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fAs doencas conseqgilentes as alteragtes hereditdarias das hemoglo-
hinas compreendem um grupo heterogéneo de condigoes clfnfcas
onde estio representadas algumas das mais Ffreqientes doengas
hereditdrias humanas (87). Essas alteragoes comprometem o hene

on as cadeias de globinas. As anomalias genéticas envolvendo o

heme, além de extremamente raras, sao ainda pouco conhecidas. O

termo hemoglobinopatias esta, pois, praticamente restrito aos
distirbios hereditdrios da estrutura ou do ritmo de sintese das
cadeias de globinas. As hemoglobinopatias podem ser classifica-
das, de uma forma geral, em quatro grandes grupos, cujos limi-
tes ﬁgm eatBo ainda rigorosamente definidos? o primeiro com-
preeende as alteragoes estruturais das cadeias globinicas: as
sindromes talassémicas, caracterizadas pela supressio parcial
ou total da sintese de um ou mais tipos de cadeias globinicas,
correspondem ao segundo grupoy um terceiro contingente apresen-—
ta alteracies tanto na estrutura como no ritmo de sintese das
cadeias de globinas; e, finalmente, existe um grupo heterogéneo
de alteragoes clinicamente assintomdticas, denominadas
“Persisténcia Hereditdria de Hemoglobina Fetal”, caracterizadas
pela produgfo de quantidades apreciaveis de Hemoglobina Fetal

{(Hh Fetal) apds o periodo neonatal (87).

As sindromes talassémicas s8o0 representadas por um grupo hete—
raogéneo de doengas cujo mecanismo fisiopatoldgico basico € de-

corrente da sintese deficiente de um dos tipos de cadeias da
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hemoglobina, estando o outro preservado. Mais raramente, pode
estar afetada a sintese de mais de um tipo de cadeia simualta-—
neamente (4,26,86). A classificacio das talassemias depende da
cadeia cuja sintese estad reduzida (talassemia alfa, talassemia
beta, talassemia delta, delta-beta, etc) 9. A menor produgfo
de cadeias de globinas condusz & formagio deficiente de hemoglo-
hina e, consequentemente, microcitose ¢ hipocromia, caracteris-—
ticas dessas sindromes ({). Como a sintese de cadeias nio afe-
tadas permanece inalterada, o seu excesso relativo provoca =a
formagio de agregados instaveis de cadeias que nlo se combina-
ram com & cadeira complementar. ﬁ precipitacio desses aygregados
determinam lestes na membrana celular e distirbios metabdlicos
VArins, que seriam responsaveis pela destruigio prematura dos
eritroblastos na medula ossea, e pela re%uxida sobrevida dos e-

ritrécitos na circulagio (8.

Na talassemia alfa ( o), a disponibilidade reduzida de ca-
deias alfa no feto resulta em acimulo de cadeias gama & ),
que se agregam em btetrameros, dando origem a uma hemoglobina a-
nomala, denominada Hemoglobina Bart’'s (Hb Bart’a) ¢ Ly )
{456,82,86). Essa hemoglobina foi identificada e caracterizada

pela primeira ver no Hospital S3c Bartolomeu de Londres
(conhecido por Bart’s), por fger e Lehmann, em 1958, em uma
crianga com 4 semanas de vida, portadora de alteragoes hemato-
logicas compativeis com talassemia. A Hb Bart’s exibe afinidade
aumentada pelo oxigénio e € mais resistente ao tratamento alca-

lino que a Hemoglobina & (HbA), embora menos resistente gque a

Hb Fetal. Posteriormente, foi observado que nesses pacientes,
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acompanhando a redugfo na produglo de cadeias gama, havia, com
o decorrer do tempo, diminui¢&o da concentragio de Hb Bart’'s
(85). Em alguns individuos adultos com talassemia alfa havia
wecesso de cadeias beta (. ﬁ ), dando origem a formagio de
Hemoglobina H (HbH)Y (. B4 ). A HbH é instdvel e tende a formar
precipitados nas hemdcias, que podem ser visualizados & micros-
copia dptica apds incubagfo com azul brilhante de cresil
(corpos de inclusfo de HbH). A afinidade pelo oxigénio € eleva-
da, com valores cerca de der vezes maiores que a da HbA. A& HbH
foi descrita em 1955, por Rigas, Kohler e Osgood, nos Estados
Unidos, e, independentemente, por Gouttas e colaboradores, na

Grécia (16,85).

A elevada prevaléncia da talassemia alfa nas populagies asiati-
cas facilitou seu estudo extensivo nessa regiio, principalmente
na Tail@ndia (53). Nessas populagoes foram descritas duas for-

mas principais da doenga, uma com manifestactes laboratoriais
discretas, denominada talassemia alfa—-2, e outra com manifesta-
¢les mais acentuadas, a talassemia alfa-i. Cada uma dessas for-
mas, ou a intera¢io delas, pode dar origem a quatro sindromes
clinicas: a primeira delas , a heterozigose da talassemia al-
fa-1,é caracterizada hematoldgicamente por discretas microcito-
se e hipocromia, com peqgueno grau de anisocitose € poiguiloci-
tose, diminuicio da fragilidade osmotica, nivel de hemoglobina
ligeiramente diminuido ou normal, contagem de hemdacias geral-
mente maior que 5 milhtes, e presen¢a de 5-10% de Hb Bart’'s ao
nascimento, sem alteragdes hemoglobinicas no adulto. A segunda,

a heterozigose da talassemia alfa-2, cujos portadores nio apre-
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rr

sentam qualquer alteracio hematoldgica, nem das fragdes hemo-
globinicas do adulto, é caracterizada pela presen¢ca de § - 3%
de Hb Bart’'s ao nascimento. A terceira sindrome € a Doenca da
HbH, resultante da interaglio entre a talassemia alfa—-1i e a ta-
lassemia alfa-2, caracterizada por anemia hemolitica cronica de
intensidade moderada. 0s portadores apresentam hepatoesplenome-
galia, moderada reticulocitose, redug8o na fragilidade osmdti-
ca, presenga de 23~-50% de Hb Bart’'s ao nascimento e 5 - 30X de
HbH na vida adulta. A anemia pode tornar—-se mais grave durante
a gravidesz, infecgdes, ou apdés a ingestdo de drogas oxidantes,
que aceleram a oxidacio e precipitacfo da HbH. 0 sangue perifé-
rico mostra microcitose, hipocromia, poigquilocitose, policroma-
tofilia, células em alvo, € as hemdcias apresentam corpos de
inclusfo apds incubagao do sangue com azul brilhante de cresil.
b
A quarta sindrome € =a Hidropisia Fetal por Hb Bart's
(homozigose da talassemia alfa-1). Essa alteragfo clinica tem
como conseqiiéncia a morte intra-uterina, ou algumas horas apos
o nascimento, de seus portadores. & caracterizada por anemia a-
centuada, hepatoesplenomegalia, edema, ascite e hidropisfa gra-
ve. O sangue periférico apresenta intensa anisocitose, poigui-
locitose, hipocromia, reticulocitose, presenca de numerosos e-
ritroblastos, e contém essencialmente Hb Bart’s, podendo apare-
cer pequenas quantidades de HbH e Hb Portland I (embriondria).
A afinidade elevada pelo oxigénio da Hb Bart’'s impede a efetiva
oxigenacao dos tecidos, causando hipéxia grave, que e, em

iltima analise, a causa da morte fetal (10,48,54,84).

