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Persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal (PHHF) € uma condicdo clinicamente
benigna caracterizada pela sintese continua da HbF na vida adulta, sem alteracoes
hematolégicas. A PHHF funciona como um modulador de gravidade em varias
hemoglobinopatias, sendo assim, torna-se importante conhecer a sua freqiiéncia em
nosso meio. Desse modo, através da analise de 1.846 doadores voluntarios de sangue da
regiao de Braganca Paulista, procuramos contribuir para o levantamento dessa fregiiéncia
populacional . Realizou-se uma anadlise qualitativa das hemoglobinas pela eletroforese em
gel de agarose. A andlise qualitativa das cadeias y° e v* foi realizada pela eletroforese em
gel de poliacrilamida-Triton-Uréia. Foram encontrados 2 individuos com alto indice de
fetal . Em um dos individuos encontramos um percentual de HbF de 17% e no outro de
18%. Nos dois casos a eletroforese de cadeias mostrou uma auséncia da cadeia gama G.
Os casos triados indicaram pelas caracteristicas laboratoriais , pertencerem ao grupo de
Persisténcia hereditaria Pancelular do tipo Gama A, por mutacao de ponto. Portanto, a

frequiéncia encontrada em nossa amostra foi de 1/1000 individuos.
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1.1. AHEMOGLOBINA - ESTRUTURA E FUNCAO

As hemoglobinas humanas compreendem um grupo de moléculas com estrutura e
propriedades funcionais similares, cuja principal funcdo é o transporte de oxigénio para os
tecidos, feito por intermédio de pigmentos respiratorios localizados no interior dos
glébulos vermelhos. Esses pigmentos, denominados hemoglobinas, transportam o oxigénio
de forma muito mais eficiente do que as proteinas plasmaticas encarregadas dessa fungao
em alguns animais inferiores.

Como a principal fungao das hemacias €, justamente, o transporte de oxigénio, nao
¢ de estranhar que as hemoglobinas sejam os seus principais constituintes. Além disso,
para que as hemacias atuem de forma eficiente, elas acumulam o maior nimero possivel
de moléculas hemoglobinicas em um pequeno volume, 0 que acarreta uma alta
concentracao intracelular de hemoglobinas. Essa concentragao elevada, apesar de permitir
a hemacia atuar com a méxima eficiéncia, determina uma proximidade indesejavel entre
as moléculas hemoglobinicas, a ponto de a disténcia entre elas nao chegarem
normalmente ao dobro daquela observada em cristais rigidos da mesma proteina. Em
conseqiéncia desse fato, pequenas alteracgbes moleculares podem determinar
modificacdes tdo drasticas da solubilidade hemoglobinica, que ja esta consagrada a
expressdo de que o perfeito equilibrio entre os componentes da hemacia € um verdadeiro
convite ao desastre (DEAN, 1978 ; WRITE, 1974).

A sintese das hemoglobinas inicia-se na fase pré-eritroblastica da diferenciacao

eritrocitaria e, curiosamente, pode continuar por alguns dias apds a célula da série
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vermelha ter perdido o nucleo e se transformado em reticuldcito. Esse fato, explicado pela
estabilidade dos RNAs mensageiros que comandam a sintese das hemoglobinas
(DAVIDSOHN, 1978), permite que estudos in vitro da sintese dessas proteinas, por
intermédio da incubacdo de reticuldcitos com isdtopos radiativos sejam realizados (CLEGG,
1965).

Durante a vida intra-uterina, o oxigénio transportado pelas hemoglobinas é tirado
do sangue materno, ao nivel da placenta. Com o nascimento da crianga, ocorrem
profundas modificacbes respiratorias e o oxigénio passa a ser coletado nos pulmdes,
diretamente do ar atmosférico. Assim 1sendo, ndo € surpreendente que condigdes
respiratdrias tdo diversas exijam diferentes tipos de hemoglobinas, caracteristicas da vida
intra e extra-uterina.

Atualmente, s@o conhecidas trés hemoglobinas embrionarias ( Gower 1, Gower 2,
Portland), duas hemoglobinas fetais ( F 136 glicina e F 136 alanina ) e duas hemoglobinas
adultas ( A; e Ay ).

Essas hemoglobinas sdo proteinas conjugadas, de peso molecular em torno de
68.000, que apresentam quatro grupos prostéticos tetrapirrolicos contendo ferro (
ferroprotoporfirina IX ou heme ). A sua fragdo protéica, ou seja, a globina, & constituida
por quatro cadeias polipeptidicas, cada uma das quais ligada a um grupo heme . Essa
ligagdio deve ocorrer logo apds a sintese da cadeia, estando ela ainda a nivel ribossémico
(WINSLOW, 1966).

Os grupos heme, que contém ferro na forma ferrosa (Fe*™) sdo responsaveis pela

+++)

tipica cor vermelha das hemoglobinas. A oxidagao desse ferro para a forma férrica (Fe
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leva a formacdo de metemoglobina, de cor acastanhada, que é um pigmento sem funcdo
respiratoria.

As hemoglobinas normais diferem entre si pela sua globina, existindo seis tipos de
cadeias polipeptidicas que podem entrar na sua composicao, ou seja, cadeias alfa (o ),
beta (B ), gama (v ), delta (&), épsilon (& ) e zeta ( £ ) . Na maioria das hemoglobinas
normais, a fracao globinica é constituida por duas cadeias alfa e por duas cadeias nao-
alfa, regra essa desobedecida por apenas duas hemoglobinas embrionarias.

Para fins didaticos, € usual representar as hemoglobinas normais pela composicao
da sua globina, ou seja:

Hemoglobina embrionaria Gower 1 = g,

Hemoglobina embrionaria Gower 2 = o,

Hemoglobina embrionaria Portland = v,

Hemoglobinas fetais = a2

Hemoglobina adulta A; = a2f2

Hemoglobina adulta A; = a28;

A molécula de hemoglobina é globular, com uma cavidade central. Essa cavidade é
preenchida com agua e permite a entrada de moléculas carregadas eletricamente. Os
quatro grupos heme estdo escondidos em meio as cadeias globinicas, protegidos contra a
oxidacao (WINSLOW, 1983).

Cada uma das cadeias hemoglobinicas possui a sua composicao primaria,

secundaria e terciaria caracteristica. Sendo a molécula de hemoglobina tetramérica, deve-
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se considerar, ainda, a sua composigdo quaterndria (figura 1), ou seja, a relagdo espacial

entre as cadeias peptidicas.

Figura 1 - Esquema da molécula de hemoglobina A

A composicdo das cadeias a, B, v, 8, £ e ¢ é perfeitamente conhecida. Assim, por

exemplo, sabe-se que as cadeias o sdo constituidas por 141 aminoacidos, enquanto que
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as cadeias B, v, & sao compostas por 146 aminoacidos, sendo a sequiéncia deles, em todos
0s casos, conhecida.

As hemoglobinas nao sao, portanto, o produto primario de genes, mas o resultado
da combinacao de cadeias polipetidicas. Essas sim podem ser interpretadas como sendo o
produto primario de genes, possuindo, cada cadeia hemoglobinica um par de dois loci
genéticos alelos, com excecdo da cadeia alfa com dois pares alélicos.

O locus correspondente a cadeia o permanece em atividade durante toda a vida do
individuo e o seu ritmo normal de sintese é bastante elevado, uma vez que ela entra na
composicao de quase todas as hemoglobinas. As perturbacdes graves desse ritmo de
sintese podem ser incompativeis com a sobrevivéncia.

A cadeia o parece exigir a ligagao com outro tipo de cadeia peptidica para poder
desligar-se dos ribossomos. Assim sendo, sao formados dimeros ae, ay, af € ad que
formam, posteriormente, as moléculas das hemoglobinas Gower 2 ( aze;), fetais ( a2y2) €
adultas ( a2B2 € o262 ).

