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As Sindromes Talassé&micas Beta representam um grupo heterogéneo
de alteragBes genéticas caracterizadas pela supress3o total (alelos
6) ou parcial (alelos ﬁ*) da sfntese das cadeias beta da hemoglobina A

¢ «, (). Essas alteragdes foram introduzidas em nosso pais sobre-
tudo pelos macigos contingentes imigratdrios italianos que vieram pa-
ra o Sul e Sudeste Brasileiros a partir da segunda metade do século
passado.

Na populacdo caucasdide paulista, a frequéncia de heterozigotos

da beta talassemia fof estimada em 1% (Ramalho,1976; Zago et
al.,1981). Ja entre paulistas descendentes n3o miscigenados de italfa-
nos essa frequéncia aumenta para cerca de 6.4% (Ramalho,1976). ¥ im-
portante ressaltar que em nosso melo a forma mais frequente da talas-
semia & a /60, na qual a sfntese da globina beta ertd totalmente su-
primida (Zago et al.,1881).

Do ponto de vista clfnico, a talassemia beta pode ser genérica-
mente classificada em trés formas: maior, intermediaria e menor. Os
doentes com talassemia maior ou anemia de Cooley apresentam anemjia he-
molitica grave e s3o portadores de dois alelos talassemicos, necessi-
tando de transfus®es sanguineas a intervalos regulares para sobrevive-
rem. Os heterozigotos da talassemia /5 apresentam, em geral, apenas
discreta anemia que n%o determina manifestac¢Bes clfnicas relevantes.
Entre esses limites extremos, ocorrem formas de [nterac¢8es génicas
associadas a quadros clfnicos n%3o t3o graves quando comparados a forma

homozigdtica cléssica, denominadas genéricamente de "talassemia inter-



mediaria”, na qual os pacientes geralmente n3Eo necessitam de transfu-
s8es sangufineas regulares.

Os pacientes com talassemia major ou anemia de Cooley manifestam
alteragBes clinicas decorrentes de anemia hemolftica grave, com reper-
cuss3o acentuada sobre o crescimento e o desenvolvimento, esplenomega-
lia, hepatomegalia e alteragles dsseas tipicas. O mecanismo fisiopato-

lé6gico basico resulta do desequilibrio na sintese de cadeias de globi-

na, uma vez que a sintese de cadelas beta estd reduzida ou mesmo au-
sente. Esse fato tem como consequéncia o acumulo de cadeias livres
no citoplasma das células eritropoiéticas, reticuldcitos e heméactias.

As «cadeias alfa em excessoc s3do instédveis e precipitam, formando cor-
pisculos de inclus3o. Esses corpuisculos provocam profundas alteracgdes
metabdlicas nos eritroblastos e s%o responsaveis pela eritropoiese
ineficaz observada nesses pacientes. Além disso, causam alteragles de
membrana nas hemacias, que ao passar pelos sinusdides esplénicos ser@o
fagocitadas, caracterizando a hemdlise das sindromes talassémicas
(Bank, 1878).

Em consequéncia da intensa anemia, ocorre um retardo do cresci-
mento e desenvolvimento e a crian¢ga torna-se progressivamente mais
fraca, com grande susceptibilidade a infec¢Bes. As altera¢bes Osseas
observadas na anemia de Cooley s3o devidas fundamentalmente 3 hiper-
plasia e & hipertrofia da medula 6ssea. 0 tecido eritropoiético total
nesses pacientes pode estar hipertrofiado até 40 vezes acima do nor-
mal, o que conduz ao cléssico estado hipermetabdlico, responsdvel por
numerosas alterag¢8es orgénicas, como, emagrecimento, retardo do cres-
cimento, hiperuricemia, febre e necessidades aumentadas de folato. A

expansdo da medula &ssea, com aumento da press¥o intra-medular, resul-
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ta em atrofia das camadas esponjosa e cortical dos ossos, sendo fre-
quentes as fraturas espbntaneas.

A esplenomegalia e a hepatomegalia s3do caracteristicas clinicas
marcantes na talassemia maior, consequéncia da hemdlise e da metapla-
sia mielSdide que ocorrem nesses org3os. Em consequéncia da grande es-
plenomegalia, naqueles casos n%o submetidos & terapia adequada, ocor-
rem frequentemente trombocitopenia e leucopenia secundérias. O grande
nimero de transfusles sangufneas, bem como o aumento de absorg¢do de
ferro, t&m como consequéncia a grande sobrecarga de ferro observada
nesses pacientes e que determina, em udltima andlise, as complicagdes
clinjcas sideréticas que conduzem a3 morte os pacientes com talassemia
beta homozigdética.

Por outro lado, os heterozigotos da talassemia beta apresentam
geralmente discreta anemia hipocrdmica e microcftica, sendo que sua
express3o clinica é varidvel, uma vez que os seus portadores podenm
ser assintomi&ticos ou manifestar diversos graus de anemia. Frequente-
mente os heterozigotos da talassemia beta alternam periodos assintoma-
ticos com perfodos de anemia, sendo essa Udltima geralmente mais acen-
tuada em situagBes de sobrecarga para o organismo, como as representa-
das, por exemplo, pelo crescimento, pela gravidez e pela lactag3o.A
andlise das hemoglobinas, & conspfcuo o aumento do percentual de he-

moglobina A (Ramalho et al,,1985).
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As Sfndromes Talass&micas beta resultam, em sua matior parte,
de mutac¢les origindrias de substituic¢cBes de apenas um nucleotfdeo (mu-
tacBes de ponto) no gene da globina beta. Essas muta¢Bes foram exten-—
sivamente estudadas a partir de 1980, com o emprego de técnicas de
clonagem e sequenciamento do gene beta mutante. A andlise de hapléti-
pos do complexo génico da globina beta facilitou a identificag3o de
novas muta¢Bes e, em meados de 1983, cerca de 40 mutag¢8es de ponto ha-
viam sido identificadas (Treismann et al.,,1983)

A partir de 1985, a utilizag3o da reag¥o em cadeia da polimerase
(PCR) facilitou enormemente a amplificac¥o de regiBes do gene da glo-
bina beta a partir de DNA genbmico extrafdo de leucdécitos (Saiki et
2l,1885,Mullis et al,.,1987) e posterior sequenciamento dos produtos
amplificados (Wong et al.,1987;Engelke et al.,1988). Através desse mé-
todo foil possivel caracterizar os alelos mais frequentes em um mesmo
grupo étnico e em menos de 2 anos cerca de 50 novos alelos foram iden-
tificados (Kazazian et al,,13988). Até o momento, foram descritas cerca
de 103 muta¢Bes que conduzem a talassemia beta, que em s=eu conjunto
perfazem mais de 45% dos alelos do gene da globina beta com manifesta-
¢330 clinica significativa. 0 percentual restante correspondente as mu-
tagSes que originam alteragBes estruturais das hemoglobinas (Kazazian
et al,,1930).