Em relacio as sindromes descritas, duas hipéteses alternativas
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foram propostas para explicar o mecanismo genetico da talasse-
mia alfa (10). De acordo com a primeira hipdtese, somente um
“locus” em cada cromossomo controlaria a sintese de cadeias al-

fa, com dois tipos de genes alelos de diferente gravidade® um

to
associado & auséncia completa ( < ) € o0 outro & reduglo par-—
ot
cial da sintese de cadeias alfa ( Y. Assim, o heterozigoto
io
da talassemia alfa—-1 seria portador do gene o< em um  dos

xo
o< v o< )

e o heterozigoto da talassemia al-

1+ t+

O( (. &< / CXZ_); a Doenga da
£° x¥

HbH seria causada pela interagdo dos genes o< e X

b St C<i+ ,
¢ &, Y, e a Hidropisia Fetal por Hb Bart’'s pela homo-
.’:o to io
zigose do gene o< ( oL / oL Y. A segunda hipotese propu-

cromossomos

fa~2 seria portador do gene

nha que o “locus” da cadeia alfa estaria duplicado, e os indi-
viduos normais possuiriam um total de guatro genes, dois por
genoma hapldide ( > X / ol oK Y. Dessa forma, as manifesta-
¢Oes da doenga estariam associadas ao nimero de genes nao  fun-
cionantes. Assim, 0 heterozigoto da talassemia alfa-i teria
dois genes nao funcionantes nNo  mesmo  Cromossomo
to io
( ol oL / ol o< Y3 0 heteroxzigoto da talassemia alfa-2 apenas
um gene naoc funcionante ( o¢téo<n/ ol o< Yy a Doenga da HbH
seria ocasionada pela auséncia de atividade em trés genes
x°  x° x°
( O™ oL / o X Y, &€ a Hidropisia Fetal por Hb Bart’s geria

causada pela auséncia total de atividade génica

x> 8 LSS <
¢ X oL, o oLy

Apesar da demonstracfo de que o “locus” alfa era duplicado em
muitas espécies animais, a ocorréncia dessa duplicaglo na espé-

cie humana permaneceu obscura durante muito tempo, € somente
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foi esclarecida com o emprego de métodos de andlise do acido

desoxirribonucleico (DNA) (43,58,77).

A organizagio e estrutura dos genes humanos das cadeias de glo-
binas foram melhor definidas nos dltimos anos com o emprego de
nova metodologia de andalise do DNA. Entre esses métodos desta-
cam—se& a analise dos fragmentos do DNA apds digestHo com endo-
nucleases de aglo restrita, e a formaglo de clones celulares u-
tilizando genes humanos € tecnologia de recombinacio do DNA
(40). Os genes para as cadeias alfa s8o duplicados na espécie
humana, ambos localizados no cromossomo 16, e separados por
cerca de 3.709 bases nitrogenadas (9,20,83).

0s estudos de Genética Molecular, associados as analises de
sintese “in vitro” de cadeias de globinas e quantificaglo das
propor¢eoes de dcido ribonucleico (RNA)Y mensageiro de cadeias
alfa e beta, facultaram o esclarecimento das anormalidades mo-
leculares envolvidas nas talassemias alfa  (20,39,57,58,64,%0).

A talassemia alfa-1i estd associada & completa auséncia de pro-
dugio de cadeias alfa, oriunda de deficiéncias envolvendo ambos
os genes do mesmo cromossomo ( T/ o X Yy ou, alternati-
vamente, totalmente um dos genes e parcialmente o outro, que,
no ertwico, permanece inativo, denominado “gene disfuncional”
« = (OL)/ < OC.). Na talassemia alfa-2 ocorre uma redugio
parcial da sintese, resultante de deficiéncia em um dos genes
( — 0<"/ <X o< )y, ou de alteragfes onde ambos os genes estdo
presentes, mas o gene talassémico apresenta atividade reduzida

T
¢ o< O<U/ ol o< ) (85,87). Em algumas populagdes, ocorrem ain-—
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da variantes estruturais da cadeia alfa, resultantes de muta-
Goes no codigo de terminacio da cadeia, com conseqiiente forma-—
¢20 de cadeias alfa alongadas. Fssas cadeias sRo sintetirzadas
em ritmo lento e assim produzem, em seus portadores, fendtipo
de talassemia alfa. Dessas variantes estruturais, as mais Ffre-—
gilentes sio a Hemoglobina Constant Spring, no sudeste da A&sia,
e a Hemoglobina Koya Dora, em certas regites da India

(19,85,87).

O0s estudos de mapeamento génico, gue possibilitaram uma maior
compreensio da talassemia alfa, resultaram em propostas de no-
vas nomenclaturas, com o intuito de proporcionarem melhor cor-
respondéncia entre fenotipos € gendtipos ). A tendéncia a-
tual € denominar os diFerentegktipos de talassemia alfa com no-
menclatura semelhante & adotada para as talassemias beta.
Assim, a deficiéncia completa dos genes no genoma hapldide cor-
o<’
responderia a talassemia alfa® ( Y, com a consegilente gu-
pressio total da sintese de cadeias alfa. Por outro lado, a de-
ficiéncia de um inico gene seria denominada talassemia alfa+
o<t
) com redugio parcial da sintese de cadeias alfa. Essas

duas formas poderiam se apresentar nos estados de heterozigo~

se¢, homozigose, ou em interaglo (Tabela 1) (13,85,87).

Conley e colaboradores, no Johns Hopkins Hospital (Usa), em
1960, mostraram que propor¢oes variaveis de recém-nascidos (RN)
negros apresentavam quant idades detectdveis de Hb Bart's em
sangue proveniente de corddo umbilical. Andlises hematoldgicas

cuidadosas e estudos familiares destes RN sugerivram que eles
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seriam portadores de talassemia alfa (39). Nas populagtes de o-
Figem africana, a incidéncia de individuos com caracteristicas
fénotfpicas de talassemia alfa, como microcitose e hipocromia,
atinge valores de até 4% (3. No entanto, nio existem, nas po-
pulacfes negras estudadas, descri¢des de Hidropisia Fetal por
Hb Bart’s. Além disso, a Doenga da HbH € extremamente rara, e
em geral nio t%o grave como aguela observada em individuos a-
siaticos e mediterraneos. Fsses dados conflitantes dificultaram
sobremaneira avinferpretacﬁo a respeito do significado da pre-

senga da Hb Bart’s nas populagdes negras (11,35,83).

0 estudo da estrutura dos genes humanos com mapeamento génico
elucidou os aspectos contraditdrios da talassemia alfa em ne-

aros. Foi demonstrado que a forma de talassemia alfa prevalente
1

s

nessas populacbes ¢ a alfa+, isto &, hd deficiéncia de um dni;o
gene no genoma haploide, e que a forma alfa® (deficiéncia de
dois genes em posi¢io “cis”) & praticamente inexistente. Assim,
aqueles individuos gue apresentavam fendtipo idéntico ao da ta-
lassemia alfa , possuiam na realidade o genotipo de homozigose
da talassemia alfat ( — o< /S o< Y, ou deficiéncia de dois
genes alfa em posicio “trans”. Esses dados explicam a inexis-
téncia de Hidropisia Fetal por Hb Bart’s, e os raros casos de

Doenc¢a da HbH provavelmente tenham se originado de eventuais

recombinagdes aénicas (15,17,20,34,35,36,70).

0 diagndstico da talassemia alfa pode apresentar grandes difi-
culdades, pois apenas dois estados wpressam alteragbes clini-

C as significativass a homozigose da talassemia alfa®
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(Hidropisia Fetal por Hb Bart’s), e a intera¢gdo das formas alfa’®
e alfa+ (Doenga da HbH). Os demais estados nio apresentam mani-
festagbes clinicas, ¢ as alteragtes laboratoriais s3o pouco
perceptiveis no adulto (16,35,85,87). No entanto, a presenga de
Hb Bart’s em sangue de cord8o umbilical permite identificar a
doenga no periodo neonatal, e, além disso, é possivel correla-
cionar a propor¢io de hemoglobina anomala encontrada com a pro-
vavel constitui¢io genotipica (2,35,36,46,49,56,63,66,80,82).
Desse modo, um RN na populacio negréide gue apresenta niveis de
Hb Bart’'s superiores a 4% sera quae certamente homozigoto da
talassemia alfa+, ao passo que valores iguais ou inferiores a
esse indicarfo os heterozigotos da talassemia alfat+  (35,38).
Egssa correlagio foi inicialmente formulada a partir dos estudos
conduzidos na Tailandia, e posteriormente confirmada por estu-

3

dos de sintese “in vitro” de cadeias de globinas, € de mapea-
mento génico com endonucleases de aglo restrita
(2,27,34,35,36,44,49,53,85,87). O periodo neonatal apresenta-se
entSo propicio ao reconhecimento dessas formas de talassemia
alfa, pois no adulto a HbH n&o ¢ detectada gquando em PpPequUeENas
quant idades. & importante ressaltar, entretanto, que a detecgiao
da Hb Bart’s ¢ sua quantificacfo apresenta certas limitagtes no
reconhecimento da talassemia alfa, pois em muitos casos de he-
terozigotos da talassemia alfa+, as quantidades de Hb Bart's
sRo indetectdveis, e, além disso, foram descritos alguns casos
de individuos com gendtipo normal € com Hb Bart's (5). Apesar
dessas limitacgoes, existe consenso na literatura que na ausén-
cia de métodos de andlise do DNA, a quant ificagio da Hb Bart's

a0 nascimento é um.indicador seguro da presenga da talassemia
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alfa, embora o nimero de heterozigotos seja, por essa técnica,

subest imado (33,34,35,34,46,49,56,67,80,82) .