Existem provas da estreita uniao entre os loci das cadeias B e §, bem como de
existir mais de um locus genético comandando a sintese das cadeias y (loci ¢ e

v")(WINSLOW,1983). Sabe-se hoje que os loci das cadeias B , & , ° e " e & estdo

localizados na porgao distal do braco menor do cromossomo nimero 11, enquanto, que 0s

loci das cadeias a e £ estdo localizados no cromossomo numero 16.
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A ontogenia dos genes da globina € esbogada na Figura 2. A mudanga da
expressao dos varios genes durante o desenvolvimento, denominada mudanga da globina,
é um exemplo classico da regulacdo ordenada da expressdo génica no desenvolvimento
(Stamatoyannopoulos e Nienhuis, 1987). Os genes de cada um dos dois grupos de genes
da globina sdo expressados seqiienciaimente e ha uma producdo eqiiimolar das cadeias

de globina semelhantes a o e a B.
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Figura 2 - Desenvolvimento da eritropoiese no feto e lactente humanos.
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As mudancas temporais da sintese de globina sdo acompanhadas de alteracdes no
principal local da eritropoiese. A sintese de globina embriondria ocorre no saco vitelino da
terceira a oitava semana de gestacdo, com a producdo das hemoglobinas embrionarias
contendo as globinas ¢ semelhantes a o e globinas & semelhantes a B. Em combinacdo
uma com a outra e as cadeias a ou v, estas duas globinas embrionarias formam as trés
hemoglobinas embrionarias : Hb Gower 1, Hb Gower 2 e Hb Portland. Aproximadamente
na quinta semana de gestacdao, a sede da hematopoiese comeca a mover-se
gradualmente do saco vitelino para o figado fetal. Ao mesmo tempo, a sintese muda de
globina £ para o, bem como ha uma mudanga da sintese de € para y, formando a principal
hemoglobina fetal, azy> (Hb F) (Thompson 1993) .

A hemoglobina fetal € a hemoglobina predominante ao longo da vida fetal e
constitui cerca de 70% da hemoglobina total ao nascimento, mas na idade adulta
representa menos de 1% da hemoglobina total. Embora as cadeias B sejam detectaveis no
inicio da gestacdo, sua sintese torna-se significativa apenas préximo a época do
nascimento; aos 3 meses de idade, quase toda a hemoglobina presente é do tipo adulto,
Hb A. A sintese da cadeia § comega no final da vida fetal e continua apds o nascimento,
mas a Hb A (c282) nunca atinge mais de 3 % da hemoglobina adulta.

A expressao do gene da B-globina é apenas em parte controlada pelo promotor e
dois acentuadores no DNA flanqueador imediato. Diversos estudos mostraram que a
expressao normal dos genes no grupo da B- globina requer seqiiéncias adicionais de um
dominio denominado regido de controle do I6cus (LCR), localizado 6 a 20 kb a montante

do gene da e-globina. A LCR € responsavel pela expressdo em alto nivel do gene da B-
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globina nos tecidos apropriados, e também pela sincronizacdo correta da expressao

durante o desenvolvimento (VAN Assendelft et al.,1989), ( figura 3 ) .
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1.2. CLASSIFICACAO E NOMENCLATURA

As alteragdes na seqiliéncia de aminoacidos de uma das cadeias de globina
originam o que sao geralmente designadas como hemoglobinopatias. As anormalidades
em que nao existem cadeias anormais de globina, mas, em vez disto, diminuicao no
numero de cadeias normais de globina produzidas, s3ao em geral conhecidas
como talassemias. Temos mutacGes durante a leitura, como na hemoglobina Constant
Spring, que produz uma cadeia de globina maior que a normal porque um cédon de
parada é perdido e nas hemoglobinas Lepore, em que um gene de fusdo, composto por
uma porcao do gene da cadeia & e uma porcao do gene da cadeia 8, forma muito pouca
globina. Temos a doenca da hemoglobina E, onde a uniao anormal do RNAm acontece
como conseqiiéncia da mesma mutacao que produz a substituicdo de um aminodcido.

As cadeias de globina sao representadas por letras gregas, sendo que as
mutagOes sdo mostradas como sobrescrito. O sobrescrito A € usado para a hemoglobina
normal, sendo que para um hemoglobina anormal comum, a hemoglobina falciforme, a
designacdo B° é comumente empregada. Também a alteragdo no aminodcido é utilizada.
Quando nenhuma cadeia de globina é elaborada, como por exemplo a beta que ocorre na
beta talassemia major usamos B° ou quando somente uma parte da cadeia é produzida

usam B*.
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A heranca de hemoglobinas anormais segue a genética mendeliana. Os
heterozigotos para hemoglobinas anormais ou talassemia apresentam o traco
correspondente ao disturbio homozigético. Assim, uma pessoa com um gene de globina
B normal e um gene de globina B falciforme tera o gendtipo B*/B° que apresenta o

traco falciforme e o B*/B apresenta o traco de hemoglobina C.

1.3. HEMOGLOBINA FETAL

A hemoglobina fetal representa o principal componente hemoglobinico da vida
intra-uterina. No periodo de aproximadamente 8 a 28 semanas de gestagdo o figado se
torna o maior sitio de eritropoiese. Apds a sexta semana gestacional, a Hb F (aav2)
responde por todo o complemento da hemoglobina.

Entre a 12° e a 35° semana pods-natal, a proporcdo relativa de Hb F diminui de
cerca de 100 para 85% e a partir de entao, continua em queda num ritmo de 3 a 4% por
semana, até cerca de 6 meses pds-natal, chegando a menos de 1% Observa-se um
aumento correspondente na Hb A (c2B2). Assim, o nivel de Hb F ao nascimento é
determinado em parte pela idade gestacional, com os bebés prematuros apresentando
uma maior quantidade que os bebés a termo. Por si mesmo, entretanto, o nivel de Hb F
ao nascimento constitui uma medida insatisfatoria da idade gestacional, j@ que é

influenciado por outros fatores, incluindo anemia fetal.
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A cadeia humana y difere da B em 39 de seus 146 residuos. Ao contrario de outras
sub unidades de globina humana, a cadeia y tem uma heterogeneidade estrutural. Em
recém nascidos, cerca de 2/3 da cadeia y tem glicina na posicdo 136, enquanto o restante
dessas cadeias tem alanina. Essa razao diminui durante a mudanca da producdo da cadeia
y para a cadeia B. As cadeias % e *y s3o produtos de genes adjacentes localizados entre
0s genes ¢ e & . Elas sao estruturalmente heterogéneas na posicao 75, onde em certas
populagbes, a cadeia vy contem treonina no lugar da isoleucina. A incidéncia dessa
substituicdo ocorre na extensdo de 0 a 40%. Somente a cadeia “y é portadora desse
polimorfismo.

Cerca de 20% da Hb F no desenvolvimento do feto tem uma modificacdo pds-
traducdo modificagdo: o residuo N terminal da cadeia y € acetilado (HbF). Em contraste,
~ nenhuma outra subunidade de globina humana € acetilada, exceto para variantes que tem
substituicdo do residuo N-terminal.

As hemacias fetais tem uma elevada afinidade por oxigénio, sendo maior que a
do adulto. E esse fendbmeno, o qual tem sido observado em um numero de espécies
mamalianas, pode facilitar o transporte de oxigénio através da placenta. Em humanos,
essa discrepancia em afinidade relativa pelo oxigénio é devida a uma diminuicdo da
interagao da Hb F com fosfatos organicos das hemacias. Hemoglobina F tem uma especial
propriedade de se tornar resistente a desnaturagao nos extremos de pH.

