Talassemia alfa | 27 26.3889 2.47485 20.1 26.8 31.9
normal 122 | 28.7164 2.25320 23.2 28.5 38.0
Teste de Mann-Whitney p-valor = 0.0001
Tabela 7. Estatisticas descritivas da variavel %HbC (Grupo AC+SC)
Grupo N Média D.P. Minimo Mediana Miéximo
Geral (AC+SC) | 144 | 37.5347 3.03730 26.4 37.9 43.5
Talassemia alfa | 27 34.0000 3.46543 26.4 33.9 42.8
normal 117 | 38.3504 2.25865 28.2 38.3 43.5
Teste de Mann-Whitney p-valor = 0.0001
Tabela 8. Estatisticas descritivas da variavel VCM (Grupo AC)
Grupo N Média D.P. Minimo Mediana Miéximo
AC 136 | 84.2375 6.55010 68.2 83.3 107.0
Talassemia alfa | 23 80.1565 6.25509 68.2 79.6 95.2
normal 113 | 85.0681 6.31765 71.0 84.9 107.0

Teste de Mann-Whitney p-valor = 0.0014

Anexos

53




Tabela 9. Estatisticas descritivas da variavel HCM (Grupo AC)

Grupo N Média D.P. Minimo Mediana Miéximo
AC 136 | 28.3765 2.35609 22.1 28.2 38.0
Talassemia alfa | 23 26.6000 2.23159 22.1 26.8 31.9
normal 113 | 28.7381 2.22102 23.2 28.5 38.0
Teste de Mann-Whitney p-valor = 0.0001
Tabela 10. Estatisticas descritivas da variavel %HbC (Grupo AC)
Grupo N Média D.P. Minimo Mediana Miéximo
AC 134 ]37.5321 3.02468 26.4 38.0 43.5
Talassemia alfa |23 33.5130 2.97861 26.4 33.9 37.9
normal 111 |38.3649 2.28253 28.2 38.4 43.5
Teste de Mann-Whitney p-valor = 0.0001
Tabela 11. Estatisticas descritivas da variavel %HbF (Grupo AC)
Grupo N Média D.P. Minimo Mediana Miéximo
AC 136 1.01176 0.51136 0.3 0.9 4.6
Talassemia alfa | 23 1.09130 0.85595 0.5 0.9 4.6
normal 113 | 0.99558 0.41196 0.3 0.9 2.6
Teste de Mann-Whitney p-valor = 0.5532
Tabela 12. Estatisticas descritivas da variavel VCM (Grupo SC)
Grupo SC N Média D.P. Minimo Mediana Miximo
Talassemia alfa 4 73.7250 8.97343 61.6 75.1 83.1
normal 6 89.5333 8.49627 78.0 89.6 103.0

Teste de Mann-Whitney Exato p-valor = 0.0190
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Tabela 13. Estatisticas descritivas da variavel HCM (Grupo SC)

Grupo SC N Média D.P. Minimo Mediana Miéximo
Talassemia alfa | 4 25.1750 3.77569 20.1 26.00 28.6
normal 6 28.9833 3.10575 25.5 28.75 34.0
Teste de Mann-Whitney Exato p-valor=0.1714
Tabela 14. Estatisticas descritivas da variavel %HbC (Grupo SC)
Grupo SC N Média D.P. Minimo Mediana Miéximo
Talassemia alfa | 4 36.8000 5.17172 32.0 36.20 42.8
normal 6 38.0833 1.90936 36.8 37.45 41.9
Teste de Mann-Whitney Exato p-valor = 0.9143
Tabela 15. Estatisticas descritivas da variavel %HbF (Grupo SC)
Grupo SC N Média D.P. Minimo Mediana Miéximo
Talassemia alfa 4 1.825 0.85391 0.6 2.1 2.5
normal 6 2.100 1.61245 0.8 1.5 5.2
Teste de Mann-Whitney Exato p-valor = 0.4571
Tabela 16. Comparacao das proporcoes de Talassemia
Grupo % n p-valor
CA 16.91 136 0.3238
* Populagdo 1 23.50 47