A talassemia alfa pode estar associada a altera¢oes estruturais
da hemoglobina (22,36,37,38,73,74,75) ou as talassemias beta

(5,45,52). A interacio da talassemia beta homozigdtica com as
varias formas de talassemia alfa, sobretudo com a homozigose da
talassemia alfa+, resulta em melhora nas manifestagdes clini-
cas, pois ha redu¢fo no desequilibrio entre a sintese de ca-

deias alfa e nio-alfa, com conseqilente diminui¢lo de cadeias

alfa livres (9).

A interagio entre a homozigose da hemoglobinopatia 8§ e a homo-
Zigose da talassemia alfa+ resulta em modificaghbes na apresen—

i
tacio laboratorial e clinica dos pacientes com anemia falcifor-

me. Nesses casos estfo elevados a contagem de hemdcias, os ni-
veis de hemoglobina € o nivel de Hb Ay, A0 PASS0 que estao re-
duzidos o volume corpuscular médio (VCM), a hemoglobina corpus-
cular média (HCMY, a concentragio da hemoglobina corpuscular
média (CHCM), a contagem de reticuldcitos e de células irrever-
sivelmente falcizadas (CIF). Além disso, as hemacias apresentam
maior deformabilidade, & sua sobrevida em circulaglo é signifi-
cat ivamente prolongada. Essas modificagtes parecem estar funda-
mentalmente relacionadas & diminui¢Ho da concentrag@o intrace-—
Tular de HbS, oriunda da talassemia alfa. A heterozigose da ta-
lassemia alfa+, por sua ver, parece nio alterar significativa-
mente a expressio clinica e‘laboratorial das doengas falcifor-

mes, embora os dados a esse respeito sejam ainda contraditérios
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(1,12,14,19,21,23,32,36,54,72,76,89) .

Como ja referido, a talassemia alfa tem uma incidéncia elevada
entre os povos asiaticos, € sua ocorréncia foi assinalada na
Indonésia, Maldsia, Ceilfo, Filipinas, India, China, Tailandia
e Camboj=z (49,53,60,64,85). €& também encontrada no Oriente
Médio (Iémen, Iraque, Libano, Turquia e Ardabia Saudita)
(39,62,85) ¢ na regido do Mediterraneo, principalmente na
Grécia e na Italiw (28,29,44,45,52,80,8{,83). No continente a-
fricano, a talassemia alfa tem distribui¢io praticamente uni-
versal, com prevaléncia elevada de talassemia alfa+
(24,25,30,31,36,55,63,66,67,79,85,88) . Na América Latina, a ta-
lassemia alfa foi detectada no México, Cuba, Jamaica, Colombia,
Peru e Costa Rica (3,13,18,41,50,48,69). No Brasil, .08 dados =a

b
respeito da talassemia alfa sRo escassos. SHo conhecidos poucos
casos de Doenga da HbH, e nos levantamentos populacionais exis—
tentes nBo foram utilizadas metodologias adequadas para detec—
¢80 de talassemia alfa, ou a populagio estudada ndo era uma po-

pulacio selecionada (13,99,91,94).
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Considerando o expressivo contingente negroide que compde a po-
pulagiao brasileira e a escassez de dados a respeito da preva-
léncia da talassemia alfa no Brasil, o principal objetivo desse
trabalho foi avaliar a incidéncia da Hb Bart's ¢ estimar a fre-
giiéncia do hapldétipo (“gene”) talassémico alfa em uma popula-
¢80 negrdide brasileira. Além disso, verificar sua possivel in-
teraglo com outras hemoglobinopatias, como a hemoglobinopatia
%, e, por intermédio do estudo das mies, avaliar a incidéncia

de talassemia beta nessa populagio.
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Neste trabalho foram coletadas, para analise, amnostras de san~-
gue de cordlo umbilical provenientes de 320 RN de m3es negrii-
des, e 317 amostras de sangue das respectivas mles. Estas foram
escolhidas ao acaéo.na Maternidade de Campinas € na Maternidade
da Universidade Estadual de Campinas (Unicampl). No conjunto,

entre as miaes analisadas, 427 eram nulatas e 9B8% negras.

As amostras de sangue de cordfo umbilical foram coletadas em

frascos contendo heparina como anticoagulante, na concentragio
i

de 15-20 UI/ml de sangue, e as de mies em frascos contendo EDTA

(sal di~soddico do dacido etileno~dinitrilotetracéticao), na con-

centracao de 1,5mg/ml de sangue (14).

Todo o material foi obtido apds amplo esclarecimento sobre os

procedimentos adotados e a finalidade do trabalho.



METODOS
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1. HEMATIMETRIA

A determinagao do nimero de hemdcias, da concentragio de hemo-
globina, do hematdcrito, € dos indices hemat imétricos (VCM, HCM
e CHCMY foi feita em contador eletronico (Coulter Counter
Modelo Ssr), em periodo nunca superior a 24 horas apos a coleta

das amostras de sangue.

2. ANALISE DAS HEMOGLOBINAS

2.1 Preparo dos hemolisados

0 sangue colhido com anticoagulante foi lavado 3 vezes com s0-
TucHo salina fisioldgica (NaCl @,9%), e hemolisado pela adig#o
de 1 volume de agua destilada e 0,5 volume de tetracloreto de
carbono para cada volume de células. Apds vigorosa agitaglo e

centrifugacgio (3000 rpm, por 20 minutos), a camada superior foi
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recolhida em um tubo de ensaio, onde recebeuw uma gota de KON 1%
(para conservacio). Esta camada constitui o hemolisado livre de
costroma. Dessa forma foram preparados os hemolisados de todos
os RN e das mies que apresentaram valores de VCM menores que 82
£1, ou de HCM menores que 27 pg (limites inferiores da normali-

dade) .

A amostras de mies com Indices hematimétricos normais sofreram
inicialmente hemdélise com soluglo de saponina &,53% (%) (uma gota
de hemacias para 3 gotas de soluglo de saponina). Nos casos e
que a eletroforese revelouw hemoglobina com migragio anomala, e
em mies de RN portadores de Hb Bart®s, foram preparados hemoli-

sados de maneira habitual.

(%) Soluglo de Saponina @,5%

Saponina 9,59
Azida sodica i,0g
KCH 8,29

Agua destilada 100 wl
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2.2 Determinac3o do Padrdo Eletroforético

Todos os hemolisados (de mies e RNY foram analisados através de
cletroforese em fFitas de acetato de celulose, em tampio

Tris-~EDTA~borato, pH 8,6(%), por 30 minutos, a 220 volts (B).

0s hemolisados dos RN e de algumas mAes de RN portadores de Hb
Bart’'s foram também analisados por eletroforese em fitas de a-
cetato de celulose, en tamplo fosfato, pH 6,.5(%%), por 3@ minu-
tos, a 190 volts (B8), com o objetivo de comprovar a presenga

de Hb Bart’s, uma ver gue essa analise € especifica para detec-

cao dessa hemoglobina.