A hemdcia do recém-nascido contém cerca de 80% de Hb F, 20% de Hb A e
menos que 0,5% de Hb A,. Ocasionalmente a Hb Bart’s (y4) pode ser detectada em

pequena quantidade de um neonato normal. Um aumento do nivel de Hb Bart's em uma
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hemacia de recém-nascido € util no diagnostico de o Talassemia. A mudanca a partir de
Hb F para Hb A ¢é retardada em criancas de maes diabéticas devido ao aumento do nivel
de hidroxibutirato.

A Hemoglobina F estd aumentada para uma variavel extensao de desordens
hereditarias, incluindo B talassemia, persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal e
anemia falciforme. Em adicao, um aumento do nivel de hemoglobina fetal pode ser vista
em uma variedade de desordens hematoldgicas adquiridas, incluindo anemia
megaloblastica, anemia aplastica e leucemias, particularmente leucemia mieloide cronica
em criancas. Em individuos homozigotos para a talassemia B e anemia falciforme a
sobrevida de células F é seletivamente melhorada e a concentragao circulante de
hemoglobina fetal é dessa forma aumentada. A producdo de células F podem estar
aumentada pela administracdo de varias drogas quimioterapicas como a hydroxyureia e

por certos metabolitos, como o butirato e altas doses de eritropoetina.
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1.4. PERSISTENCIA HEREDITARIA DA HEMOGLOBINA FETAL

A persisténcia hereditdria da hemoglobina fetal (PHHF) é uma condicao
clinicamente benigna caracterizada pela continua producdo da HbF na vida adulta, sem
alteracbes hematoldgicas e com uma relacdo equilibrada entre a sintese de cadeias « e
nao-o. (Wiley-Liss,1998; Weatheral & Clegg,1981; Wood et al,1979). As PHHF sio
caracterizadas como condigées que possuem um fendtipo similar, mas que resultam de
defeitos moleculares multiplos e complexos.

As PHHF sdo classificadas pela andlise dos parametros hematoldgicos e da lesdo
molecular existente. Entre os dados hematoldgicos, sdo de importancia os niveis relativos
das cadeias v¢, v, B e §, a percentagem de HbF e seu padrao de distribuicdo nas
hemacias. Com isso, tem-se basicamente descrito a PHHF como as pancelulares, aquelas
caracterizadas por elevados niveis de sintese de HbF e distribuicdo uniforme entre todas
as células vermelhas, e heterocelulares aquelas com distribuicdo irregular de hemoglobina
fetal entre as hemacias .

Em relagdo a lesdo molecular, as PHHF sdo classificadas em dois grandes
grupos: PHHF por deficiéncias ou delegbes génicas e por mutacdes de ponto. As
deficiéncias génicas envolvem grande parte do grupo de genes § e as mutacdes de ponto

sao encontradas na regiao promotora dos genes vy (Stamatoyannopoulos et al, 1987).
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PHHF POR DEFICIENCIAS GENICAS

Sdo usualmente caracterizadas por grandes deficiéncias no grupo dos genes B, na
presenca dos genes codificadores das cadeias y° e y* da HbF. Os individuos heterozigotos
possuem niveis de HbF entre 20 e 30% com uma distribuicdo uniforme nas hemécias e
valores de HbA; ligeiramente diminuidos ou normais. Em homozigose estdo associadas
com hemacias ligeiramente microciticas e hipocrdmicas, uma relacdo de aproximadamente
0,5 na sintese das cadeias o/y e cerca de 100% de HbF. Uma vez que esta Hb possui uma
alta afinidade pelo oxigénio, pode ocorrer uma policitemia moderada (Charache et al,
1976; Forget et al, 1976).

Foram descritas cinco formas diferentes de PHHF (Figura 4). A PHHF-1
encontrada em negros dos USA e a PHHF-2 negros de Ghana possuem uma deficiéncia
génica que envolve quase 105Kb de DNA. A PHHF-1 compreende uma deficiéncia génica
que comeca 3,75Kb antes do gene & e abrange 95Kb depois do gene B. A PHHF-2 possui
0s pontos de quebra nas posigdes 5’ e 3’ localizados 5 a 6 Kb antes dos descritos para a
PHHF-1 (Collins et al,1987; Feingold & Forget,1989; Fritsch et al,1979; Henthorn et
al,1990; Henthorn et al, 1990; Jagadeesnaran et al,1982; Tsai et al,1989; Tuan et
al,1989,1980 e 1983; Van Der Ploeg et al, 1980; Vanin et al,1983).

A PHHF-3, descrita em indianos, tem o inicio da sua deficiéncia génica a uma
curta distancia do descrito para a PHHF-2 e se estende até aproximadamente 30Kb apds o
gene B (Anagnou et al, 1988; Henthorn et al, 1986; Kutlar et al, 1984; Vanin et al, 1983).

A PHHF-4, descrita em italianos, tem o inicio da sua deficiéncia quase na mesma posicao
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da PHHF-1 e o seu término préximo ao da PHHF-3 (Ottolenghi et al, 1982; Saglio et al,
1986). A PHHF-5, também descrita em italianos, possui uma deficiéncia que comeca cerca
de 3,2Kb antes do gene & e termina somente 0,75Kb fora do gene B, dentro de um
elemento ativador ou “enhancer” (Camaschella et al,1990).

Algumas hipdteses foram feitas na tentativa de explicar o fendtipo de PHHF
nestas condicdes. A primeira delas refere-se a presenca de uma elemento silenciador
localizado entre os genes v* e & e que exerceria o controle transcricional dos genes vy. Este
elemento seria perdido nas varias deficiéncias génicas, desencadeando a sintese
aumentada dos genes y e consequentemente da HbF (Huisman et al, 1974). Uma Segunda
hipdtese € a de que elementos regulatdrios localizados nas proximidades do ponto de
quebra da posicdo 3’ das delecdes sejam trazidos para a proximidade dos genes y em
decorréncia dos eventos recombinatdrios subsequentes a delecdo, exercendo desse modo

o controle diferencial no mecanismo de expressao destes genes (Feingold & Forget, 1989).

Introducdc
45



~45Kb e S A B 8 B ~45Kb

| L.
1

PHHF-1 (USA)

PHHF-2(Ghana) :

PHHF-3 (india)

PHHF-4 (Italia)

PHHF-5 (italia) | |

Figura 4 - PHHF por deficiéncia génica
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PHHF por mutacoes de ponto

Algumas formas de PHHF sdo caracterizadas pela substituicio de um Unico
nucleotideo localizado em locais especificos da regido promotora dos genes vy e na
auséncia de deficiéncias génicas (Tabela 1). Estas formas de PHHF também s3o
classificadas em pancelulares e heterocelulares de acordo com o padrdo de distribuicdo da
HbF nas hemacias (Bollekens & Forget,1991)

As PHHF pancelulares sao subdivididas segundo o tipo de cadeia vy presente. A
PHHF do tipo " foi primeiramente descrita em um paciente proveniente da Grécia (y*
PHHF-Grega)(Collins et al, 1985; Fessas & Stamatoyannopoulos, 1964 ; Sofroniadou et al,
1975) e subsequientemente em inviduos originarios da Sardenha (Giglioni et al, 1984),
China (Farguhar et al, 1983) e Africa(Huang et al, 1987). Nos heterozigotos os niveis de
HbF variam entre 10 e 20% com uma relagdo equilibrada entre as cadeias «/n3o-a, na
presenca de indices hematimétricos normais. Em homozigose, os valores de HbF sdo
encontrados ao redor de 24% com cerca de 75% de HbA e HbA; ligeiramente diminuida
(Camaschella et al, 1989). As PHHF pancelulares do tipo y° ocorrem predominantemente
em negros, com valores de HbF entre 15 e 20% em heterozigotos (Collins et al, 1984 a e
b: Friedman & Schwartz,1976;Higgs et al, 1979; Huisman et al, 1975).

