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INTRODUCAO



AS HEMOGLOBINAS HUMANAS

As hemoglobinas humanas sao tetrameros formados pela
combinagao de 2 cadeias polipeptidicas do “tipo alfa" ( alfa-&
ou zeta-¢ ) com @& cadeias do “"tipo beta” ( beta-p , delta-§ ,
épsilon-€, gama-A-"Y ou gama-G-®Y}). Cada cadeia conteém um grupo
prostetico heme, que se liga reversivelmente com a molecula de
oxigénio, cumprindo assim a fung3o primdria da hemoglobina, 3ue
e o transporte de 0O, (10).

A sintese das cadelas alobinicas estda sob 0o controle de
genes distintos, separados em 2 agrupamentos ( “"clusters”™ 3; os

genes que codificam as cadeias alfa e zeta estfo no cromossomo

16 ¢ "cluster alfa” Y, enguanto aqueles que codificam as
cadeias beta, delta, gama e épsilon estdo no cromossomo i1
( "cluster beta” Esses genes se expressam em diferentes

estdgios do desenvolvimento, e, para que o tetramero funcional
possa ser formado, € Preciso que a sua expressao se dé de forma
balanceada, equilibrada. Assim, no estagio embrionario, sao
produzidas as hemogiobinas Gower I { L,E,), Gower Il ( 3,8, ) e
Porttand I ¢ L)y, J; no periodo Pefal, estas s30 substituidas
pela hemoglobina Fetal ( oY, Y, que, por sua vez, da lugar as
hemoglobinas A, ou Ay ¢ @B, ) e Az ( %58, ) no adulto. Em

individuos normais, a hemoglobina A € predominante, compondo

mais de 995% do total da hemoglobina celular, enauanto a A, se



mantem em niveis entre 2-3% e a Fetal entre @-28% (1@, 33)

0S GENES DA GLOBINA ALFA - ESTRUTURA, EVOLUCAO E EXPRESSAD

Js genes aque codificam as cadeias alfa da hemoglobina sdo
duplicados ¢ alfa 2 e alfa 1 ), separados por menos de 4 Kb de
DNA, e estio organizados no complexo multigénico (¢ “cluster™ )
denominado agrupamento alfa (2,5@,59,84,1048). A estrutura desse
agrupamento fol1 primeiramente delineada ha cerca de 10 anos, e
hoje Ja se encontra quase completamente conhecida. Ele esta
localizadoe no brago curto do cromossomo 146 (16p 13.3), contido
em um segmenta de DNA de cerca de 3@ Kb, e inclui, além dos
dois genes alfa, o gene da cadeia embrionaria zeta ( zeta 2 ),
3 genes naao funcionals ( pseudogenes zeta i, alfa 2 & alfa 1 )
e um gene de fungdo indeterminada ( teta 1 - el), arranjados na
segulnte ordem . 5" - zeta 2 - pseudo zeta 1 - pseudo alfa 2 -
pseudo alfa 1 - alfa 2 - alfa { - teta 1 - 3° ( Figura 1 )
(5@,66). Como os demais genes de globinas, os genes alfa saon
‘compactos ( de L a 2 Kb ), compostﬁs de 3 exons interrompidos
por dois 1ntrons ( Figura 2 ) (22,30,848) . Os dois genes sao
altamente similares, apresentando apenas 17% de divergéncia
estrutural, limitada ao intron 2 ( IVS 2 ) e exon 3, na reglso

3" nao codificante. Dessa forma, alfa 2 e alfa I codificam
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Figura 1 - AGRUPAMENTO ALFA ( brago curto do

cromossomo 16 ) (46)

B - sene funcional
O - pseudogene
- gene de fungdo indeterminada
5' EX11IVSl EX2 IVS2 EX3 37
1 31 32 99 100 141
Figura 2 - GENES DA GLOBINA ALFA - ESTRUTURA (22)

A primeira linka vertical ( a esquerda

indica a localizacao das regides promoto-

ras do gene, enquanto a dltima ¢ & direi-

ta ) indica o sitio de poliadenilacio.

representa os exons e IVS os introns.



Ln

cadelas polipeptidicas idéenticas (44,50,77) Estudos envolvendo
mapeamento génico, analises sequencilais e comparagoes
interespecificas indicam que toda a familia multigénica da gqual
fazem parte os genes alfa evoluiu através de uma série de
duplicacBes, seguidas de insercdes e delecdes de DNA gque
ocasionaram as divergéncias (352). Assim, o par alfa 2 / alfa 1
& resultante da duplicac3o de um gene alfa ancestral, ocorrida
hda pelo menos 270 milhdes de anos. Este evento resultou em duas
unidades de duplicac8o. Posteriormente, 1nsercBes ou delecles
dividiram estas regifes em 3 subsegmentos homdlogos (X, Y e Z).
Os genes alfa i e alfa 2 estdo contidos nas regides homdlogas
Z, denominadas Z alfa | e Z alfa 2, respectivamente (Figura 3)
(22,44,50) A comparacido das sequéncias inteiras destes dois
segmentos {( Z alfa i e Z alfa 2 ) mostra que eles s3o altamente
conservados, sendo o maior grau de divergéncia correspondente 2a
regi1d3o 3° nao codificante dos genes alfa (44,77) (Considerando
gue a duplicagio ocorreu ha praticamente 30@ milhOGes de anos e
que estes genes divergiram daqueles de outras especies
relacionadas, o elevado grau de similaridade estrutural sugere
que eles trocam informagdes seqiuencialis, evoluindo
simultaneamente . A presenga das regites de alta homologia
"facilitaria o alinhamento incorreto. dos cromossomos durante a
meliose, provocando trocas de material genetico entre Z alfa i
de um cromossomo e Z alfa 2 do outro (44,646,77). Esta evolugdo
paralela vem sendo comprovada por sequenciamento de proteinas e

dos proprios genes, e 0s mecanlsmos propostos para explicar
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CONTENDD 0S GENES ALFAa (22



esse fendmeno =30 a conversio génica e a recombinacao homdloga

{ "crossing over' ' ) desigual (44,77,113)
Quanto ao nivel de expressiao, metodos que, explorando a
divergencia existente nas sequéncias das regides 3 nao

codificantes, foram capazes de estimar as quantidades de RNA
mensageiro ( mRNA ) de alfa 1 e de alfa 2 em reticulocitos,
demonstraram que o nivel de RNA de alfa & predomina sobre o de
alfa 1 em uma proporcio de 2,4 : 1, provavelmente em razao ae
diferengas ao nivel transcricicnal. A predomindncia de RNA
mensageiro de alfa 2 sugere que esse gene tem um papel
dominante na express3o da globina alfa. No entanto, a sintese
normal de cadeias alfa depende do correto funcionamento destes
dol1s genes, ou seja, dos quatro genes no genoma dipldide

(30,66)

A TALASSEMIA ALFA

As sindromes talassémicas alfa representam uma alteracao
genetica frequente, de distribuigdo mundial, ocasionada pela
gdeficiéncia de sintese das cadelas alfa da hemcoglobina (10) A
‘reduzida disponibilidade dessas cadelas, além de ocasionar
menor formac¢ao de hemoglobina nas celulas, com consequente
microcitose e hipocromia, leva ao acumulo das outras cadeias
cujJa sintese esta preservada. Estas, em excessao, se agregam em

tetrameros. Assim, no feto, as cadelas gama que se



tetrameri1zaram dio orlgem 3 uma hemoglobina andmaia, a Hb
Bart ‘s ( Y, ), que apresenta elevada afinidade opelo oxigénio
(44,1146,118). Com a substituicdo da producido das cadeiras gama
pelas cadeias beta, no adulto, a concentragcao de Hb Bart's
sofre progressiva redu¢cdo, e as cadelas beta em excesso dao
origem a Hb H ( B,). Essa hemoglobina, além da elevada afinidade
pelo oxigénioc, ¢é altamente 1nstavel e tende a precipitar nas
hemdacias com © seu envelhecimento, formando corpos de i1nclusao
{ corpos de inclus3o de Hb H ). A precipitagi3c da Hb H acarreta
lesGes na membrana celular e destruig3o prematura das células
pelo sistema reticuloendotelial (19,118). 0s caorpos de 1nclusao
podem ser wvisualizados a microscopia optica apos incubag3o das

hemacias com azul brilhante de cresil.

BASES MOLECULARES / CLASSIFICACAD

A investiga¢ao direta dos genes de pacientes talassémicos
revelou que mecanismos geneticos diferentes est3o envolvidos na
etiologia da talassemia alfa (10,590,55,66,467,83,108,11%9) .
Mapeamento, clonagem e sequenciamento de DNA de mutantes tém

"demonstrado que a produc3o deficiente de cadeias alfa e

resuitante de uma variedade de alteracoes, como mutagcoes de
ponto, inserc¢les de nucleotideos, delegdes de sequéncias
controladoras, que assim, afetam muitos dos estadagios da

eXpPressac geénica, como © nivel de transcrigio do DNA ou o



processamento do pre-mRNA . Existem ainda alteragfes aque
ocasianam a producao de cadeias alfa alongadas dque, embora
estdvels e capazes de tetramerizagao, estao associadas a menor
estabilidade do mRNA, com marcada reducao da sintese da
variante ( Hb Constant Spring, Hb Icaria, Hb Koya Dora, Hb Seal
Rock ). QOutras afetam residuos cuja parel na estabilidade da
molécula ¢ critico, resultando em variantes altamente
instavels, que sao rapldamente proteclizadas, a menos que sejam
imediatamente i1ncorporadas no tetramero ( Hb Quong Sze, Hb
Evanston . Mas s3o as deficiénclas as causas mails freguentes
de talassemia alfa (19,24,58,84,102) Elas podem comprometer um
ou ambos o0s senes no genoma haplodlide, e de acordo com o g9rau em
que afetam a expressiao génica, as talassemias s30 classificadas
em alfa® «(0%) pu alfa* (O*), a exemplo da nomenclatura adotada
para talassemia beta (69,119) & supressao total da sintese de
cadetas alfa corresponde a talassemia alfa®, oriunda de

deficieéncias envolvendo ambos os genes do mesmo cCcromossomo

{ haplotipo we 3 0Ou, alternativamente, totalmente um dos genes
e parcialmente 0 outro que, no entanto, permanece inativo,
denominado gene disfuncional ( haplotipo _C oo 2. A

caracterizacao dessas delegdes mostvrou que wvarilas delas removem

o complexo génico 1nteiro, Lnclusive o gene zeta 2 e teta 1, de

tuncao desconhecida. Outras deixam intacto o gene zeta 2 gue
pade, em alguns casos, se expressar na vida adulta produzindo
pequenas quantidades de cadeias zeta (&3). Constitul exceciao

uma delegao incomum, (OQW™™  que remove a regido 3 do complexo
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mantendo os genes alfa 1ntactos, mas com expressaoc blogueada.
Ainda n3o estada clareo, neste caso, se a sintese de cadeias alfa
esta totalmente abolida. As delecOes responsavels pela
talassemia alfa® resultam de eventos de recombinaci3c nao
homdloga, cujos mecanismos ndo estaoc claramente definidos, e
est3oc sumarizadas na figura 4. As duas mals comuns s3o (L_TEe)
e (.."EP), que gcorrem no Sudeste Asiatico e na Bacia do
Mediterraneo, respectivamente (1¢,50,98,66,119).