{#) Tawpao Tris-EDTA-borato

Tri (hidroximetil) - amino metano 19,29
EDTA 8,69
dcido bérico 3,29
dgua destilada 1240 ul

(¥%) Tampdo Fosfato
Fosfato monobasico de potassio 3,11
Fosfato bibasico de sedio 1,669

4gua destilada 1600 ml
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Nos hemplisados provenientes dos RN € de todas as mEes que a-
presentaram alteragoes hemoglobinicas na eletroforese em pH al-
caline, foram realizadas eletroforeses em gel de dgar 1%, em
placas de 9 x 12 cm, em tampdo citrato, pH 5,8(x), a 45 mA, 49C

(88), para confirmagio do resultado.

fi coloracio das fitas e do gel foi feita com solu¢glio de benzi-

dina(ke),

{#)  Tamp3o Citrato
Citrato de tri-sodio di-hidratado 15,99

dgua destilada 1989 ml

(¥%) Splugio de Benzidina

Benzidina 1,80
Nitroprussiato de sodio i,89
Acido acetico gqlacial 100 ml

fgua destilada 300 al
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3. QUANTIFICACAO DAS HEMOGLOBINAS

3.1 HB A,

Apis eletroforese de 10ul de hemolisado em acetato de celulose,
em tampio Tris—-EDThA~-borato, pH 8,6, a faixa correspondente a Hb
A foi recortada, € a hemoglobina eluida em 3 w1l de tamp&o,
sendo as demais hemoglobinas presentes eluidas  juntamente, em
15 ml do tampRo. Em ﬁéguida a eluigio foram medidas as absor-
vancias das duas fragfes a 441% nm € calculada a percentagem de

Hb A ,(B8).
!

3.2 Hb Fetal

A quantificagio foi realizada pelo método da desnaturagdo al-
calina (61). Consistiu da adi¢fo de ©,2 ml de hemolisado a 3,2
ml de solucio de hidrdstido de sddio 0,983N. Apds 4 minuto, fo-
Fam acrescentados 6,8 ml de solugfo de sulfato de amonio satu-
rada a S0%. Apos filtragfo, foi determinada @& absorvancia do

filtrado a 419 nm.
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3.3 Hb Bart’'s

A quant ificagio foi realizada em todos os hemolisados em que
essa hemoglobina foi detectada pela eletroforese inicial. A
quant ificaclo foi condurida pela eluicfo da faixa corresponden—
te apos eletroforese de 5 ul de hemolisado em acetato de celu-

lose, em tampRo fosfato, pH 6,5 (86).

4. TESTE DE SOLUBILIDADE DAS HEMOGLOBINAS

Foi realizado nos hemolisados provenientes das m3es portadoras
de alteragoes hemoglobinicas. Consistiu da adi¢io de 0,1 ml1  do
hemolisado a 5 ml de tampRo fosfato 2,35 M, na presenca de di~-
tionito de sodio a 1%. Apds filtraglo, foi determinada a absor-

vancia do filtrado a 540 nm (93).

5. PESQUISA DE CORPOS DE INCLUSAO DE HbH

Foi levada a efeito em sangue total proveniente de mies de RN
portadores de Hb Bart's. Consistiu na incubaglo de 2 gotas de

sangue com 1 gota de azul brilhante de cresil a 1% em sali-
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na-citrato, por i hora ou mais, a 378C (14), apdés o que foran
preparados esfregagos, que foram entio examinados ao microsco-

PiO.

Em todos esses casos, também foi realizada a contagem de reti-
culdcitos no sangue periférico, & exame morfoldgico do esfrega-

¢o sanguineo (4.

ANALISE ESTATISTICA

Tnicialmente, a analise estatistica foi voltada para o cdlculo
das fregiifncias génicas € genotipicas da talassemia alfat na
populacio estudada. Como jd relatado, nas populagles negras ¢é
considerada a existéncia de praticamente dois hapldtipos
( ol oK )

(“genes”)y alfa: o normal e o talassémico alfa+t

(— Oé). Assim, de acordo com a equagio de equilibrio de
Hardy—-Weinberg, foram calculadas as fregiiéncias génicas e esti-

madas as freqiéncias genotipicas esperadas para esta populagio

(6).

Poster iormente, foi realizada a comparagHo das variaveis hema-
toldgicas Hb, VCM & HCM entre os homozigotos da talassemia  al-
fa+, os heterozigotos, e aqueles que nio apresentaram a Hb
Bart’s., Essa comparacio se deu através da aplicagdo. aos dados

amostrais de testes de homogeneidade das wvariancias (de



Bartlett,1937), de andlise da variancia (de Fisher,i924)
comparacio das médias amostrais (Teste “t” de Student,

(6).

€
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FreqiiBncia e Quantificagcdo da Hb Bart's Encontrada em 320

Nascimentos - Estimativa das Fregqgii@ncias Gé&nicas e Genotipicas

As figuras {4 e 2 mostram os resultados de eletroforeses de he-~
molisados de RN portadores de Hb Bart’s, enquanto =& figura 3
mostra 0s de eletroforese de hemolisados de RN e de adultos

i
normais € portadores de alteracdes hemoglobinicas.

As alteractes hemoglobinicas detectadas em 320 RN e 317 mBes
estB0 relacionadas na Tabela 2. A tabela mostra que, entre 320
RN analisados, 38 apresentaram Hb Bart’'s, ou seja, 14,9% dos
casos. Destes, 4 (1,3%) apresentaram associacio com HbS, e 1§

(9,37%) com HbC.

A distribuigio de fregidéncia dos RN conforme as dosagens de Hb
Bart’'s obtidas estd representada na figura 4. A maioria dos ca-
s06 esta concentrada entre os valores de 1,5 e 4,0% de Hb
Bart's, e¢ existe nitida antimoda entre esse grupo € 0% PpoOuUCOS
casos com dosagens SuUpPeEriores a 5,%5%. Na Tabela 3 os RN foram

classificados em 2 grupos, de acordo com a guantificagio da Hb

Bart’'s. 0 primeiro compreende RN com valores entre 1,5 e 3,8%,



____ HbBART'S

— Hb A
— ' HbF

’

Figura 1 - Eletroforese de hemolisado de RN
portador de Hb Bart's.
Acetato de celulose, tampao Tris-

EDTA-borato, pH 8,6.
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A - HbBARI'S

Figura 2 - Eletroforese de hemolisado de RN portador
de Hb Bart's x hemolisado de RN normal.

Acetato de celulose, tampao Fosfato,

pH 6,5,

i
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Figura 3 - Eletroforese de hemolisados de RN e de Adultos
normais e portadores de hemoglobinopatias (S e C).
Gel de agar, tampao Citrato, pH 5,8.
1. Adulto homozigoto da HbC (CC)

. Adulto heterozigoto da HbC (AC)

RN portador de HbC

RN portador de HBS

. Adulto homozigoto da HbS (SS)

. Adulto heterozigéto da HbS (AS)

. Adulto normal (AA)

RN normal (FA)

0 N NN W N
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Tabela 2 - Alteracoes hereditarias das hemoglobinas em amostras

\ . -
de sangue provenientes de RN e suas maes.

Maes

Fenotipo RN
AS 29 (9,1%) 23 (7,2%)
AC 3 (0,9%) 2 (0,6%)

SC 1 (0,3%) —
A-Stanleyville 1II 1 (0,3%) 1 (0,3%)
T

Talassemia - (3

heterozigotica 1 (0,3%) —

Hb Bart's _ 33 (10,3%)
HbS + Hb Bart's _ 4 (1,3%)
HbC + Hb Bart's _ 1 (0,3%)

SUB-TOTAL 36 (11,3%) 65 (20,3%)

NORMAIS 281 (88,7%) 255 (79,7%)
TOTAL 317 320
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rfrequéncia 2)
50+

254

0 —t—t ]-’ﬁ ﬁl l 1] + J‘ﬁ] 4ﬁ| ] = %deHb. . Bart's
0 40 50 60 70 80 980

o] 1.0 20 3 10.0

Figura 4 - Distribuigao de Frequéncia de RN x Dosagem de

Hb Bart's. -



34

S 6°T11 S,3deg qH WOD TYIOL

$ 9°T % 06 - 6°S

$ <01 % 8¢ - ST
NY op mwuawsdogm, S,3I1eg (Y 9P opepIjuUEBn)

"SOJUSWIDSBU (z¢ WS BPBIIUODUS S,3IBg qH BP OBIEIIJIIUBRY - ¢ BIO(BL




35

e 0 segundo com valores de 5,9 até 9,0%, quantidade mdsxtima de-
tectada. Com base nesses dados e levando em consideraglo os re—
sultados disponiveis na literatura, foi atribuido & cada grupo
0 seu provavel gendtipo. 0s RN em que ndo foi encontrada a Hb
Bart's correspondem, evidentemente, aos homozigotos normais e
ans heterorigotos nio detectados pela metodologia empregada. A
Tabela 4 mostra as fregiiéncias genotipicas encontradas e espe-
radas na populagio estudada. Como os homozigotos apresentam os
niveis mais elevados de Hb éart's, com probabilidade muito re-
duzida de nfo serem detectados, a fregiiéncia do”gene” alfa+ foi
calculada a partir da freqii@ncia genotipica observada dos homo-
zigotos. 0 valor obtido foi de ©,125. Desse modo, = freqiléncia
de heterozigotos esperada nessa populaglo foi est imada em

24,87%, e de individuos normais em 76,37%.