Nas PHHF do tipo heterocelulares sao detectados niveis de HbF entre 2 e 10%
nos varios tipos descritos (Boyer et al, 1975; Wood et al, 1975 ). No tipo suico, os valores

de HbF estdo ligeiramente aumentados entre 2 e 3 % na presenca de ambas as cadeias y°
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e y* (Weatherall & Clegg, 1981 ). Niveis mais elevados de HbF podem ser observados
quando a PHHF esta associada a homozigoze para talassemia p ou hemoglobina S (Gianni
et al, 1983; Miyoshi et al, 1988; Old et al, 1982; Popovich et al, 1986; Wood et al, 1976 e
1977; ). Este aumento na producao de HbF, em geral resulta numa evolucdo clinica menos
grave nos pacientes homozigotos para essas hemoglobinopatias e concomitante PHHF
(Stamatoyannopoulos et al, 1987). O conhecimento dessa particularidade indica ha longo
tempo que o aumento na sintese de cadeias v poderia representar terapéutica eficaz nas
doencas falciformes e talassemias.

Algumas formas de PHHF heterocelulares contendo niveis de HbF maiores que os
encontrados no tipo suico foram descritas em familias negras. Em individuos portadores

do tipo Seattle foram descritas cadeias y° e +* em proporgdes normais

(Stamatoyannopoulos et al, 1987; Stamatoyannopoulos et al, 1975) e naqueles do tipo
Atlanta e Georgia, ocorre o predominio de cadeias v com niveis de Hb F variando de 2,4 a
6,0% (Altay et al, 1977; Stoming et al, 1989). Em individuos com a PHHF do tipo britdnico
ocorre o predominio de cadeias v* e os niveis de HbF variam entre 5 e 13 % nos
heterozigotos e entre 19 e 21% nos homozigotos (Tate et al, 1986; Weatherall et al,
1975), ao passo que em pacientes com PHHF do tipo brasileiro (Costa et al, 1990) os
niveis de HbF variam de 4,5 a 7% com predominio de cadeias v* . A PHHF do tipo saudita
é freqlientemente descrita em concomitancia com homozigose para HbS ou em portadores

de Talassemia-SB°® e esta associada a evolugao clinica moderada com quantidades

elevadas de HbF, geralmente entre 25 e 40% (Pembrey et al, 1978; Perine et al, 1978).
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Estas poucas mutacdes ja identificadas permitiram caracterizar a importancia
relativa de diferentes locais da regido promotora que interagem com os “trans-acting
factors” e controlam o grau de ajuste fino existente no controle da transcricdo. Assim na
A —~PHHF grega a mutac&o é na regido —117 com substituicio G—A e resulta na producdo
de 15% de HbF, por outro lado na y"-PHHF-britanico a mutacio esta localizada na posic3o
—-198, T->C, e resulta em 3,5 a 10% de HbF.

Varios sitios para ligacao de fatores “trans” nesta regido foram descritos. Entre
0s quais encontra-se o Sp1, um poderoso ativador transcripcional que possui afinidade as
regides -200 (seqiiéncia GGGGC), -140 (sequéncia CACCC), -50 (seqiiéncia GC); o fator
CPI descrito pela sua interagdo com a regiao CCAAT-box; o CDP, uma proteina de
deslocamento da interagdo com a regido CCAAT-box; o octdamero-1 (Oct-1) responsavel
pela interacdo com a regidao ATGCAAAT e os fatores para células eritrdides, o GATA-1 e o
NFE-3 (Fisher & Novock, 1990;Fucharon et al, 1990;Gumucio et al, 1988; Gumucio et al,
1991; Johnson & Mc Knight, 1989; Mantovani et al, 1988; Martin et al 1989; Mitchell &
Tjian,1989; Ottolenghi et al,1989; Ponez et al, 1989;Ronchi et al, 1989; Stoeckert, 1991;

Super-Furga et al, 1988)
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Tabela 1. PHHF por mutacao de ponto

TIPO MUTACOES HbF
(%)Heterozigoto
Pancelular y®
Negros v¢,-202 C—G 15-25
Negros v¢,-175 T—>C 20-30
Sardenios v%,-175 T—C 17-21
Japoneses v¢,-114 C>T 11-14
Pancelular y*
Sul da Itdlia v,-196 C-»G 12-16
Chineses v",-196 C»T 14-21
Negros v*-175 T->C 36-41
Gregos v*,-117 G>A 10-20
Sardenios v*,-117 GoA 12-16
Negros v,-117 GoA 11-16
Pancelular y¢*
Chineses Desconhecida 20-25
Heterocelular ¢©
Negros(Atlanta) v¢y*,-158 C>T 2,4-3,8
Heterocelular y*
Negros v',-202 C»T 1,6-3,9
Britanicos v,-198 T-C 3,5-10
Brasileiros v*,-195 C»G 4,5-7
Heterocelular y¢y*
Suiga Desconhecida 1-4
Negro(Seattle) Regido promotora 3-8
dos genes y normal

Negros(Georgia) Desconhecida 2,6-6

Obs: Uma deficiéncia contendo valores de HbF de 30-32%,
as posicdes —-102 a -114 na regido promotora do gene Y foi

situada

descrita em negros.
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Como a Persisténcia Hereditaria da Hemoglobina Fetal funciona como um
modulador de gravidade em varias hemoglobinopatias, torna-se essencial conhecer a sua
freqiiéncia em nosso meio. Portanto, nosso objetivo € contribuir para o levantamento
dessa freqiiéncia populacional com a procura dessa entidade entre doadores voluntarios

de sangue da regiao bragantina.
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3.1. CASUISTICA

O estudo foi realizado em 1.846 doadores voluntarios de sangue do periodo de
outubro de 1998 até abril de 1999 no Hemonucleo da Universidade Sdo Francisco
na cidade de Braganca Paulista, interior de S3o Paulo. A amostra foi constituida por 1507
homens e 339 mulheres, com idade média de 34,66 anos com desvio padrao de 10,17

anos.

3.2. METODOS

A parte laboratorial foi realizada junto ao Laboratdrio Universitario de Analises

Clinicas do Hospital Universitario Sao Francisco da USF.

3.2.1. COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue venoso (4,5ml) foram colhidas em Vacutainers® com
EDTA (sal disddico do &cido etilenodinitrotetracético) como anticoagulante, na

concentracao de 1,5mg/mi(Dacie & Lewis, 1984) .

Casuistica e Métodos
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3.2.2. PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Os dados hematologicos foram determinados com a utilizacdo do equipamento

HemoCue® Blood Hemoglobin.

3.2.3. ANALISE DAS HEMOGLOBINAS

3.2.3.1. PREPARO DO HEMOLISADO

As hemacias foram lavadas trés vezes em solucao salina 0,9% e lisada em 1.0
volume de agua e 1.0 volume de tetracloreto de carbono (CCls) a temperatura ambiente
apos agitacdo vigorosa . O estroma foi removido por centrifugagao a 3.000 rpm por 15

minutos e o hemolisado obtido foi utilizado para as analises eletroforéticas.

3.2.3.2. DETERMINACAO DO PADRAO ELETROFORETICO

Realizou-se uma andlise qualitativa das hemoglobinas pela corrida eletroforética
do hemolisado em fitas de gel de agarose e tampao barbital 0,05 M pH 8,6 , por 20

minutos a 240 V.
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3.2.3.3. DOSAGEM DE HEMOGLOBINA FETAL

A técnica consiste na adigao de 0,2 ml do hemolisado a 3,2 ml da solucdo de NaOH
0,083N e 6,8 ml de solucdo de Sulfato de Amoénia saturada a 50% . Ap0s filtragdo foi
realizada a leitura espectrofotométrica em comprimento de onda de 415 nm (Betke et al,

1953 ),

3.2.3.4. ANALISE DAS CADEIAS GAMADAHbF

SEPARACAO DE GLOBINAS

A globina foi precipitada de uma solugao de hemoglobina, adicionando 20 volumes
de HCl 2% em acetona a 20 °C, agitando violentamente.