A caracterizag®o molecular dos varios alelos talass&micos beta
foi determinada em grande niumero de grupos populacionais (Antonarakis
et al.,1884;Kazazjian et al.,1984,1986;Amselem ot 8l1.,1988;Dias-chico
et al.,1988;:Gonzalez-Redondo et al.,1988;Thein et al.,1988;Zhang et

al.,1988;Fucharoen et al.,1989;Rund et al.,1989), evidenciando o ele-



vado grau de heterogeneidade subjacente &s Sfndromes Tal assemicas.
Por exemplo, na regi3o da Sardenha, 95,4% dos alelos talassémicos s%o
devidos a uma uUnica mutag3o (Cao et al.,1984), enquanto que em chine-
ses de Kuontung, quatro alelos perfazem 90% dos casos de talassemlia
beta (Kazazian et al.,1986). Por outro lado, os 10%¥ restantes compre-
endem cerca de 11 diferentes alelos.

0O nidmero total de mutag¢Bes observadas em grupos populacionails
bem estudados s3o: em chineses 15, negros americanos 12 e em popula-
¢Bes da regisio do mediterréneo 31. Como muitos alelos s3o encontrados
em cada regi%o, muitos indivfiduos homozigotos s3o portadores de dois
diferentes alelos e s3o denominados de genéticamente compostos, ao
passo que o verdadeiros homozjgotos possuem duas co6pias do mesmo ale-

lo (Kazazian et al.,1990).
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Os polipeptrfdeos que formam a hemoglobina humana s3o codificados
por genes que est3o sftuados em dois agrupamentos génicos denominados
alfa e beta. 0O agrupamento alfa localiza-se no brago curto do cromos-
somo 16 e inclui dois genes alfa (| e «,), dois gene de cadeia globi-
nica embrionaria (J ,81) e trés genes n3o funcionais, os pseudogenes
ﬁjj ¢~ e Yo, (Laver gt g},,1980). O agrupamento beta localiza-se
no brago curto do cromossomo 11 e incluil o gene da globina beta, o
gene §, os dois genes 5‘(3”; )f), um gene de cadeia embrionaria ¢ e
um pseudogene (/3 (Fritsch et al.,1980). Em ambos complexos os genes
s¥o arranjados na mesma orientag¢3o transcricional, seguindo a ordem
embriondrio-fetal-adulto (fig.1).

Como na maioria dos genes de organismos eucaridticos, o gene da
globina beta ¢ interrompido por fntrons (IVS-"Intervening sequences”),
os quais separam a regido codificadora em trés exons (Tilghman et
al.,1978). O primeiro fntron, com 130 pares de bases (bp), localiza-se
entre os cédons 30 e 31 e o segundo, com 850 bp, localiza-se entre os
cédons 104 e 105 (fig.2). A transcrig3o tem infcio na regli3o denomina-
da esrftio CAP, localizada 33 nuleotideos anterformente ao primeiro
exon, continua pelos exons e fntrons e passa por fim pelo sftio de
poliadenila¢3o. O RNA formado € imediatamente modificado nas duas ex-
tremidades (chamadae extremidades 5' e 3'). A modifica¢io da extremi-
dade 5', catalizada pela enzima guanililtransferase, € a adic3o de um
resfduo de G-metilada (CAP), em uma ligacdo trifosfatada.O0O final 3°,
€ formado por clivagem, em analogia com a unidade de transcrigdo vi-
ral , €, em seguida, hd a adi¢do de 150 resfduos de A (poli A) pela

enzima poli A polimerase. A estrutura CAP & considerada importante na
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traduc¥%o do RNA em protefna, enquanto que a cauda de polil A parece ter
um papel! fundamental na manutenc3o da estabilidade do RNA mensageiro
(RNAm) (Leoncini,h1887).

Os fntrons e exons transcritos d%o origem ao RNA mensageiro
precursor (HmRNA) , que é metabolizado no nucleo, resultando na exci-
s%o dos fntrons e ligac3o dos tré&s exons para formar o RNAm que € tra-
duzido. Esse complexo processo & genericamente denominado de clivagem
ou ”éplicing”. Sequéncias de nucleotfdeos crfiticas para o processo de
clivagem est¥o situadas nas jungBes exon-intron . Embora essas sequén-
cias envolvam grande nuimero de nucleot fdeos, & caracteristico na ex-
tremidado 5' ou sftio doador o dinucleotfdeo GT, e na extremidade 3°',
sftio receptor , AG (Breathnach et al.,.,1881)>.

O mecanismo de ”"splicing” inicia-se com a clivagem da extremida-
dé 5' .Essa extremidade, ent%o, liga-se coh uma base A préxima a termi-
pacﬁo 3'.Essa ligac%o covalente n%o é aleatdria, ocorrendo sempre numa
regi%o receptora. Essa regiZo apresenta uma sequéncla conservada entre
genes ou espécies e & genericamente denominada de sequéncia de consen-
so PyXPyTAPy.Forma-se,portanto,uma estrutura em forma de lago ("la-
riat”) (Padgett et 81,,1984) (Fig.3). Esses lacos sBo ent3o clivados
através de um complexo grupo de reac¢Bes que resulta na ligag3o dos
exons, aoc passo que os introns n3o s%o aprovelitados. Como referido an-
teriormente, outras sequéncias chaves nas junc¢des s3o importantes para
a eficiéncia desse mecanismo. Foram identificadas sequéncias de con-
senso, localizadas no sftio doador e no receptor. No sftio doador (fi-
nal §' dos fntrons) sertam os tré&s udltimos nucleotfdeos do exon e os
seis primeiros nucleotideos do fntron. No sftio receptor (final 3'
dos fntrons) seriam os dez udltimos nucleotfdeos dos (ntrons e o pri-

meiro nucleotfdeo do exon (Shapiro et al.,1987).
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Completando a estrutura do gene da beta globina, exlste a regio
promotora, que fica anterior 2 regiZo estrutural do gene. Tré&s sequén-
cias altamente conservadas s3o encontradas acima do sftio CAP. A se-
quéncia CACACCC, localizada na posi¢Bo -390 em rela¢Zo ao sftio CAP, &
caracter(stica dos genes da globina beta (Efstratiadis et al,,1980;
Lacy et al.,1980),mas n3o é encontrada na regi¥o correspondente do ge-
ne da globina alfa (Liebhaber ot a},,1980;Michelson et &1..,1980) ou
outros genes de eucariotos. Uma sequéncia similar, CCTCACCC, também
conservada entre genes da globina beta , & localizada na posig¢d3o -105
(Efstratiadis et al.,1980). A sequéncia CCAAT, localizada na posigio
-7&, €& comum nos genes das globinas alfa e beta (Efstratiadis et
al.,1980;:Michelson et al.,1980). Em outros genes estruturais de euca-
riotos s3do relatadas sequéncias em posigBes andlogas (Little et
al,,1979). E, finalmente, observa-se a sequéncia TATA, localizada na
posig3io -30 acima do sftio CAP, rica em nucleotfdeos A e T.Essas se-
quéncias de regi3o promotora s3o importantes na ativag@o génica e 1in-