Foses dados revelam que aproximadamente metade dos heterozigo-
tos presentes na populacio nHo foram detectados pela eletrofo-

rese em acetato de celulose.

Concentrag¢sao de -‘Hemoglobina, Volume Corpuscular Médio e

Hemoglobina Corpuscular Média nos Diferentes Grupos de RN

Na Tabela 5 estfo representadas as caracteristicas hematoldgi-

cas dos RN portadores de Hb Bart's.
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TADUIN ) = LATATTOIISTICAY OUMItUIoJICas uud RN [Orvagoras ac MO ITU ™S

Caso GV Hb Ht VCM HCM Hb Bart's Padrao
(x10'3/¢}  (g/dl) (£1) (pa) (%) Eletroforético

doe M.A.B 4,27 13,6 0,396 92 31,8 1,7 HbF, IbN, 1b Burt's

* S.F.A. 4,28 14,9 0,441 103 35,0 2,3 HbF, HbA, HbRart's

" J.B.V.C. 4,42 13,4 0,435 98 30,2 9,0 HbF, HbA, Hb Bart's

* A.R.C. 5,15 16,8 0,526 102 32,7 2,8 HbF, HbA, HDS,Ib Bart's
® E.A.F. 5,07 15,2 0,520 103 30,1 5,9 HbF, HbA, HD Bart's

* M.3.J. 4,97 15,0 0,474 96 30,4 2,2 HbF, HbA, HbBart's

* Dp.C. 4,79 14,3 0,463 97 30,0 2,5 HbF, HbA, Hb Rart's

" C.A.T. 4,60 14,5 0,471 103 31,7 2,0 HbF, HbA, HbBart's

* N.S.F. 4,37 12,3 0,409 94 28,4 2,7 .HbF, HbA, HbBart's

* M.A.P. 4,64 13,8 0,457 99 29,9 3,1 HbF, HbA, HbBart's

" L.T.X.M.{ 3,90 12,7 0,400 102 32,5 1,8 HbF, HbA, Hb Bart's

" M.A.J.R. 5,51 16,3 0,512 96 30,5 1,5 HbF, HbA, HbS,Hb Bart's
" N.M.S. 4,41 14,2 0,454 103 32,0 1,8 BbF, HbA, Hb Bart's

" M.A.C. - - | - - - 2,5 HbF, HbA, HbS,Hb Bart's
= cmmm s | o272 | o5 | 202 | oane | Ls | PR, A EbBart’s

* M.J.S.B.] 3,78 13,1 0,410 109 34,7 1,7 HbF, HbA, Hb Bart's

" S.A.L. 5,22 18,0 0,594 114 34,2 2,0 HbF, HbA, Hb Bart's

" G.C.S. 4,02 14,3 0,463 114 35,3 2,1 HbF, HbA, Hb Bart's

" J.A.C. 3,84 13,6 0,434 113 35,3 2,5 HbF, HbA, Hb Bart's

* Z.R.L. 5,26 15,8 0,484 92 30,6 3,8 HbF, HbS, HbA,Hb Bart's
* A.M.R.G.| 4,72 15,9 0,526 112 34,5 3,2 HbF, HbA, Hb Bart's

" v.c.o. 4,63 15,0 0,464 100 33,2 2,2 HbF, HbA, Hb Bart's

* s.m.s.C. 5,13 16,5 0,543 105 31,3 2,2 HbF, HbA, Hb Bart's

" M.P.I. 3,62 11,8 0,383 106 31,8 2,4 HbF, HbA, Hb Bart's

* M.G.S.R.| 5,32 16,4 0,517 98 30,9 2,2 HbF, HbA, Hb Bart's

* L.F.M.S.| 4,72 13,8 0,449 95 29,2 2,1 BbF, HbA, Hb Bart's

" M.F.T. 5,03 15,3 0,486 97 30,3 - HbF, HbA, Hb Bart's

" F.S. 5,35 13,7 0,447 84 25,6 6,0 HbF, HbA, Hb Bart's

" M.F.R. - - - - - 3,6 HbF, HbA, Hb Bart's

" I.A.Z. 4,99 14,7 - | 0,473 95 29,5 3,2 HbF, HbA, Hb Bart's

" I.C.F. 4,58 13,9 0,431 94 30,4 2,0 HbF, HbA, Hb Bart's

* R.F. 4,27 12,9 0,408 96 30,3 2,3 HbF, HbA, Hb Bart's

" Mr e A-n& 11.7 0,363 89 28,8 1,7 Hbc, HbF, HbA,lb Bart's
* I.F.P. 5,15 13,1 0,442 86 25,5 6,2 HbF, HbA, Hb Bart's

" E.G.F.S.| 4,81 14,5 0,474 99 30,3 1,5 HbF, HbA, Hb Bart's

" M.C.R. 5,49 17,3 0,542 99 31,9 2,5 HbF, HbA, Hb Bart's

* N.I.S. 4,62 15,0 0,466 101 32,9 2,4 b F, bA, Hb Bart's

* L.R.A 3,93 12,9 0,397 102 33,4 2,0 HbF, HbA, Hh Bart's

37
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Com 0 objetivo de verificar se & concentragio de Hb, o VCM oun &
HCM apresentavam diferengas significativas entre os RN com ou
sem Hb Bart'’'s, foram analisados 3 grupos de RN: aqueles onde
nao foi detectada HB Bart's (Grupo A), RN em que a concentragiao
de Hb Bart's era de 4,5 a 3,8% (Grupo B), € RN com Hb Bart’'s
cuja concentracio variou entre 5,9 € 9,04 (Grupo ). Assim, O0S
dados amostrais para comparagao entre o0os 3 grupos que compoem a
populacio analisada referiram—se a essas 3 variaveis hematold—

gicas, & estio relacionados na Tabela 6.

0 teste de homogeneidade das variancias, aplicado aons dados a-—
mostrais da Tabela 6, revelou que as variancias dessas amostras
s%0 homogéneas. A andalise de varia@ncia (Tabela 7) mostrou que,
com relacio 2 concentracio de Hb, as médias amostrais nio dife-
rem significativamente, ao passo que © contrario ocorre com re—
lagfo ao VCM e HCM, onde a analise mostrou existir diferenca
significativa entre as médias amostrais. Desse moda, foi reali-
sado o teste “t” para compara¢io das médias entre os diferentes
grupos em relagio ao VCM e a HCM (Tabela 8). 0s dados dessa ta~
bela mostram diferen¢ga significativa existente entre as medias
amostrais, de grupo para grupo, em ambas as varidaveis analisa-
das. Assim, tanto com relagfo ao VCM, quanto a HCM, a média dos
valores obtidos dos homozigotos ¢ significativamente menor que
a dos heterozigotos, que por sua vez € menor que a daqueles en

que & Hb Bart’'s nao foi observada.

A distribui¢io individual das concentracdes de Hb, VEM e HCM
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nos 3 grupos estudados encontram—se nas figuras 3, 6 e 7.