A solucao foi centrifugada a 1500 rpm por um minuto e trinta segundos, em
seguida desprezou-se 0 sobrenadante. Ressuspendeu-se o precipitado em acetona a 20
°C. Novamente foi centrifugado a 1500 rpm por um minuto e trinta segundos. Repetindo a
operacao trés vezes. Secar lavando com éter a 2000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante

foi desprezado novamente e secou-se a solucao.
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ELETROFORESE DE GLOBINAS

A andlise qualitativa das cadeias ¢ e y* foi realizada pela eletroforese em gel
de poliacrilamida-Triton-Uréia com corrente constante de 6mA durante 12 horas, apds
concentracao das cadeias y por dialise em agua destilada.

Na corrida eletroforética foram utilizados 20pl do hemolisado previamente diluido
em tampao contendo uréia 8M - 5 ml; acido acético glacial — 0,5 ml e pironina Y — 2 mg.

Apos todo o procedimento , o gel foi corado em Coomassie Brillant Blue (Alter et al 1980).
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Foram encontrados 2 individuos ndo aparentados com alto indice de fetal (0.1%).
Em um dos individuos encontramos um percentual de HbF de 17% (eletroforese 1) e no
outro de 18% (eletroforese 2). Nos dois casos a eletroforese de cadeias mostrou uma

auséncia da cadeia gama G (eletroforese 3).

DOADOR SEXO Hb fetal %

g/dl

1 Masculino 16,6 17

2 Feminino 13,5 18

Resultados
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1- Hemoglobina A

2- Hemoglobina fetal
3- Hemoglobina A,

4- Ponto de Aplicacao

Figura 5 - Eletroforese de hemoglobinas
Doador 1
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1- Hemoglobina A

2- Hemoglobina fetal
3- Hemoglobina A,

4- Ponto de Aplicacao

Figura 6 - Eletroforese de hemoglobinas
Doador 2
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C - Controle
1 - Doador 1
2 - Doador 2

Figura 7 -

Eletroforese de Globinas

Resultados







Assim, um dos primeiros estudos realizados no Brasil com respeito a PHHF foi
realizado por Gongalves (1994), onde a compreensdo dos mecanismos envolvidos na
ontogénese das cadeias de globina humana apresenta importancia impar ndo sé pelos
avangos que pode proporcionar no entendimento dos fatores determinantes da expressio
génica como pelo potencial terapéutico nas hemoglobinopatias, representado pela possivel
manipulacao da expressao dos genes da globina gama (Bunn & Forget, 1986). Por isso 0s
estudos que convergiram para as possiveis seqliéncias génicas responsaveis por esses
mecanismos advieram da identificacao e caracterizagdo molecular de individuos portadores
da PHHF e tal-8B. Estas duas condigbes representam um grupo raro de hemoglobinopatias
quando comparado ao das alteracbes talassémicas e as variantes estruturais da
hemoglobina ( Weatherall & Clegg, 1981). Desta forma, os relatos de individuos afetados
por essas condigbes sdo relativamente pouco freqiientes nas diversas populacdes do
mundo. Dai 0s poucos trabalhos de prevaléncia dessa alteracdo nas diversas populacoes.

A origem étnica da populacdo brasileira apresenta aspectos Unicos que a
distinguem dos demais paises da América. Seus diversos componentes estdo distribuidos
de forma geograficamente irregular no pais. Assim, no nordeste predominam os
descendentes de africanos, ao passo que no sul apresentam maior freqliéncia aqueles
oriundos de imigragao européia. Além dos colonizadores portugueses, o Brasil recebeu
elevado nimero de escravos africanos e imigrantes da Itdlia, Espanha, Japdo, Alemanha e
Oriente Médio. Todos esses grupos raciais estdao submetidos a um progressivo processo de

miscigenagao. A intensidade desse evento é de dificil avaliacdo no pais com um todo, mas
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a analise conduzida por Azevedo et al (1981) na Ilha de Itaparica no Estado da Bahia
mostrou que a proporcao de mulatos praticamente duplicou, ao passo que a de brancos
foi reduzida a um terco em cerca de 90 anos (1889 — 1980). Estes dados reforgam a idéia
de que a fregliéncia de anormalidades hereditarias das hemoglobinas devem variar nas
diferentes regides do pais e refletem as origens étnicas e o grau de miscigenagao
envolvidas.

Em estudo molecular realizado por Gongalves (1994) que investigou 5 familias
brasileiras que apresentavam diferentes formas de PHHF e/ou Talassemia 3B, foram
encontrados dois heterozigotos para PHHF por mutacdio de ponto (¥* , - 195 C— G e 7%,
- 202 C— G), duas formas de PHHF por deficiéncia génica ( tipo I e tipo II ) e um ultimo
paciente com uma forma de talassemia 3f.

Em 2000, Kimura et al, relatou um estudo em que 47.468 pacientes adultos do
HC/Unicamp foram avaliados com relagdo ao seu perfil hemoglobinico. Encontou-se 0,1 %
de individuos com PHHF, sendo que o nivel de Hb F variou de 2,1 a 29,2 %. Em 52% dos
casos de PHHF havia uma proporcao normal entre as cadeias v® e " sugerindo PHHF por
delecio génica. Em 23% +* > +°, 9 % +° > v* e em 16 % apenas v* estava presente,
sugerindo mutacao em regiao promotora do gene e

Em nosso estudo, triamos 1846 doadores de sangue e encontramos 2 individuos
com aumento de HB F (17, 18%) dando uma prevaléncia de 0,1%, exatamente a
encontrada por Kimura em Campinas.

Imagindvamos encontrar individuos com a mutacao brasileira, mas mesmo sem

fazer os estudos moleculares essa possibilidade foi descartada pelo fato de no caso da
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mutacdo brasileira os niveis de Hb F encontrados serem mais baixos do que os
apresentado pelos individuos triados por esse trabalho. De qualquer modo, estudos
moleculares irdo elucidar a questdo.

Ao analisarmos os estudos realizados em nossa regiao, verificamos que a
prevaléncia da PHHF é em torno de 0,1 % e suas bases moleculares sdo extremamente

heterogéneas.
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Na regiao de Braganca Paulista encontramos individuos portadores de Persisténcia
hereditaria da hemoglobina fetal.

Os casos triados, baseando-se nas caracteristicas laboratoriais , provavelmente sao
de Persisténcia hereditaria Pancelular do tipo Gama A, por mutagao de ponto.

A frequiéncia encontrada em nossa amostra foi de 1/1000 individuos.

Conclusées
68



UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL



Hereditary persistence of fetal hemoglobin (HPFH) is a benign clinical condition
which is characterized by the synthesis of HbF and continues without hematological
changes during adult life. As the function of HPFH in many hemoglobinopathies is that of a
severity modulator, it is important to find out its frequency. In order to obtain this
information, a study was conducted on 1,846 blood donors from Braganga Paulista . The
hemoglobin was qualitatively analyzed by having hemolytic electrophoresis in the agarose

gel tapes. The qualitative analysis of the +°

and " chains was performed by
electrophoresis in polyacrylamide —triton — urea. Two individuals were found to have a
high fetal index (0.1%).The percentage of FHb in one individual was 17% and in the
other 18%. The gamma A chain was found to be missing in both electrophoretic chains.
The cases screened according to laboratory characteristics were of the hereditary

persistence type Gamma A Pancellular due to mutation. Therefore, the frequency

obtained in this sample was 1/1000 individuals.