* Estudo realizado com 47 individuos negros, ndo relacionados, doadores de sangue da
regido de Campinas (Sudeste do Brazil), onde se confirmou a prevaléncia de 23,5% da
delecao o’ (Sonati e col., 1991).
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Sensibilidade

Figura 1A - Curva ROC (Grupo total)
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72,150 ,074 ,017
73,250 111 ,017
73,950 ,185 ,017
74,300 ,222 ,025
74,850 ,259 ,025
75,300 ,296 ,025
75,750 ,296 ,034
76,150 ,370 ,034
76,400 407 ,034
76,600 ,407 ,042
76,850 407 ,050
77,200 444 ,059
77,550 444 ,067
77,850 444 ,076
78,100 444 ,118
78,300 ,481 ,118

(*) 78,450 519 ,118
78,550 519 134
78,650 ,519 ,143
78,800 519 151
78,950 519 ,160
79,050 519 ,168
79,150 519 ,176
79,250 519 ,193
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79,350 519 ,202

79,500 519 ,210
79,800 ,556 218
80,150 ,556 227
80,350 ,556 235
80,600 ,556 252
80,850 ,556 261
80,950 ,556 277
81,050 ,593 277
81,400 ,593 294
81,850 ,593 311
82,050 ,593 319
82,150 ,630 328
82,300 ,630 ,336
82,500 ,630 ,353
82,650 ,630 ,361
82,750 ,630 ,370
82,850 ,630 ,378
82,950 ,667 378
83,050 , 704 ,429
83,200 741 437
83,650 778 445
84,300 815 471
84,700 815 479
84,850 815 487
84,950 815 ,496
85,150 852 546
85,650 852 555
86,100 ,852 ,588
86,250 ,852 597
86,350 852 ,613
86,500 ,852 ,622
86,800 852 ,630
87,250 926 ,664
87,600 926 ,681
87,750 926 ,689
87,900 926 ,697
88,100 926 ,731
88,550 926 739
88,950 926 748
89,100 926 ,765
89,350 926 773
89,700 ,963 773
89,950 ,963 ,790
90,500 ,963 815
91,450 ,963 ,832
91,950 ,963 ,840
92,500 ,963 ,866
93,500 ,963 ,899
94,300 ,963 924
94,850 ,963 933
95,150 ,963 941
95,600 1,000 941
96,500 1,000 ,950
98,450 1,000 958
99,950 1,000 ,966
101,500 1,000 975
105,000 1,000 992
108,000 1,000 1,000
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Figura 1 B — Curva ROC (Grupo total)
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Figura 22 _ Curva ROC (CA)
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Figura 2B - Curva ROC (Grupo CA)
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HCM Sensibilidade 1 - Especificidade
21,100 ,000 ,000
22,650 ,043 ,000
23,350 ,043 ,018
23,650 ,087 ,018
23,900 ,130 ,018
24,250 174 ,018
24,650 174 ,027
25,100 ,261 ,027
25,450 ,304 ,027
25,550 ,348 ,035
25,650 ,348 ,053
26,000 ,348 ,062
26,400 ,348 ,088
26,550 435 124
26,650 478 ,133
26,750 478 ,142
26,850 522 ,150
26,950 ,522 ,159
27,050 ,522 ,168
27,150 ,565 ,168
27,250 ,609 ,195

(*) 27,350 ,696 257
27,500 ,696 274
27,650 739 ,301
27,750 ,739 327
27,850 783 354
28,000 ,826 ,389
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28,350 ,870 ,469
28,450 ,870 ,487
28,550 ,870 513
28,650 913 ,540
28,750 913 ,549
28,850 913 575
28,950 913 ,593
29,050 913 ,628
29,150 913 ,646
29,250 913 ,690
29,350 913 ,699
29,450 913 ,708
29,550 913 J117
29,700 913 761
29,950 913 788
30,150 913 7196
30,250 913 ,805
30,350 913 814
30,450 913 823
30,600 957 ,823
30,750 957 ,832
31,000 957 ,867
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32,650 1,000 947
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34,850 1,000 982
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Figura 2. Diagrama de dispersao das variaveis VCM e %HbC (Grupo = CA)
(r=0.45970, n =134)
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ANEXO 2