Caracteristicas Hematoldgicas das M3es

As caracteristicas hematoldgicas e eletroforéticas das maes de
RN portadores da Hb Bart's encontrah~se na Tabela 9. Em 7 des-
sas mies foi possivel o estudo posterior das caracteristicas do
sangue periférico e levada a efeito a pesquisa de HbH, cujos
resultados est80 na Tabela 10. 0s dados hemaﬁoldgicos ¢ eletro-
Fforét icos dagquelas mﬁéﬁ que apresentaram varfantes estruturais
da hemoglobina ou talassemia beta heterozigotica estio repre-
sentados na Tabela 1i. & Tabela 12 mostra as médias da concen-
tragio de Hb, do VCM € da HCM das mies em que ndo foram encon-
tradas alteracies da hemoglobina e cwjos RN ndo apresentaram Hb

Bart’'s,

Os dados hematoldgicos e eletroforéticos dé mae C.F.M., cujo
hemolisado apresentou hemog}obina anomala n3o usual, estldao reu—
nidos nas tabelas 13 e 14. A caracterizacfo consistiu, além do
procedimento normalmente realizado para todas as amostras de
mies, de testes de instabilidade da hemoglobina (instabilidade
térmica e em isopropanol), sintese “in vitro” da hemoglobina,
cletroforese de cadeias de globina, “fingerprinting”, e andlise

de aminodcidos (as andlises estruturais foram realizadas na
| . UNICAMP

nins 1inYcr A AENTRAL
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Tabela Y =~ Caractoristicas homatoldgicas das mias dos RN portadorcs do lib
Caso GV Hb Ht veM HCM HbA HBF Padrao
{x10 1278  (g/d1) (£1) (pa) ()2 (3) Eletroforético

M.A.B 3,39 10,5 0,300 88 1,1 2,5 0,6 HbA,, UbA
S.F.A. 4,54 15,6 0,444 98 34,4 2,3 2,3 HbA,, HbA
J.B.V.C. 3,95 11,5 0,349 88 29,2 2,4 1,6 HbA,, HDA
A.R.C. 4,79 12,6 0,376 79 26,3 3,1 0,8 HbA,, 1bS, HbA
E.A.F. 3,99 10,6 0,341 86 26,8 3,2 1,5 HbA,, HbA
M.J.J. 3,69 9,0 0,289 78 24,6 2,7 0,5 HbA,, HbA
D.C. 3,95 10,9 0,347 88 27,8 - - HbA,, HbA
C.A.T. 4,34 11,5 0,357 83 26,7 - - oA, HbA
N.S.F. 4,49 9,1 0,308 69 20,4 3,2 0,7 HbA,, HDA
M.A.P. 3,17 7,6 0,254 80 24,1 - - HbA,, HbA
L.T.X.M, 3,82 12,2 0,375 98 32,0 - - HbA,, HbA
M.A.J.R. | 4,26 13,4 0,386 90 31,2 2,5 0,3 HbA,, HbS, HbA
N.M.S. 3,36 9,3 0,288 85 27,7 - - HbA,, HDA
M.A.C. 4,23 12,3 0,386 91 29,0 - - HbA,, HbA
C.iMM M, 2,31 8,4 0,265 an 25,2 - - EbA,, HDA
M.J.5.B. 3,70 9,8 0,254 79 26,4 - - HbA,, HbA
S.A.L. 3,36 11,2 0,346 102 33,1 - - HbA,, HbA
C.G.S. 3,56 11,3 0,343 96 31,7 2,6 0,3 HbA,, HbA
J.A.C. 4,02 11,2 0,350 87 27,8 3,1 1,8 HbA,, HbA
Z.R.L. 3,96 8,8 0,272 69 22,6 3,6 1,2 HbA,, HbS, HbA
A.M.R.G. 4,04 11,8 0,364 90 29,8 ' o2,9 0,4 HbA,, HDA
v.c.o. 2,98 8,3 0,249 83 28,5 - - Hba,r HDA
S.H.S.C. 4,27 | 12,0 0,394 92 27,4 - - HbA,, HbA
M.P.I. 5,39 15,2 0,492 91 27,4 2,6 0,1 HbA,, HbA
M.G.S.R. 3,20 9,2 0,285 89 28,9 2,5 0,1 HbA,, HbS, HbA
L.F.M.S. 4,69 11,5 0,356 76 22,3 - - HbA,, HbA
M.F.T. 3,82 10,9 0,338 88 28,7 - - HbA,, HbA

F.S. 4,10 9,8 0,302 74 23,8 1,6 0,3 HbA,, HbA
M.F.R. 3,96 12,2 0,378 96 30,9 - - HbA,, HbA
I.A.Z. 5,15 10,2 0,332 ‘65 19,8 2,0 0,4 HbA,, HbS, HbA
I.C.F. 4,49 14,2 0,409 91 31,7 - - HbA,, HDA
R.F. 3,39 7,3 0,221 65 21,6 2,3 1,8 HbA,, HbA
M.C.S. 4,20 12,1 0,374 89 29,0 - - FbA,, HbA
1.F.P. 4,12 11,0 0,353 85 27,0 2,9 0,5 1bA,, HbA
E.G.F.S. 2,41 7,2 0,237 97 30,2 - - HbA,, HbA
M.C.R. 4,69 14,0 0,436 93 30,1 - - HbA,, fibA
N.I.S. 4,99 12,9 0,368 74 26,2 2,0 0,5 Hhh;, HbA
L.R.A. 3,40 L_fu,z 0,325 96 33,4 2,6 0,5 uhl\z, HbA
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Tabela 1] ~ CaracterIaticas hematnlAqicas das mAes com alteracces hemnglobinicas