teragem com protefnas nucleares (”transactiving factor”).
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Ags numerosas muta¢Ses de ponto que resultam no fendtipo da ta-
lassemia beta s%o classificadas de acordo com o passo metabdlico atin-
gido e a regi%o do gene em que ocorrem (Huisman,19382) (Fig.4). Sendo
assim, podem afetar a transcri¢3o, o metabolismo do RNA mensageiro, o
transporte do RNA do niicleo para o citoplasma, a estabilidade do RNA
ou uma combinac%o dessas alteragBes (Maquat et e1.,1884).S30 descritas
também, embora raras, deficiéncias génicas parcliais e totais (Forget
et.nl)., 1983;0rkin et.al.,1984). Desse modo, pode-se resumir essas al-

teragBes da forma especificada na Tabela 1.
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B-MutagBes que afetam o metabolismo do RNA
-regido da jung¢3o exon—fntron .............0.0.0..... 12
~regido das sequéncias de consenso.................. 15
-mudan¢as no interior do fntron critando

sftios alternativos de clivagem.................... 06
~mudangas no interior de exons ativando

sitio alternativo de clivagem 04

C-MutacBes que criam um cédon sem sentido

ou_"nongense” 13

D-Muta¢Bes que mudam a fase de leitura do

RNAm_ou_"frameshift” 32 _

E-Mutag@es nos sftios de clivagem de RNA

-e_de poliadenilag¥o_ _____________ —_— 06

F-Mutac®es no sftio CAP______________________ 03

G-MutacSes no_cddon de_inictag¥o _____________ 03

H-MutacBes_gue geram__globinas_instavets ___________ 13 ______

1-Deleg@es __ _______ MO
TOTAL (990> ___ oo 136 e

Tabela 1:Classificacso das altera¢des moleculares da Talassemia Beta.

(Huisman, 19392)
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As mutag¢Bes transcricionais ou aquelas que reduzem a transcricgdo
do gene por alterarem a regi3o promotora, concentram-se na regido TATA
("TATA box”) e nas sequéncias conservadas nas posic¢Bes -90 e -105 em
relag@o ao CAP. Estudos de transcrico ”in vitro” indicam essas re-
giBes como indispensavels para transcrigio eficiente e localizag3o
precisa do sftio iniciador da transcrig¢so (Kazazian,1987). Essas alte-
ragBes s3o geralmente assocladas a fendtipos com alteragBes clinicas
leves. Entretanto, existem varia¢Bes nesse fendtipo de acordo com as
diferentes popula¢Bes afetadas, provavelmente devido a existé&ncia de
outras sequéncias génicas modificadoras (Kazazian,1980). Por exemplo,
paciente= homozigotos negros com a mutagZc A3G na posigdo -29 sdo oli-
gossintomdticos ou mesmo apresentam auséncia de sintomas mesmo quando
em homozigose (Antonarakis et al.,1984). No entanto, s%3oc conhecidos
homozigotos chineses com a mesma mutag3do que apresentam talassemia
major dependente de transfus3o sangufnea (Huang et al.,1886). Essas
diferengas no fendtipo clfnico seriam devidas a presenga ou auséncia
de uma substitui¢Bo acima da regiZo promotora (C4T), localizada na po-
si¢3o -158 do gene ﬁ globina, que aumenta a produg3o da globina.
Eesa substituigio esta presente em negros com a mutag8o -29 e ausentes
em chineses -29 (Huang et al,,1986).

Dentre as mutacBes que afetam o metabolismo do RNA mensageiro,
existem aquelas que afetam a jun¢3o exon-fntrom, as sequéncias de con-—
senso, ag que levam a mudangas no interior dos introns do gene da glo-
bina beta, gerando sftios andmalos de clivagem e as que conduzem a

ativag3o de um sitio de clivagem alternativo no exon.
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A mutagdo IVSI-1 (primeiro exon,posic3io 1) é um dos exemplos
que alteram a junc3o exon—-Iintrom, impedindo o "splicing” desse fntron.
Nessa muta¢3do ha uma substitui¢3o G-A na posi¢3o 1 do primeiro fntron,
que modifica o sftio doador, com consequente abolig¢3o do mecanismo de
"splicing” no Intron. Assim, é produzido um RNAm totalmente andmalo,
gerando um alelo que resulta na auséncia da produg3o da globina beta
(ﬁf). A descrig¢¥o original fol realtzada por Orkin et al em 1982 e es-
tudos posteriores evidenciaram que essa muta¢do ocorre geralmente na
populac@io da bacia do Mediterr&neo. Sua prevaléncia foif estimada enm
13,2X na populagdo talass&mica na Grécla, 11,7% em Chipre, 3,1% na Si-
cflia e 3,5X na Espanha. Em portugueses homozigotos sua prevaléncia
foi estimada em 32%. Na regido da Sardenha e na China esta alterag3o
especifica ndo foil observada (Gomes et al.,1988;Huisman, 1990).

Entre as mutag¢8es que atingem as regides de sequéncias de con-
senso, a mais conhecida & a ﬁﬁVSI—S (primeiro fntron,posi¢%o 6), onde
hé& uma troca de uma timina por uma clitosina. Essa mutag3o provoca uma
redu¢do da eficié&ncia do mecanismo de clivagem normal, conduzindo a
uma redug3o de 50-75X na quantidade de RNAm normal, com reduc¢do seme-
lhante na produ¢3o da globina beta. Também foi{ descrita por Orkin et
al em 1982 e ocorre predominantemente em popula¢Bes do Mediterréneo.
Sua prevaléncia foi estimada em 29% na populagZo da lugosldvia e da
Sicflia, 15,5% na Espanha, na Tdirquia 18,1%, 8,0X¥ no Lfbano, 8,7% em
Chipre e 18,8% no Egito (Amselem et a},.1988;Huisman,1930;Rovelletto
et.al.,1990).