Key words: Fetal hemoglobin, HPFH, Braganga Paulista
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15,8
15,9
171
14,2
15,1
15,2
15,2
15,8
17,2
16,4
15,3
14

15,4
16,9
17,2
16,5
13,1
13,7
15,5
18.9
14,6
16,5
15,9
16,7
16,9
13,3
17,5
18,7
18

14,9
18,7
14,9

002888
018542
010269
101506
019157
019158
019159
014090
019160
005503
004258
101405
001734
017548
0192169
019170
019175
015352
019164
019165
019166
000414
019174
101107
016161
000495
019168
007522
019179
019178
005116
019176
009370
019177
001265
101636
011602
100910
019186
019183
019188
019180
019184
019189
019181
019182
001467
011924
101637
019185
100909
100222
001480
015343
101115
016628
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25
40
25
40
40
55
33

32

28
42
36
21
24
22
21
26
47
22
29
34
41
34
21
32
28
43
44
35
36
35
39
56
28
28
35
28
34
37
20
41
41
57
40
40
23
44
28
30
46
36
44
21
46
54

14,2
121
16,7
15,7
14,8

16,1
14,6
15,8
15,7
14,8
16,3
17,4
15

15,9
13,5
16,8

14,4
15,6

16,2
14,9

15,8
15,7
14,7
16,2
17,4
17,2
16,9
15,4
15,3
13,8
15,6
16,7
15,6
13,6
13,1
15,5
16,6
16,9
14,6
14,8
15,7
13,2
17,8
16,9
15,7
13,9
15,6
13,6
14,3
18

17.2
16,7

Anexos
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011362
018421
015841
018432
018433
010006
018441
018430
016211
018443
010198
018439
010956
018440
011924
009503
016458
014215
017352
018436
018429
018434
010784
100333
018442
009762
018445
018444
007507
005497
016520
016238
012654
018448
018449
011438
018450
002882
018462
017302
003710
018461
018460
015542
016328
018463
018464
009088
003687
018463
012150
018467
011143
000478
000479
010218
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22
23
32
35
21
37
39
37
25
21
43
34
26
42
44
31
45
43
35
29
33
20

57
21
34
31
20
25
65
42
38
33
25
54
38
56
46
20

24
28
23
24
53

41

23
36
33
22
41
29
27
32

14,5
13,7
14,5
14

17

15,2
14,9
14,3
13,6
13,7
16,3
15,5
15,7
16,1
16,8
13,8
16:7
16,9
16,9
15,1
15

14,4
14,8
15,5
171
15,4
15,4
15,8
13,9
15,1
141
17,4
14,4
13,8
14,1
17,8
13,4
171
141
17,3
15,6
15,3
13,9
15,9
171
16,6
15,6
14,8
13,8
16,6
13,8
14,1
15,4
13,2
15

15,2

019190
019191
019193
019194
019196
019197
019198
019199
019200
019201
019202
019203
011670
003894
004345
015971
019210
019209
019208
019205
019192
009889
016594
019211
017796
019213
019212
002081
004579
009596
016974
014001
017979
003732
019215
016876
015689
019220
018191
016323
019221
018628
019217
019218
003988
016899
019219
100826
019054
003419
009075
019225
018639
019223
019222
006483
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26
21
29
34
32
32
46

29
33
47
53
35
32
23
21
49
49
46
25
26

46
24
28
29
47
24
56
56
21
54
25
36
32
54
27
25
42
30
57
37

25
41
50
42
33
49
23
27
30
27
21
34

14,6
16,4
13,5
16,2
14,2
18,5
14,3
13,5
15,9
12,9
14,3
16,1
16,1
18,3
15,3
14,6
13,8
15,5
14,1
15,9
16,3
13,2
14,5
13,7
16,4
15,4
157
15,8
14,2
13,1
14,6
14,6
14,9
18,5
13,8
141
15

13,2
14,9
16,9
15,3
14,6

14,3
16

18,5
16,8
16,5
13.1
16,4
15,8
131
15

15,9
17,5
15,9

Anexos
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018495
018496
018512
018513
018514
018515
018523
100582
012035
018521
018519
018517
004086
012625
016340
018468
018470
015184
018472
015183
018471
018473
018474
004264
011053
014456
003071
014901
018535
004847
011058
018527
010091
018526
018528
018525
002923
015332
101750
018531
018532
018533
018534
018529
018530
018536
007913
010817
018541
100043
018539
018540
018538
011242
013736
100868
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43
24
29
35
32
25
22
35
30
25
26
36
26
30
24
26
27
36
22
36

40
36
34

33
32
32
29
29
40
58
57
32
23
32
60
29
35
37
37

30
40
42
23
254
36
35
61
55
27
31
22
36
40

16

14,3
18,8
15,7
14,3
16

13,4
14,9
16,3
16,1
14,2
14,7
15,3
13,7
154
13,1
15,7
13,9
14

14,9
15,1
14,8
16,8
18,9
14

14

14,5
16,6
16,2
16,1
15

16,3
17

16,6
16,1
15,8
15,3
15,2
14,9
15,3
15,5
14,2
14,7
17,7
17,9
16,8
15,4
16,2
17,3
14

14,6
16,9

13,8
15,5
15,3

018540
008350
100544
009756
014723
014724
003716
019230
100382
019234
019233
019232
019231
019229
004086
018188
019235
017760
006724
000213
009981
004427
016261
015325
017639
000942
010748
006139
008740
012484
004072
019237
012383
019244
019242
001940
008031
003306
019241
019240
019246
019245
019243
016443
019253
019256
019255
019254
019251
019250
019247
019257
019249
001474
019252
014104
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17.8
18,7
14,3
15,6
16

16,1
13,5
18,3
15,7
16,1
16,3
15,2
15,2
15.8
17,5
13,8
16,4
15,4

15,3
15,8
13,5
15,7
16,7
14,8
12,9
13,9
16,4
15,9
15,3
15.4
13,4
16,2
16,9
16,6
16,5
16

16,1
15,6
15,5
15,9
16,3
16,2
15,3
15,9

16,7
14,5
13,9
12,2
154
16

15,7
14

17,6
16,1

Anexos
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018469
009084
018545
004946
018552
100282
018543
000432
018551
009082
018548
002799
018372
018555
018550
018547
013314
018556
003476
018546
008739
018542
004628
009312
101193
018563
007362
018561
018565
018570
018569
018568
018567
018566
018572
018578
018580
018579
018581
018576
018577
013828
018573
018575
002131
003540
005013
011979
008542
018593
018592
018590
018589
018588
018587
100900
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20
25
20
27
40
31
23
25
44
30

37
41
26
33
22
49
49
41
52
38
40
23
27
46
49

32
24
24
32
31

38
25
29
29
25
50
45
43
46
40
40
24
44
52
583
35
56
46
46
31
28
40
40

14,2
14,7
15

14,8
13,5
14,5
102
15,4
13,6
15,9
15,4
17.8
18,1
15,6
16,6
16,6
15,4
15,1
16

15

15,4
16,2
15,7
15,4
15,8
13,6
15

14,5
16,4
15,7
13,5
14

181

13,7
171
14,2
15,7
13,8
16,2
16,3
13,9
16

13.2
16,2
17,6
16.4
16,1
14,3
13,8
13,7
17,3
16,9
16,8
16,8
17,3

009084
019269
019268
019267
005353
019265
019262
019261
019260
019259
019258
015159
012938
008104
006596
004791
002959
002303
019276
019279
019280
019273
019278
019270
019271
004566
011813
017148
017973
019281
019283
019285
019287
019288
019289
019292
019293
019290
019296
019286
0198300
019304
100581
018492
019301
019303
007939
012739
019305
019306
019307
006928
019309
019308
100951
001932
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25
48
32
29
33
37
24
24
49
32
42
28
49
32
27
28
29
24
36
26
37
25
47
32
31
23
25
24
20
20