Caso GV Hb Ht VCM HCM HbA HbF Solubilidade Padrao
(x10" /) | (g/a1) (£1) (pg) w2 ) Elotroforético
M.L.S. 3,11 7,7 | 0,261 83 25,0 2,3 0,8 37,3 HbA,, 1LS, HbA
N.A.J.B. 3,59 11,7 | 0,355 99 32,7 2,1| 1,6 25,2 Hbh,, HbS, HbA
A.R.C. 4,79 12,6 | 0,376 79 26,3 3,1 o,8 50,8 HbA,, HbS, HbA
R.C.E.T. 2,08 6,9 | 0,205 98 33,4 - - 28,7 HbA,, HDS, HbA
V.S.D. 3, 10,5 | 0,328 89 28,5 - - 32,2 HbA,, HbS, HbA
N.P.M.A. 3,78 9,5 | 0,308 81 25,3 2,41 0,6 41,3 HbA,, HbS, HbA
AM.I.C. 3,85 9,8 | 0,307 80 25,6 2,8| 0,6 31,1 HbA,, HbS, HbA
R.C.M, 4,50 10,5 | 0,375 84 23,6 2,61 0,7 30,0 HbA,, HbS, HbA
M.L.L. 4,73 12,5 | 0,397 84 26,5 2,61 0,4 22,2 HbA,, HbS, HDA
S.L.C.V. 3,86 3,0 | 0,294 76 23,4 2,8| 0,8 40,0 HbA,, HbS, HbA
I.M.S8.M. 3,65 8,9 0,265 72 24,3 2,0 0,7 25,9 Ilb."xz, EbS, HbA
D.A.A. 4,20 13,0 0,390 93 31,0 2,0 0,2 18,2 HbAz, HbS, HbA
M.A.J.R. 4,26 13,4 0,386 90 31,2 2,5 0,3 28,0 HbAZ, HbS, HbA
R.A.S. 3,51 9,5 | 0,292 83 26,9 2,0| - 5,6 HbA,, HDS, HDA
V.L.F.S. 4,43 11,2 | 0,353 80 25,2 2,8 0,5 25,0 HbA,, HbS, HbA
M.F.S. 4,40 13,1 | 0,380 86 30,2 3,5| 0,4 32,7 HbA,, HbS, HbA
Z.R.L. 3,96 8,8 | 0,272 69 22,6 3,6 1,2 51,7 EbA,, HbS, HbA
M.G.S.R. 3,20 9,2 0,285 89 28,9 2,5 0,1 %1,8 Hbl\z, HbS, Hbi\‘
T.J.G.S. 6,26 16,5 0,454 73 26,4 2,4 0,6 42,3 HbAZ, HbS, HbA
1.A.2. 5,15 10,2 | 0,332 65 19,8 2,0| 0,4 56,6 HbA,, HbS, HbA
M.J.F.O.RJ 4,62 13,5 0,400 87 29,2 2,6 0,5 44,3 HbAz, HbS, HbA
M.C.S. - - - - - 2,1 4,5 - HbAz, HbS, HbA
A.M.S. 4,82 10,6 | 0,316 65 22,0 3,2 0,4 46,0 HbA,, HbS, HbA
N.A.S. 4,64 13,3 | 0,385 84 29,3 2,0| o,6 13,5 HbA,, HbS; HbA
R.M. 2,65 8,3 | 0,236 89 31,7 2,2 | 0,6 38,7 HbA,, HDS, HDA
L.R.A. 3,40 11,2 0,325 96 33,4 2,6 0,5 45,8 HbAz, HbS, HbA
M.A.S. - - - - - 2,71 0,6 54,6 HbA,, HbS, HbA
L.A.F.S. 4,17 12,4 0,363 86 29,8 2,8 0,5 13,7 HbAz, HbS, HbA
M.C.S. 4,13 11,1 0,321 77 26,9 3,1 a,5 18,5 HbAZ, tIbS, HbA
I.P.S.A. 3,51 10,6 |0,306 87 30,4 - 11,3 83,3 IbC, HbA
H.M.P. 3,47 9,5 | 0,295 85 27,6 - | 1,0 94,4 HbC, HbA
C.S.A. 4,30 10,7 | 0,345 81 25,2 - | o, 77,3 HbC, HbA
M.G.A. 2,81 8,5 | 0,254 90 30,4 - 111 20,5 HbC, HbS
C.F.M. 3,84 11,2 |0,326 84 29,2 2,5 10,6 72,3 nhH::§;1:t:1||c |
AM.S. 4,83 9,7 0,306 64 20,2 5,5 | 1,7 - HbA,, HbA
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FMRP-USP)Y. 0s testes de instabilidade apresentaram resultados
negat ivos, nfAo tendo a hemoglobina andtmala caracteristicas de
hemoglobina instavel, o que foi confirmado pelas pesquisas de
corpos de Heinz e de corpos de inclus8o. A andlise de aminodaci-—
dos revelouw substituicio na posigio 78 da cadeia alfa, de um
residuo de asparagina por um de lisina, € a hemoglobina foi i~
dentificada como Hb Stanleyville-I1. A figura B8 mostra o resul-
tado da eletroforese do hemolisado de CuF M. comparado a um he-

molisado de adulto normal.



. —Hb A

. Hb STANLEYVILLE-1I

— Hb A,
- —__ ANIDRASE CARBONICA

0

Figura 8 - Eletroforese do hemolisado de C.F.M. x
hemolisado de adulto normal.
Acetato de celulose, tampao Tris-EDTA-

borato, pH 8,6.
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O arande avan¢o no estudo dos genes e seuds produtos  na 1t ima
década possibilitoad um melhor entendimento das anormalidades
moleculares envolvidas nas sindromes talassémicas
(9,40,43,58,77). Assim, foi demonstrado que os miltiplos qua-

dros clinicos e laboratoriais associados as talassemias alfa
resultam basicaménte da heterozigose, da homozigose € da inte-
racio de dois genes alfa talassé€micos (alfa+ e alfa®) e de wva-
Fiantes estruturais da cadeia alfa produzidas em ritmo reduzi-
do, como a Hb Constant Sprﬂng (83,87). Foi demonstrado tambén

que a forma prevalente da talassemia alfa em negros & a alfa+,

nos estados de heterozigose e homozigose (17,20,85,87).

Embora alguns autores como Esan na Africa do Sul (24,25) ¢
Nhonoli e colaboradores na Tanzfnia (39 houvessem langado al-
gumas dividas a respeito da correspondéncia entre Hb Bart’s ao
nascimento e talassemia alfa, investigacoes posteriores demons;
traram claramente essa associacio, importante para o reconheci-
mento dagueles estados que n&o condicionam manifestacoes clini-
¢ as ou laboratoriais significativas no individuo adulto
(2,36,49,56,63,46,67) . Em populagles negrdides,varios estudos
empregando andlise génica, sintese “in vitro” de globinas e
quant ificaglo de Hb Bart’s em sangue de corddo umbilical, como
aqueles de Higgs e colaboradores (36), Ohene~-Frempong e colabo~-

radores (5) e de Rousseaun e colaboradores (67), permitiram es—
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tabelecer uma correlacho precisa entre gquantificagdo da Hb
Bart’'s ao nascimento e gendtipo na talassemia alfa. Em seu con-
junto, essas investigagoes demonstraram que a determinagio da
Hb Bart’'s ao nascimento € um bom indicador da homozigose da ta-
lassemia alfa+, podendo, no entanto, subestimar a freqiléncia de
heterozigotos em analises populacionais, pois estes individuos
nem sempre apresentam niveis detectaveis dessa hemoglobina

(33).

Ao discutir os resultados obtidos no presente trabalbho, é -
portante ressaltar, inicialmente, que foram encontrados 38 re-
cém—nascidos (11,9%) com Hb Bart’s, dos quais 33 (10,34 apre-
sentaram percentagens dessa hemoglobina entre 1,5 e 3,84 da he-
moglobina total, e 5 (4,6%) apresentaram valores superiores @a
5%. Esses resultados foram semelhantes aos verificados em  ou-
tras populagdes negréides, como na Nigéria (1@,7%) (30),
Estados Unidos (7,41%, 45%, 412,4%) (39, Libéria (10,0%) 88) e
Tanzf8nia (41,08%) (55). Esses e outros trabalhos similares es-
t%0 relacianados na Tabela 1% (39). No Brasil, apenas dois es-
tudos foram realizados visando obter a freqiiéncia de Hb Bart’é
em RN. Zago (99, utilizando metodologia similar, detectou
®,646% de portadores de Hb Bart’'s em uma populécﬁo nao selecio-
nada € Aradjo e colaboradores (13) nao detectaram Hb Bart;s A0

analisarem 329 RN.

A distribuigio de freqiiéncia das quantificagoes da Hb Bart's
foi bimodal, com antimoda entre 3,8 e 5,9%, sugerindo, com base

na correlagio existente entre percentagem de Hb Bart’s em san-—
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gue de cordio umbilical e numero de genes alfa “funcionantes”,
a presenga de dois grupos distintos na populacido, os heterozi-
gotos e os homozigotos da talassemia alfat+ (34,36,44,49,56,67) .
Uma ver gque o metodo utilizado subestima a freqiéncia de hete-
rozigotos (33,5, a fregiéncia do “gene” alfa+ foi entlo cal-
culada a partir da fregiiéncia de homozigotos encontrados, cor-
respondendo a ©0,125. Assim, & fregiiéncia de heterozigotos espe-
rada para essa populagido foi estimada em 21,87%Z. Portanto, com
o emprego dessa metodologia, apenas cerca de 50% desses indivi-
duos foram detectados. Esses resultados corroboram a no¢Ro de
que o método eletroforético n3o dispoe de sensibilidade sufi-
ciente para detec¢l®o de niveis muito reduzidos de Hb Bart'’s
{como agqueles abaixo de 1%). NRo se pode excluir também,.a pos—.
L
sibilidade de que parte desses heterozigotos n3o possuam essa
hemoglobina. Por outro lado, a freqi@ncia do”gene” alfat calcu-
lada a partir dos homozigotos € compativel com relatos recentes
da literatura, em gue foi empregada a analise de DNA na deter-
minagio das freqiiéncias genotipicas (17,20,36,67).  Assim, nas
populagfes negras americanas e africanas eétudadas, a freqilén-

cia do “gene” alfa+ variou entre ©,12 e 0,16 (3i).