A talassemia alfa* @ resultante da defici8ncia de um dos
genes alfa no genoma hapldide ( haplotipo -0 ), com consequente
redugio da sintese de cadelas alfa. A dele¢3o de um uUnico aene
provaveimente constitu:r a causa mals freqiuente de talassemia
alfa, chegando, em algumas populagoes, a niveis t3o elevados
como B@O% (3@,46). 0 mapeamento génico com enzimas de restrigio
demonstrou gque esta delegao resulta de ‘'crossing over'
desigual, atraves de dois mecanismos diferentes, demonstrados
na Figura S (22,50,58,66). @A recombinagc3o reciproca entre os
segmentos Z, envolvendo um fragmento de 3,7Kb de DNA, produz
cromossomos <com somente um gene alfa (_g®‘7) e, reciprocamente,
cromossaomos com trés genes alfa ( goa®™™N"* 7.7, Por outro lado,
recombilnacao entre os segmentos X, envolvendo um fragmento de

4,2Kb, da origem ao cromossomo talassémico ( g™ ) e ao

reciproco anti-talasséemicao aag MNTFoA-2 ) Por causa do
relativo posiclonamento destes “crossing overs’, a mutagio
~a”?'7 e referida como delegao a direita ('rightward deletion’),

e a mutacido ~a*-#* rpomo delecio a esquerda (“leftward
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deletion™) Embora possam coexistir em altas fregquéncias em uma
mesma pPopulacido, a primeira ( -Q®-" Y @ 5 causa mals comum de
talassemia alfa, tendo distribuicdao mundial, enquanto a segunda
( —a"® ), frequente entre Asidaticos, 2 raramente encontrada em
Negros e Mediterrineas. A expressividade destas duas delecdes
tambem € diferente, uma vez que, noO Primeiro caso, © gene
restante no cromossomo talassémico ou €& um hibrido alfa 2 -
alfa 1 ou 2 o gene alfa 2 intacto, enquanto, no segundo caso, o
gene resultante & sempre o alfa 1, gque, como 3a referido, e
menocs transcrito (8,24,59). Em gqualquer casoa, no entanto, o
nivel de ewxpressio parece ser mailor do que nas mutacdes n3ao
delecionais, por um efeito que parece ser compensatdrio diante
da auséncila de wum dos genes alfa (10,44,50,38,466). Mais
recentemente, atraves de mapeamento génico e analise de mRNA,
ficou demonstrado aque a talassem:ia _a™7 €& uma entidade
heterogenea, que pode ser subdividida em pelo menos 3 tipos: I,
IT e [III ¢ -—o®-7 1, -a?7 II e _a? -7 III ), dependendo da
reglio exata do segmento Z onde a recombinacao ccorre (44) Do
total de deficiéncias -o”'7 ewxaminadas, a do tipo [ fo1 a mais
frequentemente observada, sendo encontyrada em todas as
populacdes estudadas A deficiéncia do tipo II foi observada na

'Jamaica, no Sudeste fAslatico e no Mediterraneo, e a do tipao III

somente na Melanesia g Polingsia (S1). Ainda, originando a
talassemia alfa", ha uma outra delecZo, cam pPOUCOS Casos
descritos, caracterizada pela perda de 3,5 Kb de DNA ( _g®: % )

(39
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A triplica¢d3o do gene alfa ( oo ) pode ser encontrada nas
populacdes onde as delegdes —a®*  gu - a?® ocorrem em
freqiéncias elevadas. Com relag3o a expressi3o, €& possivel
demonstrar que o gene extra € transcrito in vivo, mas & dificil
detectar, de forma reprodutivel, um aumento na proporgiao de
sintese de globinas alfa / beta in vitro, a n8o ser em casos de
homozigose ( goo /oaa’. HA algumas evidéncias de que a expressio
do gene alfa extra pode exacerbar o fendtipo beta-talassémico
em heterozigotos, resultando em talassemia beta intermedia, mas

dados conflitantes existem (37,40,66,946,107}.

QUADROS CLINICOS E LABORATORIAIS

Os multiplos guadros clinicos e laboratoriais associados as
talassemias alfa sao resultantes da heteronzigose, da homozigose
ou da intevag¢ao das duas formas principais de talassemia alfa,
a alfa® e a alfa* (10,12.464,118,119). A Hheterozigose da
talassemia alfa" esta relacionada com a presenca de 1-3% de Hb
Bart ‘s aoc nascimento sem, no entanto, apresentar qualquer
‘alferacﬁo hematoldgica, ou das fracdes de hemoglobina, no
adulto. A homozigose dessa forma de talassemia ( genes alfa em
“trans” ), assim como a heterczigose da talassemia alfa?
( genes alfa em "cis'" ), s3o caracterizadas hematologicamente
POY microcitose e hipocromia discretas, com pequeno grau de

anisocitose e poiquilocitose, diminui¢do da fragilidade



psmotica, nivel de hemoglaobina diminuldo ou nhormal, contagem ge
hemacias geralmente superior a 5 milhOes, e presenca de 5-10%
de Hb Bart's ao nascimento, sem alteragles hemogiobinicas no
adulto, poi1s a Hb H, quando em pouca quantidade, € rapidamente
proteolizada na celula, nic podendo ser detectada. A homozigose
da talassemia alfa® constitui a sindrome de Hidropisia Fetal
por Hb Bart 's, essa alteracdo clinica tem como consequéncia a
morte intra-uterina, ou algumas horas apas O nascimento, de
seus pPoOrtadores E caracterizada POYTY  anemia acentuada,
hepatoesplenomegalia, edema, ascite e hidroplsia grave. 0
sangue perifeérico apresenta 1ntensa anisaciltose, hipocromisa,
reticulocitose, presenca de numerosns eritroblastos, e contem
essencialmente Hb Bart 's, podendo aparecer pequenas quantidades
de Hb H e Hb Portland I. A afinidade elevada da Hb Bart s pelo
ox198nio 1mpede a efetiva oxigenagao dos tecidos, causando
hipodxla grave, que e, em uUltima analise, a causa da morte fetal
(19,118

A 1nteracdo da talassemia alfa® com a talassemia alfa”
corresponde a uma outra sindrome, a Doengca da Hb H,
caracterizada por anemia hemolitica crdnica de 1ntensidade
moderada . Os portadores apresentam hepatoesplenomegalia,
moderada reticulocitose, redugao .da fragilidade osmotica,
presenca de 295-95@% de Hb Bart s ag nascimento & 5-30% ce Hb H
na vida adulta. A anemia pode tornar-se mals grave durante a
gravidez, infeccies, ou apos a ingestao de drogas oxldantes,

que aceleram 3 oxldag3o e precipitagzo da Hb H. 0O sangue
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periferico mostra microcitose, hipocromia, poiguiincliose,
policromatofilia, celulas em alvo, e as hemaclas apresentam
corpos de i1nclus3o apos incubaci3o do sangue com azul brilhante
de cresil (19,118) As diferentes formas de talassemia alfa, os
genotipos  correspondentes e o1} aspectos clinicos e

laboratorials estao resumidos no Quadro { (10,106,118,119).

DIAGNASTICO

0 diagnodstico da talassemia alfa apresenta dificuldades,
pois somente dois estados expressam alteracOes clinicas
significativas: a homozigose da talassemia alfa® ( Hidropisia
Fetal por Hb Bart's ) e a interagao alfa® / alfa" ( Doenca da
Hb H 5y (Os demals estados niAo apresentam manifestacdes
clinicas, 2 as alteracdes laboratorials sao pouco perceptivels
no adulto (1¢,48,11%9). 0s indices hematimetricos, que poderiam
funcionar como 1indicadores de redugdo da sintese de cadelas
alfa, apresentam, nesses estados, consideravel superposicao com
agueles encontrados em i1ndividuos normals, sendo assim de pouco
valor na distin¢c3c entre os diferentes gendtipos (27,49,37). A
detecgio e quantificacdao da Hb Barf's no periodo neonatal,
atraves da analise eletroforética de sangue de cordao
umbilical, permite estimativas populacionals atraves da
1dentificac30 daqueles 1ndividuos que apresentam niveis de Hb

Bart 's superiores a 2% (2,48,64,469,81,90,93,116,11%9,130). No



JUADRDO I - DIFERENTES FORMAS DE TALASSEMIA aALFA (119)

DENOMINACXO  GENOTIPO ASPECTOS CLINICOS E LABORATORIAILS

talassemia o~ © - 3% de Hb Bart s ao nascimento,
heterozigotica -a/oo alteracdes hematologilcas minimas ou

ausentes .

talassemia a* 5 - 10% de Hb Bart 's ao nascimento,
hOMOZ190t1iCa ~a/-o microcitose e hipocromia discretas,
talassemia o similares ags da talassemia a*
heternzigotica --/aa homozZigotica.
talassem:ia o9 aproximadamente 10@% de Hb Bart 's;
homozigotica -t - Hidropisia Fetal por Hb Dart 's.
interagao 25-5@% de Hb Bart ‘s anp nascimento,
a? 7 oa” Y S - 30% de Hb H na vida adulta.