INVESTIGACAO DOS HAPLOTIPOS B¢
INTRODUCAO

A investigacdo dos polimorfismos associados a determinadas mutagdes tem
auxiliado na obtencdo de dados antropoldgicos e no diagnéstico de determinadas doengas
(Maniatis e col., 1980; Orkin & Kazazian, 1984; Labie & Elion, 1996). No caso da anemia
falciforme (SS), caracterizada por uma clinica muito varidvel, a andlise dos haplétipos
tornou-se uma ferramenta util na elucidacdo desta variabilidade (Nagel e col., 1985; Powars

e col., 1990; Powars & Hiti, 1993).

A determinacdo dos haplétipos ligados ao alelo B¢ tem favorecido a hipétese de
uma ocorréncia da mutacio na regiio Centro-Oeste da Africa (Boehm e col., 1985;
Trabuchet e col., 1991), particularmente em Ghana e Volta. Nos tipos CI, CII e CIII,
descritos por Boehm e col., 1985, o sitio de restricdo Hpa I na regido 3' do cluster [ estd
ausente, mas ha descricdes da presencga deste sitio em haploétipos atipicos (Talacki e col.,
1990; Trabuchet e col., 1991; Travi e col., 1992; Steinberg e col., 1996). O primeiro € o
mais prevalente e encontrado em todas as populacdes estudadas (Schroeder e col., 1989;
Talacki e col., 1990; Trabuchet e col., 1991; Travi e col., 1992; Steinberg e col., 1996; Lee
e col., 1998). O CII, assim como o CIII e outros mais raros, provavelmente surgiu por

evento de recombinacgdo entre os subhaplétipos 5' e 3' (Chakravarti e col., 1984).

Recentemente, a caracterizagdo molecular da Hb C na Tailandia tem sugerido
uma outra origem da mutacao nesta regido, associada a um unico haplétipo (Sanchaisuriya

e col., 2001).

Paralelamente ao trabalho de tese, dois sitios de restricdo no cluster 3 (Hind III
no IVS 2 do gene “y e Hinc II na regido 3' do yp), ligados 2 mutacio BC, foram
investigados nas 149 amostras obtidas (136 AC, 10 SC e 3 CC), com o objetivo de avaliar a
prevaléncia dos diferentes hapl6tipos e uma possivel influéncia de cada sitio nos
pardmetros hematoldgicos (VCM e HCM), no percentual de Hb andmala formada e nos

niveis de Hb F.
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METODOLOGIA

Os 2 sitios polimérficos no cluster p (Hind III no IVS 2 do gene “y e Hinc II na
regido 3' do yf) foram analisados por PCR e digestdo com as correspondentes enzimas de

restri¢ao (Sutton e col., 1989).

As varidveis VCM, HCM, % Hb C e % Hb F foram comparadas entre os
gendtipos de cada sitio (+/+, +/- e -/-) por meio dos testes estatisticos ndo-paramétricos de

Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney.

RESULTADOS PARCIAIS

Os gendtipos encontrados para os 2 sitios de restricdo analisados e suas
freqii€ncias estdo representados nas Tabelas 1-3. Foram determinados 143 gendtipos para

Hind IIT e 146 gendtipos para Hinc I1.

A varidvel VCM (p=0.024) diferiu entre os gendtipos +/+ e +/- do sitio Hind
II1, dentro do grupo portador da delecio -o.°”’ (Tabela 4), mas esta diferenca ndo se manteve
quando os homozigotos (-a/-a.) foram excluidos da comparagdo (p=0.078) (Tabela 5). As
médias dos percentuais de Hb F diferiram significativamente entre os genétipos do sitio
Hinc II, dentro do grupo talass€émico (Tabela 6), mesmo quando analisados apenas os

heterozigotos AC e excluido um caso com percentual de Hb F de 4,6% (Tabela 7).