Dentre as mutag¢les que alteram sequéncias internas dos fntrons,
duas se destacam: a p“lvs1-11o e a ﬁ?VSII—745. A mutag3o {Sfrvs1—11o

foi a primeira a ser descrita, independentemente, por Spritz e Uesta-
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way, em 1981. Neste caso, had uma troca de guanina por adenina, resul-
tando em um novo sftio aceptor do "splicing”. Este novo local tem pre-
feréncia na clivagem em relag3o ao sftio normal, de tal maneira que
origina um RNAm anbmalo com 19 nucleotfdeos pertencentes ao IVSI (fn-
tron 1). Esse tipo aberrante de RNAm perfaz cerca de 80% de todos os
RNAm produzidos e n%o originard a protefna porque a inser¢%o dos nu-
cleot fdeos extras conduz a um cédigo de terminag3o precoce. Aproxima-
damente 10% do RNAm formado é normal, com grande redu¢3c na produgiio
da globina normal. Assim, a mutacg3o ﬁ*IVSI—S tem uma express@o clfnica
mals benigna que a ﬁﬁlVSl—llO, pois nesta a produ¢do de globina beta
é muito reduzida. Sua prevaléncia é de 70X nos talassémicos cipriotas,
62% ncc libaneses, 42X nos gregos, 26,8% em sicilianos, 8,5% em es-
panhdis, 14,28% em portugueses e 0,4% em sardos. N3o foi descrita em
chineses (Amselem gt 8al,,1988;Gomes gt ai,,1988:Huisman, 1930),

A mutac3o /371VS11-745, onde ocorre a substituic3o de uma cito-
sina por uma guanina, da mesma maneira que a ﬁivs1—11o, c¢ria um novo
local de ”"splicing”, um sftio doador com a sequéncia tipica CACGT no
fnterior do segundo fntron. 0O RNAm an&émalo assim produzido possui{ uma
longa inser¢#o de nucleotfdeos, desde a posig3o 580 até a 745. Descri-
ta em 1983 por Tretsman et al, atinge prevaléncia de 10X na Bulgéria,
8,3% em egipcios, 7X na Grécia, 5,6X nos cipriotas, 3,1%X na Sicfilia,
0,4X na Sardenha e 1,7X na Espanha. N3o foi identificada em portugue-
ses e chineses (Amselem et al.,,1988;:Gomes et al.,,1988;Huisman, 1990;Ko-
velletto et al.,1930)..

Esse tipo de alterag3o pode ocorrer também no interior de exons,
resultando ent%o em fendtipo talassé&mico e simultaneamente em uma he-

moglobina estruturalmente anormal. Na regi3o compreendida entre o co-
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don 24 e 27, existe uma sequéncia GTGGTGAGG que & similar aquela de
consenso da regi3o de ”"splicing”. Mudancas nessa regi3o poderiam ati-
var esse sftlo alternativo, fazendo com que a transcrig@o ocorra em
parte nesse novo local. Assim, a primeira altera¢3o descrita, por Or-
kin et al.(1982b), foi a hemoglobina E, com uma substitui¢3o de bases
(G-T) no cédon 27, que resulta na troca de um aminodcido no polipepti-

deo beta (Glu-Lys). Além de resultar em uma variante estrutural, Hb E
£

o

w7 ﬁ; ), origina numa varijante talassémica, jd que essa substitui-
¢Z¥o ativou uma regi%o de clivagem alternativa ,formando um RNAm and-
malo, que & posteriormente degradado. Como esse sftio alternativo nao
& utilizado preferencialmente, essa variante & considerada leve.
Essas mutacgBes no sftio alternativo no exon ilustram o fato de trocas
em sequéncias codificantes poderem interferir no processamento do RNA,
mostrando que esse & um processo diné@mico, onde varias sequéncias com
diferentes afinidades aos fatores de élivagem interagem.

Outro grupo de alteragBes que se destaca pela prevaléncia com
que ocorre em varios grupos populacionais & aquele que resulta em co-
digo precoce de terminac3io ou mutac3o ambar. Um exemplo desse tipo de
mutagSo &€ a substitui¢Bo do nucleotfdeo citosina pela timina na posi-
¢%¥o 39, determinando o aparecimento de um cédigo ambar de terminac3o,
com a consequente terminag3o precoce do RNAm na sfntese proteica. Des-
se modo, ocorre uma supresso total da sintese da globina, caracteri-
zando um alelo ﬁo. Outra caracteristica importante da substituig3o no
cédon 39, é a criac3o de um sftio de clivagem da enzima de restricdo
Mae 1, inexistente antes da mutac3o. £ a alterac3o de maior prevalén-

cia nas populagBes da bacia do Mediterréaneo, estimada em 95% dos ta-

lassémicos beta da Sardenha, 53,7% de Portugal, 36% da Sicflia, 17% da
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Grécia, 21,9% da Bulgiria, 4% da Turquia e Lfbano e 2,16X do Egito.
NZo foi detectada em negros amerijcanos, chineses e espanhdis (Amselem
et.el.,1988;Gomes et.al.,b1988;Huisman, 13990).

As mutag®es que alteram a fase de leitura do cdédigo genético
(”"frameshift”) resultam da deficié&ncia de um, dois ou quatro pares de
bases ou mesmo adi¢3o de um par de bases. Com isso, a leitura do RNAm
acontece fora da fase normal, n3o produzindo protefna normal mas sim
uma anbémala. Em apenas um caso foil descrito a produg3o diminufda de
globina beta, na deleg3o -G dos cdédons 109/110.

Existem ainda muta¢Bes que alteram o sftio de clivagem do RNA, o
sftio de poliadenilagso, o sftio CAP, o cdédon de iniciag3o, prejudi-
cando ou mesmo impedindo o mecanismo normal de ”"splicing”. S3%o muta-
¢8es de ocorréncla rara nas varias popula¢Bes estudadas. Dentre essas,
apenas as mutag¢Bes do cdédon de infciag3o dZo origem & talassemia /60 ;

as demais, resultam em talassemia AT.
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Na populag3o brasileira existe apenas um relato das anormalida-
des moleculares nas ta)assemias beta (Costa et.al.,1990). Esse estudo,
levado a efelto em um pequeno grupo de homozigotos , sugere que na po-
pul ag3o paulista aproximadamente S0% das mutag®es s@o restritas ao
grupo ﬂy 39, _ﬁ*lVSI-llO e A'IVSI-6. £ possfvel, no entanto, que o
estudo de homozigotos da talassemia beta n3o fornega dados represen-
tativos da real distribuic3o dos alelos talassémicos na populag3o.
Muitos pacientes com evoluc¢Zo benigna, embora homozigotos, poderiam
n¥o ser detectados, acarretando desse modo, um valor elevado para os
alelos com express3o clfinica mais grave.

Além do aspecto académico, importa ressaltar que o conhecimento
das prevalénclas dos genes talassémicos beta em nossa populag3o é im-
portante para os programas de controle e terapéutica dessa doenga, co-
mo reconhecido pela Organtzag¢3o Mundial da Saidde (WHO,1985).