Doenga da Hb H
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entanto, s} método € limitado, pPOl1s em multos casos de
heterozigose da talassemia alfa™", as quantidades de Hb Bart's
s3ao inferiores a esse valor, sendo indetectavels,
impossibilitando o diagndstico individual (27,46) Além disso,
o metodo n3oc faculta o diagndstico de individuos adultos. A
medida da proporc3oc de sintese de cadeias alfa /  ©beta,
determinada na sintese de globinas em reticuldcitos, tambem
pode, nestes mesmos casos, nio fornecer uma clara distingao dos
genotipos (29,50). A analise do DNA gendomico com o emerego de
endonucleases de restrigio, atravéeés do método de Southern
("Southern-Blotting”) (1@21) nao sO0 possibilitou a obtencdo de
grandes avancos no conhecimento da estrutura e arganlizagao dos
genes alfa, porque elucidou quest8es concernentes as delecGes
que nio podiam ser respondidas por hibridizacao molecular em
solucio, como permitiu diagnosticar os estados "assintomaticos”
da talassemia alfa. Assim, 0s heterozigotos para a deficiéncia
de um uUnico gene podem ser facilmente detectados atraveés desses
procedimentos (10,19,47,48,1146,119Y  Além disso, o diagndstico
pode ser feito em qualquer pericdo da vida do individuo. O
Quadro @2 demonstra a gstratégla usada pelo meétodo na

determinacac dos diferentes gendtipos (&1

DISTRIBUICAOD

A talassemia alfa e uma das mais frequentes alteragtes



QUADRO 2 - TAMANHOS DOS FRAGMENTOS DE DNA {(Kb) EM INDIVIDUOS NORMAIS E EM DIFERENTES

GENOTIPOS o -TALASSEMICOS, APoS DIGESTAQ COM AS ENZIMAS Bam HI E Bgl II

E HIBRIDIZACAD COM AS SONDAS CORRESPONDENTES AQS GENES @ E © (41)

GENGTIPO o Bam HI-SONDA o Bgl II-SONDA T Bgl II-SONDA
oo/ oo 14 11,3 + 12,6 12,6 + 7,4
-o/on 14 + 10,5 11,3 + 12,6 + 18 16 + 12,6 + 7,4
(delegdo 3.7 Kb)
12,6 +7,4
(delec3o 4,2 Kb)
-= /aa 14 11,3* + 12,6 + 13,9 2,6 +7.4
0 /-0 19,5 11,3* + 16 16
e /-t 19,5 11,3 + 13,9 + {4 14
aoo /oo 17,7 + 14 12,6 + 7,4 + 3,7

{ant1 - 3,7)
16 + 12,6 + 7.4
{ant1 - 4,2}

* . pste fragmento pode variar de 10,5 a 12 Kb, mas a tamanho mais frequentemente observado € o

de 11,3 Kb.
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geneticas humanas, com distribuicgao lamitada as regides
tropilcals e subtropicals, ocorrendo esporadicamente fora dessa
area (1@,39). Hestas regides, ocorre com 1ncidéncia elevada
entre os povos da asia e 0Oceania ¢ China, Taildndia, iIndia,
Malasia, Melaneésia, Polinésia, Nova Guine ) (35,51,53,68,46%9,
78,110,120,122,129), do Oriente Medio (Turguia, Arabla Saudita)
(85,8%9), 2 da Regifioc do Mediterraneo, principalmente Grecia e
Itaiia (18,36,38,40,61,462,112,113). No continente africano. tem
distribuigcac praticamente universai (31,32,41,42,73,7%9.806,%0,
93,111). Na america foi descrita em varios palses, como Estados
Unidos, Canada, Mexico, Cuba, Costa Rica, Jamaica, Colombia,
Peru e Brasil (3,12,13,20,49,57,72,87,94,95,100,121,124, 126,
127) A dele¢cio _g®®' 7 , como Ja referido, e a mais comum
condicionante de talassemia alfa na maioria das populacdes
investlgadas.

Nos negros, a despeito da elevada frequéncia de Hb Bart's
encontrada em diversos estudos eopuiacionals e da abservacao
comum de 1ndividuos com fenotipos sugestivos de talassemia
alfa, s8o raros os casos de Doenca de Hb H ( e, em geral, nao
t30 graves gquanto aqueles observados em outras populacdes ), e
nio existem descrigdes de Hidropisia par Hb Bart's (34,48,117).
" Esse 1mpasse somente foi esclarec1ﬁo em definitivo com os
estudos ge mapeamento génico Assim, DozZy e colaboradares (19),
em 1979 , e Higgs e colaboradores (47), em 198@0,demonstraram
que a analise de DNA de individuos negros com fenotipo

talassémico apresentava, diferentemente dos asiaticos, um dnico



fragmentoc ae DNA, menor que o normal, compativel com o gendtiga
de homozigose da talassemia =alfa® ( -0/ _0 ) ( genes alfa em
“"trans’ ) Cssa observagao foi confirmada por varios outros
estudos, sendo assim estabelecido aue a forma prevalente de
talassemia alfa nessas poPulagbes e a alfa"” Estudos com
populacdes negras americanas, africanas e na Jamaica
determinaram gque a frequéncia do haplotipo talassémico ( -o)
varia entre @,12 e 9,16, significando <gque cerca de 30% dos
ingividuos dessas populagbOes sao heterozigotos, e i1-2% sdo
homozigotos da talassemia alfa* Os raros casos de Doenga da Hb

H resultam da unlio de um cromossomo com a forma prevalente de

talassemia alfa , €om o cromossomo muito raro no qual ambos os
genes estio ausentes (14,24,4%,97). A figura & esquematiza o
“crossing—-over ' desigual, com mapeamento do cromossomo normal,

do talassémico 2 do triplicado (1@)

ASSOCIACGES

A talassemia alfa pode estar associada a alteragtes
estruturais da hemoglobina (1¢,28,29,49,686,1@3,194), ou mesmo
‘as talassemias beta (3,62.75,114) Alcoex1sténcla de talassemia
alfa", sobretuda no estado homozigotico, afeta o0s 1ndices
hematimetricos e a evolucdo c]inlqa da anemia falcifaorme.
Estudos preliminares demonstraram gue, nesses casos, as

hemacias tem wvolume corpuscular medio menor , ha um aumento da
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taxa de hemoglobina total e uma reduga3o da contagem de
reticuldcitos (1,12,17,25,43,4%,74,99,105) . Estucos mais
recentes consideram 4due o mecanismo fundamental relo qual a
talassemia alfa beneficia os pacientes com anemia falciforme
estd relacionada ao aumento da relag3o superficie / volume
{ consequente & reducio do volume corpuscular medio e da
hemoglobina corpuscular media ) e a protecao que i1sto confere
contra iesBes de membrana 1nduzidas durante a falcizacdo, perda
de cationse e desidratacio celular. Em células mais hidratadas e
com a concentracao da hemoglobina corpuscular media reduzida,
ha um retardo da polimerizagdo da desoxihemoglobina S.
Consequentemente, ha reducdo na falcizacdoc 1ntravascular,
hemodlise mais lenta, e menor grau de anemia, confirmados pela

comprovada sobrevivéncia circulatoria das hemacias falcizadas

dos talassemicos al fa, menor quantidade de celulas
irreversivelmente falcizadas (CIF), menores taxas de
bilirrubina e menor quantidade de celulas desidratadas

(21,23,104). Guanto as manifestagles clinicas, os resultados
nd3o s3o conclusivos, pols a redugao da hemolise pode levar a um
aumento de wviscosidade sangulnea, aumentando tambeém 0Ss ri1scos
de manyfestagbes vaso-oclusivas (4). A interagaoc da talassemia
alfa* com heterozigotos da Hb S teﬁ, como efeito mais notavel,
a reduc3oc da quantidade de Hb S, que € proporcional ao numero
de genes alfa, ou sej)a, individuos com 4 genes alfa tem maior
proporcioc de Hb S ( aproximadamente 33% ) do que aqueles com 3

¢ 30% ), 2 ¢ 25% ) ou 1 ( 17% ) desses genes. A talassemia alfa
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intensitica a competigao entre cadelas beta normals e beta
variantes. Se a variante for carregada positivamente, como € O
caso das cadelas beta® e beta®, a afinidade de ligag¢aoc com as
cadeias alfa, positivas, diminul, resultando em menor ProPOrg¢aon
da Hb ancdmaia (10,121)

A 1nteragido da talassemia beta com a talassemia alfa
ocasiona reducsc do desequilibrio entre a sintese de cadeias
alfa & nac alfa,. -com caonsequente diminulicac de cadeias alfa
livres, resultando em significativa alteracfo da gravidade ds
doenca. Homozigotos beta® n3o dependentes de transfusdo com
frequéncila poOssuem concomitantemente talassemia alfa, e o©
fenotipo dos heterozigotos € marcadamente modificado pela

coexlsténcia da talassemia alfa (3,62.66.73).

A TALASSEMIA ALFA NO BRASIL

No Brasil, s3o conheci1dos poucos casos da Doenca da rb H
(126,128), e o0os levantamentos opopulacionals existentes sao
baseados na detec¢3o de Hb Bart 's em sangue de cord3o umbilical
(12,86,199,124,127) 0 dnico trabalho realizado no pPalis que
‘utilizou a técnica de mapeamento géﬁ1co em um grande numero de
individuos for o© de (Costa e colaboradores (13), em 1798%. gque
analiilisou a presenca de tailassemia alfa em uma amostra de

pacientes com anemia falciforme.
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No primeiro estudo realizado com populagdo selecionada,
negroide, Sonati e Costa (10Q) detectaram, atraveés da analise
eletroforetica de sangue de cordao umbilical de 320 RN, 38 RN
( 14.9% » com Hb Bart 's. Destes, 33 ( 18,3% , apresentaram
niveis entre 1,5 = 3,8% da hemoglobina anodmala, sendo
considerados heterozigotos da talassemia alfa*, enquanto que os
outros 5 ( 1,6% ) apresentaram entre 5,9 e 10,0% de Hb Bart's,
sendo considerados homozigotos. A frequencia do haplotipo
talassémico ( -G, determinada a partir dos homozigotos atraves
da equacio de Hardy-Weinberg, foi de @,125, compativel com
outras populacBes negras estudadas A frequéncia esperada de
heterozigotos for entao calculada em 22%, praticamente o dobro
da frequéncia observada. Assim, os autores conclulram, com base
no numero de homozigotos encontrados, e considerando a
populacao analisada em equilibrio, que cerca de metade dos
heterozigotos nela presentes nao foram detectados pela
metodologia empregada. Por outro lado, ficou pela primelra vez
comprovada, atraves desse estudo, a elevada frequéncia da

talassemia alfa na populaglo negroide pbrasileira { cerca de

23,34 ).



gBJETIVOS



0s principails cbietivos do presente trabalho foram
identificar a ocorréncia da talassemia alfa com deficiéncia
génica em uma populagdo negrdide brasileira, atraveés da anallse
de DNA, e comparar a fregquéncia obtida com a anteriormente
detectada nessa populacio através da metodologia eletroforética
( detecg3oc e quantificagdc de Hb Bart’'s em scsangue de cordiao
umbilical .