21
20

21
20
42
21
20
20
20
23

37

21
28
29
20
37
28
22
23
28
27
50

15,1
17,3
15,7
16

T4
16.8
15,6
14,3

16,6
17,1
16,9
16,6
15,1
14,3
14 4
15,5
15,1
16,7
15,4
15,2
14,2
16,7
16,5
16,5
17,3
16,3
13,5
15,6
14,2
14,7
15,4
13,3
15,2
16,8
15,9
14,4
15,3
16,5
14,2
13,5
13,4
18

14,5

13.9
14,4
14

16,1
14,8
16,9
15,9
13,8
171
14,5
17.5

Anexos
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000234
000238
005488
008249
018597
018596
015197
018595
014118
018598
010401
011193
018610
016473
000106
018602
018603
018601
014670
009981
018599
018613
018614
015488
011508
018612
100653
018604
000774
016474
018605
018607
017081
018609
000781
017083
008583
010619
017079
010618
017698
017441
100054
007836
017440
018617
018628
009413
001544
007841
006849
005790
018629
018619
018622
014714
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25
42
41
51
23
57
29
45
44
27
74
24
36
49
31
30
42
42
35
45
32
35
34
54
42
33
58
40
24
37
36
40
45
41
24
43

32
31
48
26
30
24
23
34
60
37
39
23
22
22
37
20
25
38
27

14,5
15,6
171
13,8
15,3
141

16,3
15,9
16,2
17,6
14.9
15,7
13,3
15,2
15,9
14,7
14,8
16,6
16,8
141
17,3
18,2
147
143
17,6
14,6
14,5

14

13,8
18,7
14,9
13,9
16,4
17,5
15,8
16,9
15,5
15,3
13,3
14,2
171
15,4
14,9

14,7
18.7
18,1
17,5
16,2
16,5
14,8
15,5
17,2
16,3

012150
013440
013605
019261
019311
017302
019313
019312
003740
018319
011762
019320
007799
009659
019321
019322
019323
019325
018408
019324
016311
017410
006548
008739
012769
015445
019328
019314
019315
019318
006930
008520
019317
004554
019332
019338
010915
019336
019340
017965
019333
019338
019337
017791
018267
015526
014170
019277
019335
013056
014977
019341
019342
019334
011162
019346
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33
34
22
39
39
25
22
23
24
44
45
35
27
49
45
49
39
40
25
26
36

44
38
29
32
64
24
26
39
22
26
26
25
38
43
35
32
29
31
30
40
47
43
24
30
58
33
45
34
25
24
31
31
33
22

13,3
15,2
17,1
15,3
15,7
16,5
14,5
13,9
16,3
14,6
14,3
14,4
15,1
16,9
15,5
14,4
16,6
15,2
14,4
14,2
15,7
14,5
15,9
15,9
16,8
15

15,9
13,2
17,4
13,6
15,8
15,4
13,3
15,6
15,3
15,9
14,1
15,9
15,9
15,3
16,3
16,7
14,4
13

13,7
16,9
15

16,3
13,1
14,9
17,5
16,2
17,3
15,2
16,5
14,9

Anexocs
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014715
018626
018620
018621
018618
018631
018630
007974
013696
018641
018632
018639
018634
004554
018640
010713
012388
014234
017086
018638
014233
018637
005739
007242
100371
018642
018643
000484
000259
001183
005651
004259
002976
018651
014119
018652
017786
017789
005196
017503
101727
018645
018644
016888
018453
005195
018650
100382
018646
013279
013078
018649
003794
014057
011117
018653
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29

30
24
46
25
24
42
35
41
29
27
22
25
38
28
39
31
20
35
46
39
23

35
30
20
38
56

36
35
42
45
21

22
24
60
27
23
45
23
47
37
45
24
32
27
45
24
47
51
23
44
36

17

18,7
16,5
16,3
171
17,5
15,2
17.8
15,9
17

15,3
16,3
14,5
15,1
16,5
15,5
16,8
13,4
13,8
13,5
17,3
13,6
16,4
16,7

14,6
15,2
i b
14,8
171
18,3
18,5
13,1
14,6
17.4
16,3
14,3
15,3
141
14,8
13,9
14

13,6
15,8
16,6
14,4
16,4
15,7
16

15,2
13,6
17,8
15,5
14,7
16.9
14,6

019330
019345
019343
011900
019352
019354
019355
019356
019357
019358
019359
019360
017964
019361
019362
019363
019364
019365
019348
019350
100112
011919
019367
019369
019370
011706
003736
007504
008587
008588
019373
017274
018087
019371
003539
019366
019372
008839
003641
100995
012286
007196
018551
003320
019377
019374
019375
004377
012654
012135
018469
001794
011227
002163
013421
005459
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14,1
16,3
141
13,1
15,7
15,5
15,6
A7

17

14,4
16,1
15,7

14,7
13,8
18,6
15,9
16,7
149
16,8
15,5
16,8
16,7
13,7
141
16,1
14

16,7
16,5
15,9
16,7
13,8
13,9
15,7
153
16,3
16,9
15,9
15,6
171
15,9
17,4
143

15,5
16.6
17,2
15,9
13,4
13,4
13,4
16,4
15,6
15,2

17,5

Anexos



002970
014570
018667
018658
000803
000826
000827
008445
015738
010488
100064
100065
018663
018657
018659
018664
018680
018682
018683
018684
018679
018677
009195
018669
018670
018671
018672
018673
018674
018675
018676
002003
018678
018685
018688
018690
018689
018686
011401
007451
016994
002879
018687
018691
018692
017591
004634
012543
002324
008517
018730
100389
018724
018734
018732
018733
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17,8
14,9
15,7
15,3
15,5
16,4
15,6
14,8
147
15,8
171

17,4
16,3
14,6
14,7
15

20,3
15,7
18,1
16,4
15,7
14,2
15

14,5
16,8
15,6
16,2
141
15,4
15,4
14,8
15,8
14,5
14,8
13,8
17,2
16,9
16,1
14,8
14,9
16,3
17,8
15,9
17

15

16,7
173
14,6
16,1
17,9
14,7

17,7
16,5
171

017052
100978
019378
019379
019380
019381
019382
019383
019397
019398
019400
001726
019388
019389
019390
019391
010891
019395
019396
019393
019394
019387
019384
019386
019404
016384
101470
019403
010626
100469
008876
011239
010625
006191
019406
019405
019409
019410
019407
019408
011570
003898
009377
100349
002608
019424
016111
019423
019435
011743
019433
019434
019425
019426
019428
019421
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16,9
16,2
15,7
15

16,9
16,1
15,6
16.4
16,1
13,9
16,7
16,9
16,2
16,6
14,6
15,2
17,1
16,4
16,4
13,7
16,5
13,5
16,3
15,8
13,5

13,6
15,2
15,7
15,2
17,6
17,5
13,5
15,7
14,7
15,7
14,2
16,1
15,4
14,2
16,6
17,4
15,4
15,9
18,1
15,9
16,9
14,7
17.9
13,9
14,9
14,9
15,9
15,6
16,3
14

Anexos
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018726
018735
006317
015002
018725
018729
018727
018749
009010
100252
018746
018747
003111
018744
018748
018714
100442
007263
015886
018698
012544
018694
018695
000617
018710
018711
018712
018704
018705
018707
018703
017595
0187086
018476
018708
018477
018478
018713
005336
007382
014998
009810
003758
003759
007381
000672
016528
015958
018753
013804
018750
017807
018752
018751
012699
012701
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46
33
56
29
25
33
43
47
44
51
27
54
22
24
36
33
61