Para comnplementacio do estudp, com o objetivo de verificar se a
concentracio de Hb e os indices hematimétricos VCM e HCM pode-
Fiam auxiliar na detec¢io da talassemia alfat, foram feitos
testes estatisticos para comparagao entre os diferentes grupos
de RN encontrados (homozigotos da talassemia alfa+, hetEfozigo—
tos, ¢ RN nos quais nao foi detectada Hb Bart’s). De acordo com

csses testes, os valores analisados apresentaram a mesma varia-—

v
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¢80 ao redor da média nos trés grupos de RN & para as trés va-
riaveis hematologicas, e as médias da concentracio de Hb nZo
diferiram significativamente entre os grupos, demonstrando que
0s niveis de Hb ao nascimento ndo se correlacionam com & pre-
senga de talassemia alfa+ nos individuos estudados. 0 mesmo nao
ocorred com os indices VYCM e HCM, onde se wverificou diferenga
signiticativa das médias, de grupo para grupo, embora a area de
intersecglo entre os valores individuais obtidos dos diferentes
grupos fosse bastante grande. Desse modo, embora tanto o VCH
como a HCM permitam diferenciar o grupo de RN sem Hb Bart’s do
de heterozigotos, & este do de homozigotos, em casos indivi-—
duais essa distinglo nlo pode ser realizada. Além disso, a ob-
servacao dos indices hemat imétricos das mBes de RN homozigotos,
gque certamente sRo portadoras da talassemia alfat+, mostra que
elas w80, sob esse aspecto, indistinguiveis das mies restan-

tes.

Relat ivamente &s associacoes da talassemia alfa+ com outras he-
moglobinopat ias, foram detectados 4 RN que apresentavam asso-
ciagfio da talassemia alfa+ a HbS e 4 caso a HbC. No entanto;
como a freqiiéncia da talassemia alfa+ nessa populagio negrdide
¢ de aproximadamente 23,3%, podemos est imar que ela esteja as-
sociada a pelo menos 23,5% dos individuos portadores das hemo—
alobinopat ias que ocorrem nesse grupo racial, pois em alguns
cestudos, como o de Mears e colaboradores 81), foi demonstrado

que em populagtes negras africanas € americanas a Freqﬂén;ia do
“gene” da talassemia alfa+ poderia estar elevada em heterozigo-

tos e em homozigotos da HbS, gquando comparada ao restante da
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populacio.

A fregiiéncia de maes heterozigotas AS aqui obtida ¢ semelhante
hquela observada por Zago (99 em 212 amostras coletadas na
Maternidade de Ribeirfio Preto, provenientes de mies negras e
pardas. A freqiiéncia global aqui obtida (incluindo mBes e RN) &
proxima daguela estimada em populacoes neardides do  $Sul €
Sudeste brasileiros, que ¢ de 6,64 (65,78,99) . A percentagem de
heterozigotos da HbC, 1%, também & compativel com os dados de
literatura em relacio as populacfes negrdides da mesma regifo
(65,78). Foi detectado um unico caso de hetérozigoge da HbLS e
HbC.

i
Os dados relativos & incidéncia da talassemia beta em popula-
¢les negriides do Brasil s@o praticamente inexistentes. Zago
(98) nfio detectou nenhum caso entre 212 mi3es negrdides investi-
gadas. A freqiiéncia de talassemia beta encontrada em uma popu-
lacio negrdide norte—americana estudada por Johnson e colabora-
dores (42) Toi de aproximadamente 3,5%Z. No presente trabalho,
esta Fregiifncia foi de 0,3%, representada pela detecgdo de um
nico caso. Desse modo, para interpretaglo segura do resultado,
¢ necessario o estudo de um ndmero maior de individuos negroéi-
des. No entanto, fica comprovada a presenca de talassemia beta
na populacifo negrdide brasileira, o que seria esperado tendo em
vista a origem comum das populagtes negrioides brasileira e nor-

te americana, € 0 grau de miscigenaglao gque ocorre no Brasil.

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam que a analise e-
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letroforética de sangue de cordao umbilical pode ser utilizada
na detec¢fo de talassemia alfa, apesar de apresentar limitagoes
na identificagHo individual dos heterozigotos. & um método sim-—
ples, rapido, & permite a identificaglao segura dos homozigotos,
facultando assim a estimativa da fregiiéncia de heterozigotos em
estudos populacionais. & evidente, no entanto, que métodos de
maior confiabilidade seriam a sintese de globinas “in vitro”,

o ainda, a analise de DNA com o emprego de enzimas de ACRO

restrita (34,56,67).

De acordo com a freqiiéncia génica aqui encontrada, a freqiiéncia
da talassemia alfat+ nessa populacfo negrdide brasileira € de a— .
prodimadamente 23,54 (22% heterozigotos e 1,5% homozigotos).
Assim, a cada 1.000 nascimentos nessa populaglo, cerca de 239
deles devem ser de portadores da talassemia alfa+ (15 homozigo-
tos). A freqgiénecia elevada dessa forma de talassemia encontrada
nas populagfes negras até agora estudas parece estar relaciona-
da &% alta prevaléncia de maldria nas regites de onde essas  po-
pulagles sH5o originarias. Aparentemente, o0s heterozigotos da
talassemia alfa, assim como 0% heterozigotos da talassemia beta
e hemoglobinopatia S, apresentam prote¢io contra a infecglo pe~
1o “Plasmodiumn”, 0 que conferiria vantagem seletiva para os por-

tadores desses polimorfismos genéticos (7,8).

Em seu conjunto, os resultados desse trabalho demonstram a pre-
visivel, mas pela primeira ver comprovada, freqiiéncia elevada
da talassemia alfa+ na populagio negrioide brasileira do nordes—

te do Estado de S%o Paulo. Além disso, comprovam a existéncia
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de talassemia beta nessa populaglo, & a associacio entre hemo-
globinopatia 8 e talassemia alfa+, o que poderia contribuir pa-
ra a heterogeneidade da apresentagfo clinica dos pacientes com

anemia falciforme.



RESUMO E

CONCLUSOES
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0 presente trabalho teve como objetivo principal estimar a fre-
qiifncia da talassemia alfa+ em uma populacio negrdide brasilei-
ra e, além dissa, verificar sua possivel interacido com outras
hemoglobinopatias, como a hemwglobinopatia 8. éAssim, 320 amos-
tras de sangue QE ;ordﬁo umbilical de RN de mfes negrdides, e
347 amostras de sANGUE das respectivas ma3es, foram analisadas
através de métodos eletroforéticos, para detec¢do de Hb Bart's.,
N resultados obtidos permitiram calcular a Frewﬂéncia- do
”gene” talassémico alfa& nesta populacgio (0,12%), e estimar que
cerca de 23,59% dela é de portadores da talassemia alfa+ (22%
heteroxigotos e 1,3% homozigotbs). Foram considerados homozigo-
tos da talassemia alfa+ os RN que apresentaram niveis superio-
res a 5% de Hb Bart's, e heterozigotos aqueles com Hb Bart’sg
entre 1,5 e 3,8%. A concentra¢io de Hb nﬁohse mostrou til  na
ident ificacHo da presenca de talassemia alfa+. Os indices VCM e
HCM permitiram = di#erenéiacﬁo dos trés grupos de RN (os homo-
zigotos, os heteroxzigotos, e‘aqueles em que naoc  foi detectada
Hb Bart's): no entanto, essas variaveis ndo slo capases de i-
dentificar casos individuais.

Com relacgiio & associaglo com outras hemoglobinopatias, 4 dos 27

RN que apresentaram HbS, ¢ 1 dos 3 com HbC, apresentaram conco-

mitantemente Hb Bart’s. Foi detectado, também, i caso de talas-
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semia beta entre as mies, 0 gue comprova sua existéncia nessa

populacio negrdide brasileira.

Fsses resultados demonstram que a talassemia alfat+ ocorre con
Freqﬁéncia elevada na populacio negrdide estudada, e também em
associacio a outras alteragoes da hemoglobina. Confirmam que a
andlise eletroforética de sangue de cordio umbilical, apesar de
oferecer limitagdes na identificagio individual dos heterozigo-
tos, pode ser utilizada na detecg@o da talassemia alfa, pois
permite a identificagio segura dos homozigotos, possibilitando
assim a estimativa da freqiiéncia de heterozigotos em estudos

populacionais.
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