Concomitantemente, comparou-se o numero de hemdcias ( HM ),
a concentracioc de hemoglobina ( Hb ), 0 hematocrito ¢ Ht ), o
volume corpuscular medic ( UCHM ), a hemoglobina corpuscular
media ( HCM )Y, e as percentagens de Hb Am, de Hb Fetal ( Hb F )
e de reticuldcitos, entre 0s heterozigotos da talassemia alfa™

e 05 1ndividuas normais



CASUISTICA
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Neste trabalho foram coletadas, para analise, amostras de
sangue periferico de 47 1individuos negroides, escolhidos ao
acaso entre doadores de sangue do Hemocentro do Hospital de

Clinicas da Unicamp ¢ Campinas-5P ) e entre funcionarios deste

mesmo hospital que, voluntariamente, fizeram parte da
amostragem. Dos individunos analisados, 48% eram negros e 52%
mulatos .

As amostras de sangue ( de cerca de 2@ ml ) foram coletadas
em tubos plasticos contendo EDTA ¢ sal di-sddico do acido
eti1leno-dinitrilotetracetico ) como anticoagulante, na
concentragaoc de 1,5 masml de sangue (14)

0 material for obtido apds esclarecimentos sobre os

procedimentos adotados € a finalidade do trabalho.
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I ~ ANALISES HEMATOLGOGICAS

i. Hematimetria

A determinacio do numero de hemdcias, da concentragio de
hemoglobina, do hematocrito e dos Indices hematimetricos VCM e
HCM fou feita em contador eletrdnico ¢ Coulter Counter Modeln

Sgr ), 1mediatamente apos a coleta das amostras.

2. Analise das Hemoglobinas

a. Preparo dos Hemolisados

Uma aliquota de cerca de 2 ml do sangue <colhido com
antlcoaguiante fo1 utilizada na preparagdo dos hemolisados
livres de estroma. Assim, o sangue foir lavado 3 wvezes com
solug3o salina fisioldgica ¢ NaCl ¢.9% ), e hemolisado pela
adigdo de i wvolume de dgua destilada e ©,53 volume de
tetracloreto de carbono para cada volume de <células. ApOs
‘vigorosa agitacd3o 2 centrifugagio (3.000 rem, por 2@ minutos),
a camada superior foir recolhida em um tubo de ensalo, onde
recebeu uma gota de KCN 1% ( para conservagdo ). Esta camada

constitul o hemolisado livre de estroma (14 .
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b. Determinacao do Padrao Eletroforetico

O0s hemolisados foram analisados atraveés de eletroforese em
fitas de acetato de celulose, em tampio Tris-EDTA-borato, pH
8,4 ( apéndice 1 ), por 50 minutos, a 280 wvolts (118).  As
alteragOes hemoglobinicas verificadas em pH alcalino foram
confirmadas em gel de agar 1%, em placas de 9x12 cm, em tampao
citrato, pH 5,8 ( apéndice 1 1, a 45 mA, 4?C, corado com

spluc3o de benzidina ( apendice 1 » (118)

c. Confirma¢i0 da Hb S

Os hempolisados que apresentaram Hb S na eletroforese foram
ainda submetidos ao teste de solubilidade das hemoglobinas, que
consistiliu da adicdo de 9,1 ml do hemolisado a 5 ml de tampao
fosfato 2,35M, na presenca de ditionito de sodio a 1%. Apas

.

filtrac3o, for determinada a absorvancia do filtrado a 5S40 nm

(123

d. Quantifica¢cio das Hemoglobinas

A Hb A., foi quantificada zp0Os aletroforese de 19 ul do
hemolisado em acetato de celuliose, em tampio Tris-EDTA-borato,
pH B,6. A banda correspondente foi recortada e a hemoglobina

eluida em 3 mi de tampao, enquanto as demais hemoglobinas
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presentes foram eluidas juntamente, em 15 ml de tamp3ao. ApGs a
eluicio, foram medidas as absorvancias das duas fracbes a 4135
nm e calculada a percentagem correspondente a Hb A,. A Hb S foi
quantificada de modo similar nos portadores dessa alteragido
(118) .

A quantificacio da Hb Fetal foi realizada pelo metodo da
desnaturacio alcalina, que consistiu da adigao de @,2 ml de
hemolisado a 3,2 ml de solugio de hidroxido de sodio ¢,@83N.
Apos 1 minuto, foram acrescentados 6,8 ml de solucdo de sulfatco
de amdnio saturado a 50%. Apds filtragdo, for determinada a

absorvancia do filtrado a 415 nm (88).

e. Pesquisa de Hb H

Duas gotas de sangue total foram incubadas cam 1 gota de
azul brilhante de cresil a 1% em salina-citrato, por 1 hora ou
mais,a 37®C, apds o que foram preparados esfregacos, examinados
a M1CYosSCOoOPla comum ¢ pesquisa de corpos de inclus3ao de Hb H

(14) . Da mesma forma, i gota de sangue total foi incubada com &

gotas de solu¢ido de violieta de metila @,3% ( pesquisa de corpos

de Heainz, para hemoglobinas instaveis ), observadpos a
‘microscoplia de fase (14) . alem disso, hemolisados preparados
apenas pela adigao de 1 wvolume de agua, sucessivos

congelamentos e descongelamentos e centrifugagcso a 15.¢08 rpm,
foram submetidos a eletroforese em acetato de celulose, em

tampi3oc Fosfato, pH 6,5 ( apéndice 1 ), por 3@ minutos, a 1990



volts, especifico para as hemoglobinas Bart 's e M. A coioracao

fo1 feita cam benzidina (14,118} .

Em todos os casos, foram tambem realizadas contagens de
reticuldcitos no sangue perifericoc , e o exame morfoldgico dos

esfregacDs sanguineos corados com Leishman (14).

IT - ANALISE DE DNA

1. Extrag3o de DNA de Sangue Total

Um volume de cerca de 195 ml de sangue fo1 i1nicialmente

centrirfugado ¢ 2.000 repm, por 1@ minutos ), para separagac do

plasma. As hemacias foram entao lisadas pela adig3ao de um

volume de tamp3o hipotdnico ¢ tamp3o de lise das hemdcias

v apendice 1 )y Apds centrifugacio ¢ 2.000 rem, por 15
minutosy, o sobrenadante fo1l cuidadosamente retirado,
descartado, @ a sedimento, constituido de leucocaitos, foi

ressuspendido em 3@ ml desse mesmo tamp3o. Essa operac3oc foi
repetida ate a completa lise das hemacias

A lise dos leucdcitos ocorreu afravés do gotejamento iento
de 1@ ml do tampaoc de iise de gldbulos brancos ( apéndice 1 ),
seguido da adi¢3o de 1 ml de dodecil! sulfato de sodio ( SDS ) a
20%  Apos demorada agitagao poOr 1nversiao, o material fou

incubado a 37°C por 1@ minutos.



O DNA dos leucdcitos 11sagos fol entdo extraildo rela adigdo
de 15 ml de uma mistura de fenol-cloroformio-alcool 1soamilico
( 85. 24. 1 ) ¢ apéndice 1 ) APOSs agltagao par 1nversiao, €
centrifugagidoc ( 5.000 rpm, por 20 minutos ), a Ccamada sSuperior
fo1 cuidadosamente transferida para outro tubo, e a etapa
repetida. A dltima extracd3o fo1i feita somente com S ml de
clorofdormio - alcool i1soamilico « 24. 1 ). A precipitagdo do
DNA deu-se pela adigdoc de 25 mil de etanol absoluto a —-20%C.
permanecendo o material nesta temperatura por cerca de il
horas, apds o que foir lavado 2 vezes com 5 ml de etanoal aquoso
( 70% ),1gualmente gelado, e seco aoc ar. 0 DNA foi1 entdoc
ressuspendido em 1 ml de tampio TE ( Tris-EDTA, témM : 1 mM, pH
8,0 ), a solucio transferida para um tubo plastico de 1,35 ml
A concentracio foi determinada em espectrofotdmetro, a 260 nm,
sabendo-se que uma unidade de densidade Ootica corresponde a uma
solug3o contendo S@ ug/ml de DNA. A pureza foi1 wverificada

atraves da relagao entre as leituras +feitas a 260 & 2806 nm

( 260 / 280 ) ( satisfatdria quando entre 1,8 e 2,0 ) (13).
2. Digest3o

Cerca de 10 ug de DONA Foramldigerldas com o emprego da
enzima de restricaoc Bam HI ( BRL ), em excessoc de 5 vezes ( S
unidades de enzima / 4 ug de DNA ) e incubacdo a 37?C por 16
haras, seguindo-se as especificacOes do fabricante. Apos a

digestao, um volume correspaondente a @.3 ug de DNA foi aplicado
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em mini—-gaeil de agarose ©,B% ( Sem < Oecm ), em tampao TEB
{ Tri1s-EDTA-Borato ), pH 8,9 ( apéndice i ), por 2 horas, a 80
volts, posteriormente corado com solugcao de brometo de etidio
( 9,6 wugsmi J, para controle de qualidade da digestaoc. &
distribuigiao homogénea dos fragmentos, formando um rastro no
gel, 1ndica digest3o completa. Caso contrario, 1@ a 20 unidades
de enzima evram acrescentadas, € a reag3o prolongada por mais 4
horas. O ODONA digerido foi ent3o precipitado pela adic3o ae 9,5
ul de RNA de levedura em solugdo ¢ 1@ ugsml :, ©,2M de acetatc
de sodio e £,5 volumes de etanol absoiuto ( a -2@°C ). O
materilal fo1 mantido nessa temperatura durante cerca de 1B
horas, e a seguir lavado 2 wvezes com ©,5ml de etanol a 70%,
seco ao ar, € ressuspendido em 25 ul de TE.

Todos os casos de padrao de DNA alterado, foram confirmados
por subsequente digestfo com a enzima DBgl II ¢ BRL ), em
excesso cde 13 vezes, em condigdes 1dénticas as da primelra

enzima utilizada (15,71).

3. Separacao Eletroforetica dos Fragmentos

Os fragmentos de DNA resultantes da digestiao foram separados
por eletroforese horizontal em 'gel de agarose ( BRL,
cat.n.3310UA ) ©.8% ( 15cm x 20cm ), em tamp3o TEB, pH 8,0, por
24 horas, a &% volts FPara serem aplicadas no gel, as amostras
de DNA e o marcador de peso molecular ¢ 1 ug de DNA de fago

lambda digerido com Hind III - Pharmacia, cat.n. 27-4048-01 )
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receberam 4 ul de solugao de azul de bromofencl ¢ ©,23% de
bromofenol., S50% de glicose ) Apds a corrida eletroforetica, o
gel foi corado com solu¢do de brometo de etidio para
visualizac3o do DNA em transiluminagdo com luz ultra-violeta

(135,71 .