21
20
49
59
43
34
21
45
29
37
47
59
49
63
40
40
28
28
49
40
31
23
35
40
38
35
25
35
44
25
27
55
60
44
24
32
33
45

15,7
14,2
15,7
17,4
15,5
16

18,6
17,2
14,7
16,4

16,6
16,4
17,3
15,5
13,9
153
18,4
15,6

14

15,6
141
15,3
16.5
16,4
15,1
15

16,5
13,5
16.2
15,5
13,3
151
13,7
14

17,3
15,3
15,3
16,2
14,5
16,6
14,8
16,2
15,4
17.2
15

13,6
177
11,5
13,7
13,7
15,8
16,2
13,7
14,7

019412
019411
019415
019413
019419
019422
001717
019417
019420
019431
002674
019436
004073
019437
019438
019431
019430
013632
019446
015434
101257
008900
019445
019444
019454
019451
019453
019452
009846
019447
019440
019448
019441
019449
019442
019450
019443
100619
019455
019456
019457
002586
100613
005545
002442
017485
016093
012181
004334
007900
010386
012762
012761
019460
002021
019482
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16,5
18,8
16,3
15,6
16,4
14,7
14,7
16,4
15,9
16,5
16,2
16,4
15,3
15

15,8
16,3
15,8
16,3
15,3
17,6
14,8
15,4
18,7
1T
13

18

16,2
16,7
14,4
16,6
15.1
15,7
15,4
14,9
14,6
14,4
16,8
15,6
171
14,3
13,8
14,8
16

16,5
15,7
13,3
14,4
16,7
14,6
16,3
20

16,8
16,8
15,1
14,0
13,9
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018754
018757
012809
018755
018758
001353
013897
003674
100576
101681
100241
015190
018766
018769
101707
018762
018761
015441
018768
018763
010731
018760
014861
006808
018771
100205
101460
017961
018774
003966
018775
013458
012152
012057
013160
018778
100116
009310
006489
018881
013947
014986
012451
007147
018777
000420
018883
018884
013874
005275
018882
017792
008140
017791
018880
018779

TETNEggsEeE s NETNMTMTNEESESEESESNEESSESESEEETNEESEESSESTNEMNEZEETNEEIEIZIESZIZITNNEEERE

20
45
41
23
33
37
22
40
44
27
29
30
34
31
32
20
45
51
39
28
36
34
33
30
28
38
24
22
30
31

54
39
35
43
33
47
27
22
60
26
33
43
50
22
25
31
25
28
24
35
20
29
43

32

17,8
16,4
15,4
16,1
14,9
15,7
16,9
15,8
14,6
16,4

13.9
17.8

019461
019463
100231
016096
005140
004403
014810
019480
019479
019478
019477
019476
019467
019464
019462
009736
003802
016382
019483
012081
013767
014854
019475
017140
019290
019496
004235
000332
019488
005275
007480
011499
014206
019490
019491
018226
019498
019497
019495
019500
019493
019492
010446
101391
100045
019507
019505
019506
019513
013037
019458
000873
005104
019509
009124
019510

=g mEgsEsTmETNE S S s S S s EE S E S S S S s S s s E S S S s NMEMIZEESEEEEE S

23
50
29
21
46
25
35
19
41
20

48
26

28
29
38
27
34
32
31
38
50
20
21
20
23
25
50
24
27
35
36
20
21
37
40
23

44
46
39
25
32
54
38
55
19
20
30
48
52
26
43
37
42

15,9
16,3
15,5
17,6
16,8
17,1
15,7
15,3
13,7
16,1
16

14,3
16

14,7
16,3
14,7
17,4
16,4
16,1
17,1
18,6
15,6
19

13,3
15,3
15,3
16,7
14

14,1
15,7
17,2
16,6
16

17.6
15,8
16,4
15,8
15,3
17

13,5
14,7
15,5
17

13,3
14,3
16,5

15,1
13,5
15,6
16,5
16,1
15,5
14,4
16

17,3
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018889
018887
018888
018885
009735
018893
018028
007700
017115
000035
100366
018898
004334
018896
018899
101744
015969
010446
018901
017841
015372
018902
007734
018911
018910
003380
015257
018908
008865
101145
015028
008866
017144
017146
018907
018906
018905
017617
018922
015228
018925
018296
010138
017271
016275
015410
018921
016388
000246
013108
017939
013915
004918
014692
004620
018914

S Es s Mg S S mMEE S E S SR EEEE S MEMEZUNEE S S NIEEEE S S E E S EEEEE

16,1
15,9
18,2
13,9
172
17,3
13,6
18,7
17,6
14,7
14,7
16,5
17,8
15,7
13,5
16,5
15,2

14,9
13,3
17.2
12,9
18,7
17,2
132
16,2
16,7
18,2
15,7
17,9
14,7
18,8
16,3

15,7
15,7
15,6
13,8
16,9
14,6
14,8
15,9
16

14

14,8
14,9
16,4
14,4
14,4
13,8
15,7
14,6
15,5
14

15,5
16

019511
019512
011264
019508
003912
009531
101261
014392
019486
010750
010716
016328
008987
013183
002743
019516
019517
008977
017283
016575
016781
016782
019520
019521
019522
019523
019524
017655
005753
019529
019526
019531
017942
019530
019376
009503
017786
013947
019529
101564
018514
019536
011977
019535
101256
018724
008462
008462
019542
019540
019541
019539
019537
019502
003614
019538

s ssssEsMTMEEs s s NS S s SS s S s s TMEsEEESsESSSESESSEsESEEE=EEEESEEESS

53
30
43
46
37
29
29

43
49
42
53
50
30
36
20
30
46
35
37
21
22
61
40
20
24
48
40
51
30
26
51

45
51
31
22
26
30
52
20
33
22
24
43
26
54
54
32
24
27
36
28
21
45
46

15,4
16,1
18,6
15,7
16,4
16,3
16

14,6
13,9
16,2
18,9
16

15,2
17,5
16,4
14,9
16,2
15,9
13,8
14,6
17,5
14,7
14,1
17,9
17,8
13,1
17,5
15

15,3
17

154
14,9
13,8
14,3
16

14,3
14,3
13,7
17

17,8
14,8
13,4
14

17

15

16

13,7
13,7
15

17,2
17,6
17,1
15,8
17,1
13,7
18,7
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007916
018915
000354
018913
009543
012537
006013
018916
018918
018919
006917
003271
012871
004451
000280
017250
011717
013659
011762
014610
018929
000278
018928
018926
018934
018933
018932
004488

ETNETNMTZEIEZIEEZEEEIMTNEZEITEZIZEZEZEZEEZEER

25
25
26
31
46
57
28
20
53
33

23
33
51
33
34
29
40
45
47
28
53
22
52
36
35
22
28

16,2
16,6
16,9
16,9
16,7
17

16,9
15,5
13,5
14,3
15,7
15,9
16

16

15,4
14,8
16,6
14,6
14,3
16,6
15,3
18,2
15,4
14,4
14,7
15,1
13,4
16

019544
019543
005365
006582
013430
019567
019568
019565
019566
019562
019563
019564
015740
009618
011776
019557
101707
019546
008249
019560
019545
019547
019559
015969
019552
019549
009762

ETMTEETNTETNMTMEEEZINETNTITINEENEZETNE

26
29
37
30
26
24
21
25
22
36
45
56
23
46
39
53
32
33
51
43
43
29
42
21
28
27
34

17,3
13,3
16,1
17,3
13,9
15,2
15,5
13,7
17

14,2
14,4
147
15,3
17,4
16,2
15,8
15,1
14,4
13,7
17,5
15,4
15,1
16,8
15,2
15,1
13,9
14
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