Portanto, o presente estudo tem por objetivo primordial estimar
a prevaléncia das mutag8es de ponto em uma amostra de heterozigotos da

talassemia beta, n3o consanguineos de pacientes com talassemia
mator. Além disso, visa também permitir a andlise comparativa entre os
diversos tipos de muta¢Bes no que se refere aos dados hematimétricos e

de eletroforese de hemoglobina nessa populagio.
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Foram estudados 70 individuos encaminhados aos Ambulatdrios de
Hematologia do depto. de Clinica Médica (26 indiv.) e ao programa de
aconselhamento genético do depto.de Genética Médica (44 indiv.)-UNI-
CAMP, compreendendo 46 mulheres e 24 homens. OUs pacientes n3o eram
consangufneos , e n3o foram incluidos individuos relacionados a pa-
cientes com talassemia beta homozigética.A idade dos individuos variou
de 16 a 66 anos (X=33.21,DP=110.03).

O diagnéstico foi levado a efefito pelos valores hematimétricos,
eletroforese de hemoglobinas em fita de acetato de celulose com tamp3o
tris-EDTA-Borato pH 8.9 e estudo familiar (Maquat et al.,1981).0s [n-
dices hematoldgicos foram determinados em um Contador Automatico
(Coultre mod.SSr).A determinag3o de Hb A, foi realizada por eluic¢3o de
hemoglobinas, apds eletroforese em fitas de acetato de celulose (Ma-
quat et al,,1981). A hemoglobina fetal fol medida pelo método de des-
naturagdo alcalina (Forget et al.,1983).

A caracterizag¢3o das mutagles foi realizada pela amplificag3o do
gene da globina beta e posterior hibridizag¢%o com oligonucleotfdeos
alelo-especificos (ASQO). Nesse tipo de experimento, o fragmento ampli-
ficado € imobilizado em duplicata em filtro de nylon. Como sondas s3o
utilizadoe oligonucleotideos que variam unicamente na regi%o da muta-
¢330 a ser estudada. Uma sonda corresponde ao alelo normal e outra cor-
responde ao alelo mutante. Uma das amostras imobjlizadas no filtro de
nylon & hibridizada com a sonda normal, ao passo que a outra & com a

sonda mutante. As condi¢des da hibridiza¢3o e lavagem dos filtros s%o
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realizadas com estringéncia necessdria para identificar sequéncias que
diferem por somente um nucleotfdeo.

Assim, & possfvel identificar individuos homozigotos ou hetero-
zigotos de uma determinada mutag3o: os homozigotos mostrar3o reag¥o
positiva somente com a sonda mutante e reag%o negativa com a sonda
normal; os heterozigotos mostrardo reac3o positiva com ambas; e aque-
les que n3o possuem esta mutag3do mostrar@o reag¢do positiva apenas com
a sonda normal. Com esse procedimento, foi possivel a caracterizacso
das mutagSes (339, /3°1v31-1, A'1VSI-110 e AT IVSI-6.

Por outro lado, a mutagZo ﬁfIVSlI-745 foi identificada pela
digestdo do fragmento amplificado pela enzima Rsa I, j& que essa muta-

¢330 cria um sftio de clivagem para esta enzima de restricdo.

1-Extrag®o de DHNA

Foram colhidos 10 a 20 ml de sangue estéril] em EDTA 10X como an-
ticoagulante. Para a lise das hem&cias, a amostra de sangue foi{ cen-
trifugada a 2.000 rpm por 10 minutos, e apdés o descarte do plasma adi-
cionado a uma mistura das solugdes de cloreto de ambénio 0.144 M, 5 ve-
Zzes o volume de células e carbonato de célcio 0,01 B, 0,5 vez o volume

de <células. Apés repouso a temperatura ambiente por 15 minutos, fot
centrifugadoc por 20 minutos a 2.000 rpm. Foi{ removido o sobrenadante
e o concentrado de leucécitos foil guardado a -702C até extrag3o do

DNA.
Ao concentrado ainda congelado e mantido em gelo, foi adicionado

tamp3c de lise até atingir o volume final de 2.5 ml para amostras com
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até 5.000 leucécltos/cﬁ, 5 ml para amostras com até 25.000 leucécitos/
cmse 10 m} para amostras com até 50.000 leucécitos/c;. O tamp3o de 1i-
se 10X consistiu em: NaCl 3 M, EDTA 100 mM e tris~HCl 100 mM pH 7.5.
Para um volume final de 10 ml foi utilizado 1 ml de tampZo de lise
10X, 6 ml de agua e 4,2 g de uréia. 0O concentrade foi deesfeito manten-
do o tubo no gélo, foi adicionado 100 ul de SDS 20% por ml de tamp3o
de lise adicionado e incubado a 372C por uma noite.

Foi adicionado o mesmo volume de fenol/clorofdérmio (1:1). Agita-
da por 10 minutos lentamente, a amostra foi a seguir centrifugada por
10 minutos 2 3.000 rpm, a fase aquosa superior foi transferida para
outro tubo e repetida a extrag¥o com fenol/clorofdrmio. Apds a idltima
extrac3o feita sémente com clorofdrmio V:V com o tamp3o, foi transfe-
rida a fase superior para um novo tubo. Para a precipitacgdo do DNA,
foi adicionado 10% do volume de acetato de sédio 3 M e 2.5 volumes de
etanol absoluto gelado (-202C). Depois de misturado lentamente por in-
vers3o do tubo até a precipita¢3o, o DNA foi ent3o transferido para
um tubo de microcentrffuga e o etanol foi removido completamente. 0
DNA precipitado foi dissolvido em TE 1X ou dgua e deixado a 42C até

que o DNA entre em solug¥o.

2-Amplificacso Génica

A reac¥o em cadeia da polimerase seguiu o método descrito por
Saiki e col.,1988 com algumas modificacBes. Dois fragmentos do gene da

globina beta foram amplificados (Fig.5). 0 primeiro, com uma extens3o
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de 739 pares de bases (bp) , inclui os exons 1 e 2 e o primeiro fntron
do gene da globina beta. Foram utilizados os "primers” P1 (localizado
na posi¢3o -129 em relag3o ao sftio CAP) e P5 (localtizado no IVSII, nt
115).0 segundo, com 285 pares de base de extens¥o , incluia o final do
IVSII e a primeira metade do exon 3, e foit amplificado com os "pri-
mers” AMR1 (localizado no 1VSil,nt 684) e o DGGE 3 (localizado no exon
3, cédon 132). As sequéncias dos "primers” encontram-se na Tabela I1.
A mistura de reac?so consistiu de 100 ul, contendo 100 pM de cadsa
"primer”, 200 uM da mistura de nucleotfdeos (dATP, dCTP, dGTP e
DTTP), tamp3o da enzima (50 mM KCl, 10 mM Tris-HCL pH 8.3 e 1.5 mM Mg-
Cl,) e 3 unidades de Taq polimerase. A quantidade de DNA em cada rea-
¢3o foi 0.5 ug . Ao volume final foram adicionados 2 gotas de d&leo
mineral. As reag®es da P.C.R. ("Polymerase Chain Reaction”) foram efe-
tuadas em aparelho ciclador de temperatura "DNA Thermal Cycler”. As
condicBes de reac3o consistiram em uma desnaturag3o inicial a 942C por
7 minutos, seguida de 40 ciclos de: 942C por 1 minuto e 30 segundos,

55e¢C por 1 minuto e 30 segundos e 722C por 2 minutos.