4. Transferéncia {("Southern Blot')

Antes de sua transferéncla para a membrana de nitrocelulose
( Millipore - HATF 151 5¢ 3, o DNA contido no gel recebeu um
tratamento que consistiu de wuma ‘depurinagao’, segulida de
desnaturagcaoc e neutralizacdo. A depurinagdo foi feita pela
incubacio do gel, durante S5 minutos, em solugdo acida ¢ HCI
@,1N ), sob agitagl3o, a desnaturacloc pela incubacl8oc em solu¢do
alcalina <« apéndice 1 ), 2 wvezes, 13 minutos cada vez, e a
neutralizacio atraveés da incubacdio em soclucdo neutralizante
{ apéndice L ), por 45 minutos e depols por 1 hora. As solugdes
foram usadas em valume de 250 ml, e a cada mudan¢a de solucdo o
gel foi1 lavado com agua bidestilada estéeril.

Resumidamente, o gel foi1 colocado sobre pontes de papel de
filtro ¢ Whatmann 3MM ), cujJas pantas estavam 1mersas em
" goliucd3o de transferéncia ( apéndice i Yy, contida em uma cuba de
vidro. Sobre o gel for <colocada a membrana, previamente
embebida em dgua, e as bordas extedentes do gel foram 1isoladas
com filme de pvc para evitar passagem direta da solugdo. Scbre

a membranz de nitrocelulose foram colocadas 2 folhas de papel



Whatmann ( em tamanho rdénti1co ao da membrana ), e2mbebidas na
solugdc de transferénclz, € uma grande gquantidade de eapel
absorvente, sendo O Conjunto pressionadg poOr um peso
homogeneamente distripuido. Esse sistema permaneceu montado por
cerca de 2@ haoras, apos o que o nitroceiulose foi1 seco ao ar,
envalto em papel Whatmann, e mantido a B®¥(C, por 2 horas, em
estufa a wvacuo, para fixacdo do DONA As membranas foram
estocadas am dessecador, a temperatura ambiente. ApPOS O
desmonte do <si1stema de transferéncia, o gel +o1 novamente
corado, para wverificac3o da transferencia comeleta do DNA

(1@1)

5. Hibridizac¢ao

a. Preparo da sonda

A sonda correspondente a0 gene da globina alfa (sonda alfa),
g um fragmento gendmico de 1,3 Kb de DNA, inserido no plasmideo
PSUP1 (vetor), usado na transformagdc da bactéria E.colir (7&).
Para producaa em larga escala, as células previamente
transformadas foram amplificadas atraveés de cultura em melio
‘Luria—-Bertani ( LB \ apéndice 1.3 contendo o antibidtico
tetracicliina (¢ 25 ug + ml ), e incubagidao a 37“C &m banho=-maria
cam agltataon, cor cerca de 146 horas. Apds crescimento, a
cultura foi1 centraifugada ¢ 4 000 rpm, 1@ minutos, a 4*C ), ©

sobrenadante deascartado e o sedimento celular lavado com tampao



39

STE « tampiao TE contengo @,1M de claoretao de sddic ) E
segulda, procedeu~-se a 11se alcalina das celulas. Assim, estas
foram tratadas com 10 ml da solugio de lise I ( apéndice i I,
contendo S5 mgsml de lisozima ( repouso a temperatura ambiente,
por S minutos ) e com 2@ ml da solucio de lise II (apéndice 1).
ApOs culdadosa agitagao por 1nversio, o material foi deixado em
banho de gelo por 1® minutos, recebendo em seguida iS5 mi de
solucio de acetato de potassio SM « acetato de potassio 3M,
icido acetico glacial 2M, pH 3.8 ), gelada. Nova agitacdo por
1nversao, seguida de banho de gelo por 16 minutos, e
centrifugagio ( 20.€00 rpm, 2@ minutos, a 4°C ) para separacao
do DNA celular e restos bacterianos, que precipitam. Ao
sobrenadante foram antao adlicionados 2,6 voiumes de
1sopropanol . Apds 15 minutos a temperatura amblente, a solucdo
foi centrifugada ( 7.000 rpm, 3¢ minutos ), o sobrenadante
descartado, € o sedimento, constitulde de DNA plasmidial.
lavado com etanol a 70%, a temperatura ambiente ApOSs secagem a
vacuo, o DNA foir dissolvide em TE ( 200 a 400 ul ) e sua
concentracio determinada a 26@ nm. Cerca de 1 ug desse ONA four
aplicada em mini-gel, onde o aparecimento de no maximo 3 bandas
¢ referentes a0 ONA “'super-coil’, circular e linear ) indicam
“uma boa extragldoc (71).

J fragmenta correspondente a sonda alfa foi entd3o obtido
através da tecnica de eletroeluigio, apds digestdo do DNA
plasmidial pela enzima PST I ( BRL ), em ewxcesso de 3 vezes, a

37*C, por cerca de 16 horas, e separacio eletroforetica em gel
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de agarose 1%, preparadoc com 5@ ml de tampioc TES, pH 8,0,
contendoc 5 uwl de solugio de brometo de etidio ( B mg/ mi ). A
corrida foi1 feita no mesmo tampiac, a 8@ volts. O fragmento {foi
recolhido em tampdao TE, o brometoc de etidio removido pOr
extracdo com N-butanol saturado em dgua, & a purificacao feita
atraves de passagem em wmicro-coluna ( 1 ml ) de Sephadex G-59@
{ Pharmacia - cat . n .17 .8373-¢1 ,, equilibrada com TE. O DNA fou
entdo precipitado pela adigdo de ©,2M de acetato de sodio e 2,5
volumes de etanol absoluto ¢ 12 horas, a -2@0%C )}, ressuspendido
em tampio Tri1s-EDTA SmM: 2,1mM, e sua concentracao estimada am
mini-g9el, em paraleloc a gquantidades conhecidas de ONA de fago

lambda naoc digerido (71,74&)
b. Marcacao da Sonda

A sSonda ¢ 309 a S50@ ng ) foi1 marcads com alfa-?®P-dLTF
( Amersham ) pela técnica de ‘'nick transiation’; para a reacio,
for utilizado o k1t da BRL ¢ cat.n . 81495B ), e os procedimentos
adotagos segulram as especilficacbes do fabricante. Encerrada a
reac8o, foir realizada uma extragc3o por fenol-clorofdrmio,
segulda de outra somente com cloroformio A sonda marcada foi
‘2nt3o purificada em micro-coluna de.Sephadex G-3@, eguilibrada
com tampaoc STE. A vpercentagem de incorporagao de nucleotideos
marcaoos & sonda foi medida atraves de cintilografia, sendo a
media de resultados obtidos i1gual a 9.¢ % 107 cpm/ug de DNA.

Para desnaturacao, a sonda foi fervida durante 19 minutos,
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sendo imediatamente colocada em gelo pi1cado para =vitar

renaturacac ¢(19).

c. Hibridizag¢8o0 e Autoradiografia

As membranas foram colocadas em sacos plasticos, com 15 a 20
ml de solugdo de pré-hibridizacdo ( apéndice 1 ), as bolhas
foram cuildadosamente retiradas e o saco plastico selado =
incubado & 42®%C por um minimo de 4 horas. Esta solug3o fou
descartada, e substituilda por S ml de soluc3o de hibridizagao
( apéndice 1 ), contendo a sonda marcada (42%C, por 18 horas).
APds a2 hibridizac3o, as membranas foram lavadas & vezes com
tampio de lavagem i ( apéndice i ), a temperatura ambiente, por
15 minutaos, e 2 vezes com tamp3o de lavagem 2 ( apéndice 1 )},
em temperatura entre 35-60°C, por 3¢ minutos. As membranas
foram entio secas ao ar, envolvidas em filme de PUC para
proteg3o, e colocadas em cassetes com filme de raio-X ( Ortho-
M-10@, Kodak cat .n 140 .88 3@ ) e 1intensificadores Dupant
Lightning-Plus, a -70®C, vpor um tempo de exposicaoc de no

minimo 4 dias, apos 0 que o filme fol1 reveladoc (15).

A sonda genomica correspondente ao gene alfa-1 nos foi gentilmente cedida pelo Dr. B. G.

Forget, da Yale University School of Medicine ( New Haven, USA )
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III. ANALISES ESTATISTICAS

Inicialmente, a analise estatistica foi1 wvoltada para =z
comparagac da prroporgaoc de heterozigotos da talassemia alfa”
detectada anteriormente pela adtora (100) através do metodo
eletroforetico e aquela aqul wverificada, atraves da anaiise de
DNA Cm seguida, 28s5a frequéncia, considerada real, fol
comparada & estimada para a Populagdo em estudo a partir dos
lhomozi1gotos detectados pelo metodo eletrofarético ( frequéncia
esperada ) Estas comparacdes se deram atraves de teste de Qui-
Quadrado (X¥) (&) .

Para a comparacao das wvartavels hematologgicas HM, Hb, Ht,
YCM, HCM, % de Hb Ax, % de Hb F e % de reticuldcitos, entre os
ithdividuos normais e 05 heterozigotos da taiassemia alfa®, foa
Primeiramente realizada a analise de wvariancia, atraveés do
teste de Fisher ¢( Snedecor, 1934 ), seguida da comparagao das
medias amostvrais atraves do “teste t' ( Student, 1908 ). Como a
distribulgao das dosagens de Hb F obtidas no primelro grupo nao
foi1 normal, esse parametro, particuiarmente, foi1 comparado
‘atraves de teste n3o paramétrico ( wilcoxon S-S

“4s analilses estatisticas foram realilizadas com o smprego do

programa 'Microstat', em computador pessoal ( PC - SID Seé2 )



RESULTADOS
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A  figuvra 7 apresenta os resultados obtidas a partir da
hibridizag3o da sonda correspondente ao gene da globina alfa,
com o DNA de um 1individuo normal, de um heterozigoto da
talassemia alfa*, de um homozigoto e de um i1ndividuo que POSSUL
triplicacg3o desse gene em um dos cromossomos, enquanto o outro
2 normal. A primeira digestdao foi1 feita com o empregoc da enzima
Bam HI, e a confirmacio do padr3o de bandas com a enzima Bgl
11, Conforme demonstrado na Figura &, no primeiro caso {(Bam HI)
os 1ndividuos normals apresentam, na autoradiografia, um unico
fragmento, de 14 Kb de DNA, enquanto o0s heteroziligotos
apresentam dois, um de 14 Kb, referente ao craomossomo normal, e
um de 10,5 Kb, referente ao cromossomo com deficiéncia génica.
Um dnico fragmento de 1@,3 Kb, indica homozigose dessa
alterac3o e cromossamos com trés genes alfa correspondem a
fragmentos de 17,7 Kb HNo caso da Bgl II, os 1ndividuos normals
apresentam dois fragmentos, um de 12,6 e um de 7,4 Kb, enauanto
0% heterozigotos, além destes, apresentam um outro, de 1& Kb,
que corresponde 3 perda do sitio de restrigsao da enzima, entre
os genes alfa, no cromossomo com deficiéncia génica ASsS1mM, OS
‘homozlgotos da talassemia alfa” ap%esentam apenas esse ultimo
fragmento “ tyiplicacaa daos aenes alfa tambem leva ao
aparecimento de trés bandas, as duas encontradas nos normals e

uma correspondente ab gene extra, de 3.7 Kb. Todos 05 Casos
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aqui detectados envalveram ganho ou perda de um fragmento de
3,7 Kb de DNA.