DISCUSSAO

Os haplétipos ligados 2 mutacdo B¢ ndo puderam ser inferidos apenas com a
analise dos sitios Hind III no IVS 2 do gene “y e Hinc II na regido 3' do yp. Embora a
combinacdo entre eles diferencie os tipos CI (+ +), CII (- +) e CIII (- -), descritos por
Boehm e col (1985), hd descri¢cdes de padrdes similares associados a presenga do sitio de
restricdo Hpa I na regido 3' do cluster B em haplétipos atipicos (Talacki e col., 1990;

Trabuchet e col., 1991; Travi e col., 1992; Steinberg e col., 1996).

Dos parametros analisados estatisticamente, apenas os percentuais de Hb F,

dentro do grupo com talassemia o, diferiram entre os genotipos +/+ € +/- do sitio Hinc II,
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sugerindo uma possivel influéncia deste polimorfismo na producdo de Hb F. A média dos
niveis desta hemoglobina na presencga do sitio em homozigose foi levemente mais alta, mas
menor que 2%. A diferenca encontrada pode ser decorrente do pequeno tamanho amostral,
ja que nao foi demonstrada no grupo sem a delecdo. O nimero de casos deve ser ampliado

para a obtencdo de uma andlise estatistica mais consistente.

Pretende-se ainda investigar outros sitios de restricdo e, quando possivel,

realizar a andlise familial para a determinacao dos haplotipos.

Tabela 1. Freqiiéncias dos genétipos de HindIII e Hincll (Grupo AC)

HIND IIT
Cumulative Cumulative
HINDIII Frequency Percent Frequency Percent
+/+ 54 40.91 54 4091
+/- 70 53.03 124 93.94
-/- 8 6.06 132 100.00

Frequency Missing = 4

HINC 11
Cumulative Cumulative
HINCII Frequency Percent Frequency  Percent
+/+ 81 60.45 81 60.45
+/- 52 38.81 133 99.25
-/- 1 0.75 134 100.00

Frequency Missing = 2
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Tabela 2. Freqiiéncias dos genétipos de HindIII e Hincll (Grupo CC)

HIND IIT
Cumulative Cumulative
HINDIII ~ Frequency Percent  Frequency  Percent
+/+ 3 100.00 3 100.00
HINC 11

Cumulative Cumulative
HINCII Frequency Percent Frequency  Percent

Tabela 3. Freqiiéncias dos genétipos de HindIII e Hincll (Grupo SC)

HIND III
Cumulative Cumulative
HINDIII  Frequency Percent Frequency Percent
+/+ 3 37.50 3 37.50
+/- 5 62.50 8 100.00

Frequency Missing = 2

HINC II
Cumulative Cumulative
HINCII Frequency Percent Frequency  Percent
+/+ 4 44.44 4 44.44
+/- 44.44 8 88.89
-/- 1 11.11 9 100.00

Frequency Missing = 1
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Tabela 4. Estatisticas descritivas da varidvel VCM (Grupo = talassemia)

Hind III N Média D.P. Minimo Mediana Maximo
+/+ 9 83.4889 6.84972 73.9 84.0 95.2
+/- 15 76.5333 6.23363 61.6 76.0 85.0
Teste de Mann-Whitney Exato p-valor = 0.0240
Tabela 5. Estatisticas descritivas da varidvel VCM (Grupo = genétipo -a/oa)
Hind III N Média D.P. Minimo Mediana Maximo
+/+ 9 83.4889 6.84972 73.9 84.00 95.2
+/- 12 78.6833 4.15251 72.6 77.35 85.0
Teste de Mann-Whitney Exato p-valor =0.0781
Tabela 6. Estatisticas descritivas da varidvel % HbF (Grupo = talassemia o)
Hinc II N Média D.P. Minimo Mediana Maximo
+/+ 14 1.47857 1.03491 0.5 1.05 4.6
+/- 12 0.76667 0.32845 0.5 0.60 1.5

Teste de Mann-Whitney Exato p-valor = 0.0033

Tabela 7. Estatisticas descritivas da varidvel %HbF (Grupo = AC com talassemia o)

Hinc II N Média D.P. Minimo Mediana Maximo
+/+ 11 1.08182 0.39955 0.5 1.0 1.8
+/- 11 0.78182 0.34005 0.5 0.6 1.5

Teste de Mann-Whitney Exato p-valor = 0.0307
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