3-Fixagc%io do DNA em filtros de nylon - "Dot-Blotting”

0O DNA amplificado fo! ent3o imobilizado em filtros de nylon
(Fig.6) da seguinte maneira: Para 100 ul do DNA amplificado, adiciona-
se 300 ul de solug3o NaOH 0.4 N e EDTA 25 Mm.Apds incubac3o por 5 mi-
nutos 2 temperatura ambiente, a mistura foi aplicada em volumes iguais
a duas membranas de nylon no sistema de ”"dot-blot” com posterior fixa-

¢3o por aquecimento em estufa por 2 horas a 80=C.



4~Hibridizagdo

A hibridizacgZo fof

feita utilizando-se sondas alelo

33

especificas

para as mutagSes (3”39, §IVSI-1, A'IVSI-6 e ('IVSI-110, segundo a Ta-

bela 11.

"primer” 5'- constituigdo -3
P GTA_CGG_CTG_TCA TCA CTT AGA C_______________
Ps TCA_TTC_GTC_TGT_TTC CCA TTC_________________

AMRL CTG_CAT_ATA AAT TGT AAC TG__________________
—_DGGE3 — _LGCJlis__TCT GAT_AGG_CAG_CCT_GCA _CT e
gsondas 5'- constitutg¢3o -3

A _39 normal_ _______ GCC_TTG_CAC_CCA_GAG GTT CT _
_ 5 39 _mutante _ GCC_TTG GAC CTA GAG GTT CT______

S1VS1-110 normal ________| CTG_CCT_ATrf GGT CTA TTC T _____
[31VS1-110 mutante _______ CTG_CCT _ATT AGT CTA TTT T _________
A'1VSI-6 normal __________ GCA_GGT_TGG_TAT CAA GGT T ___ S
ng!glzé_@ugénkg____ _GCA_GGT TGG CAT CAA GGT T ______
ng!gl:;_ngcmgl __________ CCT_GGG_CAG_GTT_GGT_ATC e
_PIvsi-1 mutante _________ CCT_GGG_CAG_ATT GGT_ATC _ __
TABELA I11-ConstituicBo de "primers” e sondas ut.itlizadas na detecgdo

das mutacBes da talassemia beta.
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a-Marca¢¥o da sonda com isdétopos radioativos

As sondas foram marcadas com § ATP fésforo 32 e T4 polinucleo-
tfdeo quinase: 100 pmoles da sonda, tamp%o T4 ( 0.05 M Tris-HCl pH
7.6, 0.01 M MgCl,; , S mM DTT,0.1 mM espermidina,0.1 mM EDTA), 50 pmo-
les de [ X —QSATP (ativ.esp.3.000 Ci/mmoles) e 15 unidades da T4 poli-
nucleot fdeo quinase. Apdés incubag3o a 372C por 2 horas, a reagZo é iIn-
terrompida pela adig3o de 100 ul de STE (0.1 M NaCl, 10 mM Tris-HCl e
1 mM EDTA pH 8.0). Foram feitas 2 extracBes V:V com fenol/clorofdérmio
e 1 extrac¥o V:V com cloroférmio. As sondas foram purificadas em colu-
nas de Sephadex G50. A eficiéncia da marcac3o foi avalfada pela con-
tagem de radioatividade em um contador de radioattvidade beta (cinti-

l1ador).

b-Pré-Hibridizac%o

Os filtros foram colocados no intertior de um recipiente plésti-
co flexfvel contendo 10 ml do tamp¥o de hibridizag¥o (5 X SSPE(NaCl
3M,NaH,PQ, .H,0 0.2M e EDTA 0.02M), Denhardt's 2 X (Denhart's 50X =5 g.
Ficoll,5 g poltivintilpirroline , 5 g. de soro albumina bovina e 4dgua
até completar o volume pra 500 ml) ,SDS 0.1 X ) e incubados por 2
horas & temperatura apropriada para cada sonda, segundo a tabela III .
A temperatura é varidvel de acordo com a constituigZo da sonda utili-
zada, devendo ser padronizada em temperatura 2 a 3 graus menor que a
temperatura de "melting”, que é calculada‘como Tm=(n2 de G + ne de O)

X 4 + (ne2 de A + n2 de T) X 2.
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c-Hibridizag8o

Apés a pré-hibridizag¢%o as sondas préviamente marcadas foram

b
adiclonadas aos sacos plésticos na razZo de 5x10 cpm por ml de tamp8o
e incubadas adicionalmente por mais 2 horas na mesma temperatura de

pré-hibridizag¥o.
d-Lavagens

Foram realizadas 3 lavagens, sendo as 2 primeiras em temperatura
ambiente por 5 e 15 minutos respectivamente, em solug®o 2X SSPE e
0.1% SDS. A temperatura da terceira lavagen foi calculada como TH + 2,
e efetuada em solug¥Bo 5X SSPE( NaCl 3 H; NaH,PO,.H,0 0.2 M e EDTA 0,0
2 M)e 0.1X SDs.

Apés a hibridizag¥o os filtros foram secos e expostos em filme
de railo X durante a noite, a temperatura ambiente sem o uso de inten-
sificadores de imagem ou a -702C por 2 horas com a utilizag®¥o de in-

tensificadores.

e e . e - ——— A —— — ——— o — — — — ——— = —— " . - o T T G S S G A T S e el S S S

sonda para a Temperatura de Temperatura de
regi%o_da mutacgdo - Hibridizac¥o (2C) Lavagem (2C)_ _ ______
L 39 55 62 —
———421V¥51-1 -4 61 _—
pvsi-6 55 _____ 60
. ﬁﬁvsn—no . . _48 . 52

TABELA l1]-Temperaturas utilizadas na hibridiza¢Zo e lavagen.
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5-Digest¥o com a enzima Rsa !