Os diferentes gendtipos encontrados entre os 47 individuos
analisados e suas respectivas propor¢Oes estio demonstrados na
Tabela 1. A comparagdo entre a proporciao de heterozigotos
verificada por analise de DONA e aquela detectada pelo metodo
eletroforetico, mostrou que elas diferem significativamente
( Tabela o . Por cutro lado, a frequéncia de heterozigotos
estimada a partir dos homozigotos detectados na eletroforese de
hemoglobina ( frequéncia esperada ) nao diferiu daquela agui
encontrada, considerada vreal ( frequencia observada ). Estes
dados encontram-se na Tabela 3.

As alteracBes hemoglobinicas detectadas e suas associacdes
com o gendtipo relacionado aos genes alfa esti3o globalizadas na
Tabela 4 A tabela mostra que 4 1ndividuos apresentaram
neterozigose da Hb S5, sendo 2 deles tambem heterozigotos da
talassemia alfa*, | deles portador de genes alfa triplicados, ¢
1 com gendtiro normal.

Com relag3o a comparac3o das variavels hematoldgicas, o
teste de Fisher demonstrou que as wvarianclas dos dois grupos
analisados narmals e heterozigotos ) nao diferem
"si1gnificativamente em nehuma das vﬁriévels com distribuig¢ao
normat, enquanto o teste t revelou nd3o haver diferenga
si1gnificativa das medias quanto & concentracdo de Hb, o Ht, a
percentagem de HMb As, de Hb F e de reticulocitos. O mesmo n3o

ocorreu com o numero de hemacias e os i1ndices hematimétricos



TABELA 1 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS ENCONTRADAS
A PARTIR DA ANALISE DE DONA DE 47

INDIVIDUOS NEGROIDES

GENoOTIPOS FREQUENCIA
-G/oa 19 ¢ 21,3%
_af-a o1 ¢ 2,1%

aoo/oa @3 ( &,4%
aa/aa 33 ( 70,2%

TOTAL 47
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TABELA 2 - COMPARACZD ENTRE A FREGQUENCIA DE HETERDZIGOTOS
o VERIFICADA ANTERIORMENTE ATRAVES DO MeETODO
ELETROFORETICO E A OBSERVADA NO PRESENTE

TRABALHO PELA ANALISE DE DNA

HETERDZIGOTOS DEMAIS CASOS TOTAL
DETECTADOS
ELETROFORESE
DE HEMOGLOBINA 33 ( 1@,3% ) e87 ( 89,74 ) 3ze
ANALISE DE
DNA 19 ( 21,3% ) 37 ( 78.7% ) 47
TOTAL 43 324 387

X? v cas= 4,763, P= 0,03
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TABELA 3 - COMPARACAD ENTRE A FREQUENCIA DE ®ETERQZIGOTOS
a" OBSERVADA PELA ANALISE DE BNA E A ESTIMADA
ANTERIORMENTE A PARTIR DOS HOMOZIGOTOS DETECTA-
DOS NA ELETROFORESE ( FREGUENCIA ESPERADA )

HETEROZIGOTOS N&0 HETEROZIGOTOS TOTAL

FREQUENCIA

OBSERVADA 1¢ ¢ 21,34 ) 37 ( 7B,7% ) 47

FREQUENCIA

ESPERADA 19,34 ¢ 22% ) 346,68 ¢ 78B% O 47

TOTAL 2@, 34 73,46 24

®.,,= 0,011, ©,95)P>0,50




TABELA 4 - ALTERACSES HEREDITARIAS DAS HEMOGLOBINAS

DETECTADAS EM 47 INDIVIDUOS NEGROIDES

PADRAC DE Hb GENOTIPO o FREQUENCIA
AA -a / oo 08 ( 17,0% )
AR o / .4 @1 ¢ 2.,1% )
AA aao / oo g2 ( 4,3% )
AS o / oo e1 ¢ 2,1% )
AS o /7 on o2 ¢ 4,34 )
AS ool / oo 91 (¢ 2,1% )
AR oo / ao 32 ( 68,1% )

TOTAL . 47
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JCM = HCM, onde o teste mostrou, como esperado, haver diferenca
si1gnificativa, no Primeiro casoc ¢ HM 1, a medis obtida entre os
ralassémicos fol1 significativamente malor, engudanto nos outros
gois (VCM e HCMy, as medias dos talassémicos foram
z1gnificativamente menores que as dDOS nOrmals. FAS distribuicdes
individuals destas trés variavels, nos dols grupPos comparados,
est3io representadas nas figuras B8, ? e 10, respectivamente. A
Hb F. comparada atraves de teste nio parametrico, ni3o diferiu
entre os dois grupos analisados. A Tabela 9 relaciona as
caracteristicas hematoldgicas dos 1ndividuos com alteracdes dos
genes alfa e a Tabela 6 apresenta a comparagao das medias
obtidas entre os 1ndividuos normais e 0s heterozigotos. Ambas
se encontram no Apéndice 2.

As pesauisas de Hb H e de corpos de Heinz foram negativas em
todos os casos, 1nclusive na homozigose da talassemia alfa®, o
exame morfoldgico dos esfregagos sangulneos dos talassémicos

mostrou normalidade ou apenas discreta microcitose.
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0 periodo neonatal foi, por multo tempc, considerado o
periodo apropriado para o reconhecimento daquelas formas de
talassemis alfa que n83o0 apresentam manifestacdes clinicas,
atraveés da correlacio existente entre a quantidade de Hb Bart's
e o provavel gendtipo alfa do individuo (47 ,49,64,78,92,116,
117,119) Como, com a substituicdo das cadeiras gama pelas
cadelas bets, o nivel de Hb Bart s diminul frogressivamente
apds 0 nascimento, a determinacdo da prevaléncia da talassemia
alfa, em muitas populagdes, foi feita i1nicialmente no periado
neonatal, pela estimativa do nivel de Hb Bart’'s em sangue de
cordio wumbilical (12,27.31,32,34,41,48,78,7%9,87,89.990,%2,100,
112,117 ,127). 0 principal método empregado nesses estudos fol a
eletroforese de hemoglobinas em acetato de celulose, em pH
alcalino, sendo, ainda hoje, amplamente utilizado em triagens
populacionals

0 grande avango na bioiogia molecular, com o estudo dos
genes e seus produtos, a partir da década de 7@, nado s0

possibilitou uma melhor compreensao das alteragoes moleculares

envolvidas na talassemia alfa, como evidencilou a limitag3oc do
'metodoc diagndstico atraves da Hb Bart’'s. Assim, Higgs e
colaboradores (47,49), em doilis diferentes estudos com recem-

nasc1dos Jjamalicanos, empregando analise de DNA, wverificaram que
a Hb Bart ‘s esta sempre correlacionada com a presen¢ca de

talassemia alfa, mas que nem todos o0s recem~nascidas com
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talassemia alfa produzem nivels detectavels dessa hemoglobina.
De acordoc com esses estudos, em recem-nascidos com deficiéncia
de 2 genes alfa =30 observados, quase sempreg, valares malores
que 2% de Hb Bart’'s, ao Ppass0 que sua auséncia pode estar
ass0C1ada com genotipo normal ( oo / ax ) ou heterozigotico
( o /ax ). Os dados obtidos por Higgs foram posteriormente
cenfirmados por outros levantamentos, em diversas populacdes,
utilizando-se a mesma metopdologia (46,81,93) . Mais
recentemente, Fei e colaboradores ( 198% ) (27), analisando 481
recém-nascidos negros 4que ndo apresentaram, na eletroforese,
guantidades significativas de Hb Bart's (¢ 1% ou mais ),
encontraram 190 portadores da talassemia alfa*. Destes, 9?9 eram
heterozigotos, e 1 homozigoto.

Em estudo anterior realizado pela autora entre negroides da
regiio de Campinas ¢ GSP ) (1@@), a quantificac3o de Hb Bart's
2m sangue de cordic wumbilical mostrou distribuigcdo bimodal. A
primelra distribuicd3o modal se deu entre 1,5 e 3,84, com
frequéncia de 19,3%, & a segunda entre 5,9 e 10,90%, com
frequencia de 1,4% dos casos analisados. Camo ja referido, =
partir destes dltimos, considerados homozigotos da talassemia
alfa", for calculada a frequéncia do hapldtiro talassémico

{ =001 em @,125. @A partir dela, estimou-se a frequéncia esperada

de heterozigotos para ess5a populacao ( c2% ). Assim,
considerando-se e5sa frequéncia haplotipica, mals de S50¥% dos

casos de heterozlgose nao teriam sido detectados pelo metado

eietroforetico. Os resultados agora obtidos pela andalise direta
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de DNA confirmaram a orgvaléencia de hketerozigotos zlfa* na
ropulac3o estudada em 24,3% ( 1® em 47 1ndividuos analisados ..
valor esse wmulto proximo do esperado segundo a lel1 de Hardy-
Wweinberg (100) ECsse resultado confirma que, nessa Populagaon, a
frequencia do hapldtipo -0 pode ser estimada em @,123,
semelhante a0s valores wverificados em outras populacgoes
negrodlides, como nas populac8es negras americanas, africanas e
da Jamaica (49,74), e apo obtido no estudo de 41 pacientes com
anemia falciforme, reallizado por Costa e colaboradares ( 1989 )
(13), am RibeirZa Freto ( SP ) ( /41, 28% ) Aleém disso, esse
estudo corrobora os dados anteriormente obtidos (100) que

demonstvram que a analise eletroforetica de sangue de cordao

umbilicali, embora limitada no diagnastico individual dos
heterozigotos da talassemia alfa*, pode ser usada Com
confiabilidade em estimativas pPopPulacionals, desde gque =&
frequéncia de heterozigotos seja devidamente corrvigida, a

partir da freguéncia génica calculada segundo Hardy Weinberg.
Js dados obtidos tambeém 11lustram a dificuidade de diagnostico
da talassemia alfa”, sendo a analise de DNA o metodo mais
seguro nha deteccdo dos heterozigotos. Esta metodologila permite,
ainda, a caracterizacao da base molecular da talassemia. Na
‘populagio aaqui analisada, todos cs-casos detectados foram da

e

delegano - o despeito da elevada Ffrequéencia desse ti1po de
alterac3o molecular, a dele¢ao -0a*'# ags1m comoc a forma
al¥a®, embora n3o detectadas em nossa amostra, podem coexistlr

nessa popuiacio., com frequéncias reduzidas, devido ao alto grau



de miscigenag3c que a caracteriza.