Para a identificacio da mutagdo /S+IVSII-745, fof utilizada a
enzima de restri¢%o Rsa I, com sftio de clivagem na sequé&ncia GTIAC na
regi%o da mutagZo 11VS11-745 e inexistente nessa regi%o no gene nor-
mal. A 10 ul do amplificado Il (”"primers” AMRI e DGGE3), foram adi-
cionada 10 unidades da enzima Rsa I e 1.5 ul de tamp3o 50 mM Tris-HCl
pH 8.0 e 10 mM MgCl ,com incubag¥3o a 372C por uma noite.A sgeguir fol
realizada eletroforese em gel de poliacrilamida a 6X e colorag3o com
brometo de etfdio e visualizac¥o das bandas formadas em transilumina-
dor com luz ultra violeta. Agsim, na auséncia dessa mutag@o era visf-
vel apenas uma banda de 295 pares de bases, nos heterozigotos para
esta mutag¥o, eram visiveisg duas bandas, uma de 295 e outra de cerca
de 140 pares de bases (o amplificado digerido da origem a dois frag-
mentos, um de 138 e outro de 157 pares de bases, e que s%o distinguf-
veig no gel) e no homoztgoto mutante seria visfvel apenas a banda de

cerca de 140 pares de bases (Fig.6).
6-"Southern blot”

Para estudo do complexo de genes alfa foi levado a efejto a di-
gest@o do DNA com as enzimas BamH | e Bgl II, eletroforese em gel de
agarose, transferéncia para filtros de nylon e hibridizag%o com sondas

do gene alfa como descrito anteriormente (Sonati et al.,1991a).



38



39

1-fNDICES HEMATIM£TRICOS e ELETROFORESE DE HEMOGLOBINAS

A Tabela 1V mostra os resultados dos fndices

hemat imétricos e

das dosagens de hemoglobinas A; e F nos pacientes estudados. Estes
exames foram realizados no Laboratdério de Hematologia do Departamento
de Patologia Clfnica do Hospital de Clfnicas da UNICAMP.

paciente sexo idade GV HB HT VCH HCHM A, F

i-CTa___F_____ S2__ 5.7____.12.1 __ _41.1 _731.0 . 20.3 __ 5.0 __1.7
2-_MRC___F_____ 24 __ 6.0 ____10.8 ___33.7 56.0 ___18.t __ 4.5 __0.7
3-_LGC ¥ 30__5.0 ___10.2 _30.0 __60.0 ___20.3 ___ 4.8 __2.0
4-_MFE E 28__ 5.5 ____ 11.1 __33.0 ___60.0 __.20.2 __ 5.3 ___ 1.9
5-_EL M 21 6.4 _12.0 42.4_ 65.7____19.5____5.0 1.8
6-_VP M____ 40 _ 5.3 11.3 __34.5_ __64.5 _21.1 4.5 0.8
7-_MLP E 28___ 4.7 11.6 33.3 74.4_ 24.6 5.3__.0.8
8-_APP F 42___ 5.5 11.4 34.2____62.0 20.6 4.6 1.4
9-_GAR____M____16__ 5.8 ____11.9 300 __66.0 __ 20.0 __ 5.6 _ 0.8
10-AMZ____ F_____ 28___ 5.3 10.6 34.8_ 65.8 20.0 5.7 ___2.6
11-IC M 27 ___5.4_____10.5 34.6 63.6____19.4 5.8__.0.5
12-EPT___F_____ 80___5.6 12.0 __.39.6 __71.0 . 21.2 @ 5.4__ 1.2
13-MHPS _F_____ 33__ 5.5 ____11.3 . 34.4 __62.0 . 20.1 4.7 1.3
14-AT ___F 19 5.4 __10.3 _32.6 __ 61.0 _20.6 ___ 5.2 0.5
i5-RM_____ 25 __ 6.3 ____12.0 ___40.3 __64.0 __139.0 . 5.7 1.1
16-JAM ___ M ____ 35___4.7_ ____11.6 __35.0 ___74.4 __.24.6 __ 5.3 __ 1.3
17-RTB F 58 5.4 10.2 32.1 59.0 18.5 5.0 0.6

-
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cont .