Como ocorve com a talassemia beta ¢ a hempglobinopatia &, as
mutacDes que originaram a talassemia alfa parecem ter sido
selecionadas favoravelimente naquelas dreas onde a maldria €
endémica, explicando sua elevada freqiéncia em populagles
originarias destas regides (7,30), como € o caso da nossa
populagio. Experimentos in vitro comprovaram que o crescimento
do Plasmodium falciparum € marcadamente retardado em hemacias
que contém Hb H, além destas ceélulas apresentarem maior
propensio a fagocitose por mondcitos do sangue periférico
(54,123). No caso da forma alfa*, homo e heterozigdtica, e em
heterozigotos da forma alfa®, esta hipdtese € baseada apenas em
estudos epidemiocldgicos, e experimentos in vitro realizados
recentemente demonstraram que a invasdo e o desenvolvimento do
Plasmaedium falciparum em hemdcias de portadores da talassemila
alfa* homozigdtica saoc normals (7@). Assim, em negros, onde 3
forma prevalente de talassemia e a 3alfa*, a correlac8o com a
maldria permanece sem compravagcio experimental, pois a selec¢ido
favoravel dos vraros portadores da Doenga da Hb H n3c poderia
justificar a manutengio desse polimorfismo nessas populagdes.

foi sugerido por Schmaier (?B), em 1973, que valores de UCM
diminuidos, ao nascimento, poderiam ter significado no
diagndstico das formas ‘“‘assintomaticas” de talassemia alfa.
Trabalhos subseqientes demonstraram <que, embora as médias
possam diferir entre os diferentes gendtipos, ocarre grande

sobreposigao individual com os valores encontrados entre as
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normalis V27 ,4%9,57) . Em nosso estudeo antericor (1e9), a
comparacao dos valores de Hb € dos i1ndices VCM & HCM obtidos
entre os homozigotos ga ftalassemia alfa‘, 0s heterozigotos e
aqueies receém-nascl1dos nos quals a Ho Bart 's n3o foi detectada,
mostrou diferenga significativa das meédias do UCM e HCM, de
grupo para grupo. Como o agrupamento foa feito segundo o
percentual de Hb Bart's encontrado, o ultimo arupo 1ncluiu
cerca de 50X dos heterozigotos presentes na amostra que, pPoOr
autro iado, deixaram de fazer parte da determinacao Jdos
parametras estatisticos do seu praprio grupo. Para
compiementacdo do pPresente trabalho foram comparados HM, Hb,
Ht, VCM, HCM, percentagens de Hb Amx, de Hb F, e de
reticuldcitos, entre os individuos cam genotipo de heterozigose
da talassemia ailfa* e o0s 1ndividuos normais. O0s testes
estatisticos revelaram que a Hp, o Ht, as percentagens de Hb
An, de Hb F =2 de reticuldcitos nlo diferem significativamente
entre 0S5 dDO1S 3Jrupos, Ou Seja, E55es parameftras n3o Se
correlacionam com =2 presenga de talassemia alfa® Por outro

lado, a media do ndmevo de hemacias ( HM ) dos heteroczigotos

foi1 significativamente malor que a dos nNormais, enquantg o
1nverso ocbrreu com o VCM e HCHM, cujas médias toram
‘s1gnificativamente menores Ng entanto, a despeirto das

diferencas das medias, € em acordo com o0s ocutros estudos
citados, neste e no trabalho anterior, a distribuigi3o dos
vaiores encontrados nos talassémicos se incluiu na distribuicio

observada nosS 1ndividuos normals. Asgim, embora as medias



“l

desses parametros permitam diferenciar os diferentes grupos, €En
casas 1ndividuals esta distingc3c n3o pode ser realizada.

Com relac3o a associacio com outras hemoglobinopatias, Mears
e colaboradores (74), em 1983, sugeriram que em Ppopulagsies
negras africanas e americanas, a fregquéncia da talassemia alfa”
poderia estar elevada em adultos heterozigotos € homozigotos da
Hb <, quando comparada ao restante da populagio. A presenca
concomitante da talassemia alfa melhoraria a evoluciao ciinica,
prolongando a wvida media dos paclientes com anemia falciforme,
atraves dos mecanismos Ja descritos. Qutros autores, no
entanto, consideram discutivels os efeitos benéficos ariginados
pela associa¢3o destas duas hemoglobinopatias (4,82). Ballas e
colaboradores (4), em 1989, verificaram uma correlacdo positiva
entre a deficiéncia do gene alfa e a prevaléncia e a extensdo
da necrose avascular de fémur e de umeroc em portadores da
anemia falciforme. & correlacio se deu, provavelmente, em razao
jo aumento do hematdcrito e, consequentemente, da viscosidade
sanguinea, ocasionados pela presenca de talassemia alfa. A
comparagio ga frequéncia de heterozigotos alfa* aqui obtida, em
poPulacao normal, com aquela obtida por Costa e colaboradores
«13) em 41 pacientes com anemia falciforme ( 22% ), sugere que,
em nossa poPulagi3o, a interacao da' talassemia alfa* com a
hemoglobinoratia 5 nio teria efeito clinico significativo, pois
as frequéncias 530 praticamente 1dénticas (XH,45,°0,006;

P=¢,%4). O0s dados, povreém, n3o permitem uma CONCiUsSao

definitiva, porque, além do pequeno numero de 1ndividuos



&2

analisados, & amostragem de pacientes com anemia faiciforme,

2mbora em sua malor oarte negrolde, nio fo1 selecionada pela
COvr dos pacientes e, ainda, 1nciulu 1ndividuos de diferentes
fainxas etarias. Como se pode perceber, & na 1nvestlgagao das

modificacdes na expressac clinica da anemia falciforme e da
talassemia beta onde se da a malar aplicagdo clinica do estudo
da talassemia alifa" Nesse sentido, somente a metodoclogia de
analise de DNA possibiiata a deteccdo, e, portanto, a
invest1gaciao dlrerta desta assoclacido em pacientes adultos. Com
reiagao a heterozigose da Hb S, foram agul detectados quatro
Casos, doils deles tambéem portadores da talassemia alfa*
heterozigotica € um da triplicacdao do gene alfa, 1lustrando
assim a frequente ocorréncia destas 1nteragdes na populacao
negrolde Drasileira. A frequéncia de portadores do trago
31Ci1émico entre os negroides com talassemia alfa* (¢ 2711,
18,24%1, empora malor, nao diferiu significativamente da
observada na amostra examinada ( 4/47, B,5% )} ( X®,.,,=0,899;
P=@,34), cujos valiores foram compativels com outros encontrados
em populiacdes negroildes do Sul e Sudeste brasileiros (%1,10%).
Com reiacio a frequencia da triplicac3c do gene alfa,
Soossens & colaboradores (3%9), em 1980, detectaram, em 289
‘hegroas americanos, apenas heterezigotos ( @,7% ), ou seja, &
cromossomos com genes alfa triplicados em 546@ cromossomos. Fel
e colaboradores (27) (¢ 1989 ), em trabalho 3a citado,
encontraram 8 heterozigotos em 481 criancas negras analisadas

{ aproximadamente i{,7% ) Embora dependentes da analise de um
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humero malor de individuos, nossos dados apontam para a
possibilidade desta freguéncia ser malor em nOossa populacdo,
pois foram encontrados 3 desses 1individuos entre os 47
analisados( 6,4% ) ( X% .u,=8,1%91, P=0,02 ) Apesar deste evento
pcorrer com a mesma frequéncila daquele em dque o0 hapldtipo
talassémico @ originado, pPO1s ambos resultam do mesmo 'Ccrossing
over desigual, a sua frequencia nas populatcBes estudadas €
menor, provavelmente porgue nao esta suj)elto a pressdo selietiva
favoravel da malaria. No entanto, sao poucos 0% estudos
existentes sobre a triplicacio oo gene alfa, que sO pode ser
detectada com o desenvolvimento do método de analise do DNA.
Pouco se sabe sobre sua frequéncia, expressac e sobre os
efeitos que produz quando cursa em concomitancia com outras
hemoglabincopatias.

A populagioc negra brasiieira, oriunda de varias tribos de
regloes litordneas do Atlantico africano, € caracterizada por
um elevado grau de misclgenacao, com 1ndlgenas brasileiros e
imigrantes eurppeus. No Estado de S3o Paulo, em particuiar, o
componente europeu gsta representado principaimente pelos
portugueses, italianos e espanhols. No gque se refere a
talassemia alfa, nosso estudo anteriory constitulu o Primelro
‘ievantamento realizado em uma popuiacﬁo negroide no pais. Com
gie ficou demonstrada a elevada prevaléncia dessa alteracido
geneética, estimada em 23,5% para essa populacao O Ppresente
trabalho confirmou, atraveés de uma metodologia mals segura e

sensivei, a estimativa feita anteriormente Apesar das



pECcUllaridanes gda pPOpulacao negroide brasileira, os dados ade
irequéncia e 0 tipo de alteragao molecular encontrada foram
similares a0s das demals poOPulacdes nedras estudadas. No
entanto, a alta frequéncia da tripiicaclio do gene alfa e
conspilcua. Assim, 05 resuitados agqul apresentacos apontam para
a continuldade da 1nvestigacao da talassemia alfa nesta
popuiagdoc Entre os varios aspeccosla serem melhor estudados,
pogem ser 1ncluidos a questaoc da {requéncia da tripiicacac do
aene, a i1ncidéncla da talassemia alfa nas demais suD-pOPuUiagoes
que compdem a populacdo bOrasileira, a interac3o com variantes
estruturais da hemoglobina e os efei1tos de sua 3sSS0C1ag30 com a

talassemia beta.
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Com o objetaivo de avaliar, atraves da analise de DNaA, &
frequéncia da talassemia alfa* em uma populacaoc negroide
brasileira, e compara-la com a frequéncia esperada, estimada
anteriormente para essa populacdo atraves de metodoliogia
eletroforetica ¢ detecc3o e quantificacdo de Hb Bart's em
sangue de cordac umbilical ), 47 individuos negroides,
escolh100s ao acasoc na populacdo normal, foram analisados.

s resultados obtidos demonstraram 21,3% ¢ 10/47 Y de
heterozlgotos dessa forma de talassemia ( -q/ax) na amostra
estudada, valor gque nio difere significativamente da frequéncia
esperada ( 22% . confirmando assim a frequéncia do haplodtipo
talassémico (_g), calculada em 9,125 Todos os casos detectados
apresentaram o hapldtipo -a®7 (“rightward deletion”}. Tambem
foram detectados 1 homozigoto (-0 /-0 ), e 3 heterozigotos da
triplicagio do gene alfa ¢« aco/ oo ), demonstrando a presencs,
n3o0 rara, do cromossomoc gag “NTF?7 nessa populagi3o.

4 comparacao dos dados hematoldgicos dos i1ndividuos normals
com os heterozigotos da talassemia alfa* mostrou Qque as medias
do ndmeroc de hemacias e dos 1indices YCM e HCM diterem
‘significativamente entre esses d015'grup05; a medilia € maior no
pPY1imeliro £aso L\ numero de hemacias } 8 menor nos outros gols
{ VCM e HCM ) No entanto, a distribuilgao dos valores ndo

permite a identificac3o individual.
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Com relagdo a assoclagaoc com outras hemoglobilnopatias, 2
heterozigotos apresentaram concomitantemente heterozigose da Hb
S.

Esses resultados comprovam, atraves da analise direta dos
genes da globina alfa, a elevada freqiéncia da talassemia alfa*
ha populacido nepgroide estudada. Confirmam que a anidlise
eletroforetica, embora limitada na identificagdo individual dos
heterozigotos. pode ser usaga com confiabilidade em estudos
populacionais, desde oque a frequencia obtida se)a devidamente

corriglida, caom base nos homozlgotos, cuja detecgio, por esse

meétodo, 8 segura.
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In order to evaluate the frequency of deletion type alpha”
thalassemia in a Black Bra=zilian population, and compare 1t
with the expected frequency, previously estimated by
electrophoretic methodology, DNA from 47 black 1individuals,
randomly selected from normal population, have been analysed.

The results demonstrated 21,.3% ( 18/47 ) of heterozygous for
thalassemia ( -o/ oo Y in the sample studied. This value was
similar of the expected frequency ( 228% ), corroborating the
previously estimated frequency of thalassemic haplotype (o),
of ©,125. All detected cases showed the -a @7 haplotype
( "rightward deletion” ). There were detected 1 homozygous and
3 heterozygous for alpha gene’'s triplication ( qgac/aa ), which
suggest that the presence af the agag "“"¥L—.¥ chromosome in
the studied papulation 15 not s rare event.

The comparison of hematological’'s data between normal
individuals and alpha* thalassemia heterozygous showed that the
mean value of red cells count and VYCM and HCM significantly
differ among these 2 groups. However, the distribution of these
values doesn’'t allow individual identification of affected

persans.



Two heterozygous for alpha thalassemia were Hb S
heterozygous.

Qur resultse confirm, by direct analysis of alpha globin
genes, the high prevalence of alpha* thalassemia in the black
population studied. The data strongly indicate that
electrophoretic analysis, although limited in individual
identification of heterozygous, may be applied in populational
etudies, provided that the gene frequency 1s properly corrected

according by to homozygous frequency detected.
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APENDICE 1 - SOLUCGES, TAMPBES, CORANTE

I. ANALISE DAS HEMOGLOBINAS

Tampao Tris-£DTA-Borato, pH 8,6

Tr1 (higroximetil} - amino metano.

EDTA. o S . R
ACLdo DOrlco. . . ...

agua destilada. ... ... .. ... . . ...

Tampao Citrato, pH 5,8
Citrato de tri-sodio di-hidratado

Agua destailada... ... .. . ........

fampao Fosfato, pH 6.5
Fosfato monobasico de potassio. .
Fosfato bibasico de sodioc. . ... .

agua destilada

......... .. 15,89

............ 1000ml

1000ml



8é&

Solugao de Benzidina

Benzidina. . . . . . . . 1,09

Nitroprussiato de sodio. . . .. .. .. ... ... ... .. 1,05
‘Acido acético glaciral. . . ... ... . . . ... ... ... .. 100ml
agua destilada. ... . ... . . ... ... 300ml

II - ANALISE DE DNA

1. Extracdo

Tamp3io de Lise das Hemdcias

Cloreto de sadio0. . . .. .. . v, .. 19omM
Cloreto de magnésio. .. ... . . o SmM
Tris-HC1 pH 7.5.. . . o 10mM

Tamp30 de Lise de Globulos Brancos

UrS1a . . . . . M
Cloreto de sadio. . ... .. .. ... . .. ... ... @, 3M
EDTA . . . 10mM
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Mistura Fenol-Clorofdrmio-alcool Ispamilico

Fenol baidestilado..... . ... .. .. .... ... .250mi
Clorofdrmio. . . . . .. ... 240mi
‘alcool 1s0amilico. . .. .. 10mi

0 fenol & 1nicilalmemte saturado com 125 ml de solvente agquoso
( Tri1s-HC1, pH B8,@, SemM, EDTA 10mM, cloreto de sodio 1omM, 8-
hidroxiquinolina, Z00mg ), e em sequida misturado ao

cloroformio e alcool.

3. Eletroforese

Tamp3o TEB, pH 3,0

Trizma Base ¢ Sigma T-15@% .. ... ... ........ 10,89/1
acido borico. . ... ... ... ... o, 5,5a/1
EOTA @,28M. . .. .. . ... .. ... 10,9 ml

4. Transferencia

Soluciao Alcalina (Desnaturante
Hidroxido de sodio. . . .. ... ... . ... ... .. .. ?.5N

Cloreto de sodio. .. . .. .. ... ... . ... ... ... 1,5M

Solugi3o MNeutralizante
Cloreto de sodio. . .. . ... .., 3,0M

Tris-HCl pH 7,5, . . . ... .. .. .. ... ......9,5M
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Spolucio de Transferéncia ( 20 x S55C )
Cloreto de sAdio. . .. . . . . 3,0M

Citrato de sodio. . . . . . . 0, 3M

5. Hibridiza¢So

a. Preparo da Sonda

Meio de Cultura LB

TriptONa . . . . e 14
Extrato de Levedura. .. . ... . ... ... ... .. ..... 0,954
Cloreto de sodio. .. . . . . .. . . . 1%

0O pH & ajustado em 7,5 com acido cloridrico concentrado.

Lise Alcalina - Solugao [

Glicose. . .. . . . SOmM
Tris-HC1 pH 8,@. . . . . . . . ... 25mM
EDTA . . . e 1OmM

Lise Alcalina - Solugdo II

Hidraxido de s3d10. . . . . . . . @, 2N



¢. Hibridiza¢3ao e Autoradiografia

Solu¢cdo de Pre-Hibridizaciao
Formamiaa . .

5DS. . ... ... ...

Tris-HC1 sH 7,3. .

Zolucdo de Denhardt s

#50iucio de Denhardt ‘s
Potivinil-pirrolidona ¢ PUP-340 )
Ficall 409 . . .. ... . ... .. ..
BSAa ( Sigma aA-4378 . ... ... ...
S50lugdc de Hibridizacio

Formamida . .

Tris=HCl pH 7,5.. .. . ... .. ..

Solucdo de Denhardt’s

Dextran-sulfato. .

3%

= 1 } 4

......... 2g/s1@em!

c2g/100mi

. .29/190ml



Tamp3o de Lavagem 1

SSC.. ...

20

o X
SO . oo LQ,1%
Tamp3o de Lavagem 2
SSC. .. o 0, Lx
SOS . . @,1%



APENDICE 2

TABELA 5 - CARACTERISTICAS HEMATOLSGICAS DOS INDIVIDUOS COM ALTERACAG DO GENGTIPO ALFA

21

GENGTIPO . CASO PADRXD HM Hb Ht VCM HCM  HbAe HbF HbS  RET
DE Hb  (xi@/mm®) (g/d1) (X) (f1) (pg) (X} (X) Xy (X

—a/oq MHA Az, A 5,48 13,6 45 B2 28,5 2.3 9.4 - 98
-Q /00 AADP fa, A 4,69 13,35 40 8S 29,6 2,3 0,4 - 8.7
-0/Q0 TJH fe.A 4,66 13,5 49 86 29,94 2,2 @4 - .4
-a/aa HTS A, A 3.4 13,9 43 80 25,5 31 09 - 0,9
-Q/o CRS fe, A 5,435 15,3 44 84 29,4 2.5 @7 - 04
-a/aa EPC Ag.A 6,08 16,1 46 80 27,7 2.2 0.4 - 0.8
-/ a0 0JB Az, A 3,70 16,2 53¢ 89 1@28,8 2,8 0.9 - 8,9
-a/ oo ABM Az, A 3,50 14,6 45 83 26,9 2.5 9,7 - 1,9
-0/ oo MPN Ae,S,A 6,30 17,2 50 83 28,6 2.7 0,3 2535 1,1
-/ Qo JRF Ae,S,A 3,1 14,3 44 78 27,7 3.4 0,6 28,0 1,0
-a/ -0 JES A, A 6,71 14,5 53 8 22,7 2.2 o9 - 1,2
oo/ 00 MMVR Az, A 4,03 11,9 3 9 29,4 2,8 1,0 - 0.8
oo/ oo EJA Az, A 3,83 18,¢ 54 94 31,2 2,6 1.9 - 1.1
aaa/laoa GS Az, S, A 6,23 15,8 45 76 265 1,3 07 29,0 1,0




TABELA & - COMPARACKO DOS DADOS HEMATOLGGICOS DE HETERGZIGOTOS DA TALASSEMIA ALFA+ E

INDIVEDU0S NORMAIS

ep

DADOS HEMATOLSGICOS HETERDOZIGOTOS (n=1d) NORMAIS (n=33) TESTE ¢
se¢dia desvio padrio sedia desvio padrio (a=9,05)

HH 5,52 9,53 5.05 9,39 -2,2544

(x 16%/am°) P=90,03
Hb 15,02 1,26 15,04 1,42 ®,8327
(9/d1) P=¢,97
Ht 44,84 3,30 44 24 4,14 -9,4134

(%) P=0,48

UCH A3, 8¢ 3,23 87,47 5,14 2,70e¢%
(1) P=9,01

HCH 28,11t 1,19 29,82 1,40 3,1173
{pg) P=¢,01

Hb Ag 2,60 9,40 £, b4 9,38 9,2604

(X) P=9,80

Hb F 9,59 e, 24 9,33 0,25 Z¢*' 0,865

%) P=9,21

Ret 0,74 9,24 .74 9.33 -9,185@

(%) f=9,85

{*) - teste nao parametrico de Wilcoxon