paciente_sexo_idade __ GV HB HT VCN HCHM Az E

18-JAS M 66___4.8 10.3 30.0 62.5 21.5 4.4___0.5
19-MTSB___F 44___5.5 11.6 33.4 61.0 21.5 5.3___1.4
20-LCD F 42 5.2 11.6 35.8 69.0 22.4 5.5 __0.5
21-MAFUP__F 28 __ 6.2 11.2 35.4 57.0 17.7 5.2 __0.8
22-J1M M 48___5.4 10.8 36.7 68.3 20.1 4.9 1.2
23-SC F 23___5.3_____10.8 37.0 70.0 20.3 5.7___1.5
24-RBS F 47__ 5.2 12.1 36.8 70.0 23.6____3.5___0.5
25-MCCS___F 40 __5.0 10.6 34.3 69.0 21.1 5.1 __2.6
26-JM_____HM 32___7.3 14.4 41.3 58.0 20.4 5.5___0.8
27-AAB F 37___6.1 12.7 38.6 63.0 20.8 4.9 __ 2.7
28-MMGS___F 34___4.8 14.1 43.2 87.0 28.4 3.4___0.7
29-MOGL___F 45___5.9 11.8 34.6____58.6 20.0 5.1 __0.5
30-EMG F 42 4.9 10.5 30.0 61.0 20.2 4.9 1.3
31-SM F 28___5.6 12.0 39.6 70.7 21.4 5.0 0.7
32-UR M 40 __ 6.5 13.3 38.8 60.0 20.3 5.2___3.1
33-DF M 33___6.6 13.2 41.0 62.0 19.9 5.3___5.0
34-MHRC___F 40 __5.6 11.8 39.3 71.0 21.4 5.6___0.4
35-CDN F 22 __ 5.7 11.2 36.0 €64.0 19.9 5.1 __5.5
36-RS M 16___4.8 9.5 29.1 61.0 19.9 5.7 __0.8
37-1BV____F 41 _ 5.8 11.1 35.5 61.0 19.1 5.8 1.1
38-JES N 28 __ 6.1 14.2 41.4 67.0____23.1 4.3 ___0.9
39-ETP F 30 5.6 13.1 40.2 72.0 23.4____ 5.4 ___0.8
40-MCFC___F 26___6.0 11.5 35.9 1.0 ___19.4____ 5.8 __ 1.3
41-CRM M 21___5.8 11.1 35.6 61.0 __19.0 __5.3___0.8
42-VLCP___F 30 __5.6 11.6____35.8 64.0 20.6 5.1 __0.7
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- cont .
paciente_sexo_idade GV HB HT VCHM HCM L3 F
43-NFM F 28 5.9 11.6 34.6 59.0 18.7 5.8 1.6
44-SS _F 32 5.1 10.0 28.5 57.4 19.4 5.7 0.8
45-MLA____F -50___5.8 11.3 36.3 62.6 ___18.5 ___ 4.7 __0.8
46-ED_____F 45___ 4.9 10.2 31.1 62.0 ___22.8 7.7___1.5
47-JA_____M 40___4.8 10.4 35.1 72.1 21.5 5.6 2.4
48-JR_____M 25 5.7 13.8 45.7 80.4____24.3 3.6___1.7
49-~-NMF M 31 5.6 11.2 36.0 64.0 19.9 5.1 1.3
50-ACH _F 40 5.5 11.9 39.2 70.5 21.4_ 5.6___0.8
51-FM_____F 31 5.1 ____12.1 35.5 69.1 23.5 5.2 0.7
52-MGS F 32 6.1 11.8 36.5 59.8 19.3 5.2 1.2
53-CS M 35 5.9 11.6 35.8 60.7 18.6 5.4 0.7
54-0CF F 21 5.5 11.1 36.7 66.5 20.1 4.6 1.8
55-LAP F 25 5.2 12.0 35.1 66.8 22.8 5.0 1.3
56-CCP M 30 6.1 11.3 36.5 59.3 18.4 5.1 0.5
57-MSC F 21 5.6 11.8 35.5 62.8 20.8 4.6 1.3
58-JEB F 42 5.0 10.8 30.0 60.2 21.7 5.3 0.8
59-RCB M 32 5.6 12.2 34.7 61.3 21.5 5.1 1.7
60-JCF F 18 5.6 11.4 30.2 54.0 20.4 4.7 0.7
61-RHR M 25 6.0 11.2 37.0 61.8 18.7 5.0 1.4
62-AANM M 29 6.0 11.8 36.8 61.2 19.6 4.3 2.0
63-FS F 32 5.7 10.3 34.4 60.5 18.1 _4.0___0.8
64-MAR____F 30 5.4 11.3 42.1 77.4 20.7 _4.8___0.8
65-JSH F 40 5.6 10.8 35.0 62.0 ___18.1 3.8 __0.8
66-ASS____M 25 5.5 10.8 34.8 62.6____18.4____4.3___0.5
67-ASM F 21 5.6 11.2 ___35.8 63.7 19.9 4.7 1.3
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- cont.
paciente_sexo_ idade_ _GV HB HT VCHM HCM ___A=2 F
68-0R F_____45 5.5 ____10.8 34.3 62.6 19.9 5.6 0.8
63-SM F 31 5.3 11.3 36.8 68.7 21.4 5.0 1.8
7ZO-MMS____ M 29 5.6 11.6 35.5 63.5 20.7 4.5 1.7
X 33.2_5.6 11.5 35.8 64.7 20.7 5.0 1.3
dp 10.0 0.4 0.8 03.5 05.8 01.7 0.6 0.9

4
GV-Glébulos vermelhos (x10 /1), HB-hemoglobina (g/dl), HT-hematdcrito
(X), VCM~volume corpuscular médio (f1), HCM-hemoglobina corpuscular

média (pg), A,;-hemoglobina A; (X) e F-hemoglobina Fetal (X).

TABELA 1V-fndices hematimétricos e dosagens de hemoglobina em 70 indr-

viduos heterozigotos para talassemia beta.
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2-Caracterizac¥o da Anormalidade Molecular
2.1-Hibridizag¢%o

Na Figura 7 podem ser observados o8 resultados obtidos com os
pacientes 1A, 1B, 1C, 1D , 2B e 2C , ocorreu marcag3o positiva para a
sonda normal e a sonda correspondente ao alelo mutante, indicando que
os pacientes s¥o heterozigotos para a mutag¥o ﬁ°39. Os demais paclen-
tes estudados n¥%o possuem essa mutagZo.

A figura 8 mostra o resultado obtido com a sonda IVSI-110 e =a
figura 9 com a sonda ﬂ*IVSI—B. Os pacientes 1A, 1C, 2A, 2C e 3C s%o
heterozigotos do alelo ,6ﬁvs1-110 e o paciente 2C ¢é heterozigoto da
mutac¥o ﬁﬁVSI—G.

A sonda para a mutac¥o ﬁolVSl—l foi utilizada na figura 10, onde

o paciente 2A é heterozigoto dessa mutag¥o.
2.2-Digest%o com a enzima Rsa | para detec¢Zo da mutac%o(?lVSll—745

A presenga da mutag¥o ﬁ*IVSII—745 pode ser detectada pela diges-
t3o de um fragmento especifico do gene da globina beta pela enzima Rsa
I. No gene normal n¥o existe o sftio de clivagem desea enzima.

A figura 11 mostra o padr@o eletroforético tfpico de um indivf-
duo heterozigoto dessa mutac¥o, além daquele peculiar a indivfduos em
que a alteraclio estd ausente.

Na amostragem estudada n%o foram observados casos desse tipo de

anormal idade.
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FIGURA 7-Autorradiografia de filtro (Dot-Blot) hibridizado com
para a mutagZo [? 39 e sonda normal.Os individuos
1D, 2B e 2C , apresentaram marcag¢do positiva, com
semelhante, com as duas sondas, sendo portanto, heterozigotos

para a mutag¥o 5 39 (D DNA foi imobilizado apenas nas

¢8es marcadas no mapa abaixo da foto).
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1 2 3 1 2 3

A- @@ ¢
- 00®
- ®0® Qo =

normal mutante

1 2 3
A Al A2

B Bl B2 Bi
¢ (14

FIGURA B8-Autorradiografia de filtro (Dot-blot) hibridizado com sonda
para a mutac50(§}VSI—110 e sonda normal .Os individuos 1A, 1C,
2A,2C e 3C apresentaram marcac¢¥o positiva, com iIntensidade
semelhante, com as duas sondas, sendo portanto, heterozigotos

para a mutacﬁogﬂﬁVSi-liO.



FIGURA 9 43c

1 2 1 2
A— L 2
B— @
- Qe ®

NORMAL MUTANTE

1 &

¢ ¢l 2

FIGURA S-Autorradiografia de filtro (Dot-blot) hibridizado com sonda
para a mutagSo p*lVSI—B e sonda normal.0 indivfduo 2C apre-
sentou marcag¥o positiva, com intensidade semelhante, com as
sondas normal e mutante, portanto, trata-se de um heterozigo-

+
to para a mutacﬁo[qIVSI—G.
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FIGURA 10-Autorradiografia de filtro (Dot-blot) hibridizado com a son-
da para a mutacﬁoﬁ°IVSI—1 e sonda normal .Apenas o indivfduo
2A apresentou marcag@o positiva, com intensidade semelhante,

com as duas sondas, sendo um heterozigoto para essa mutacg3o.



FIGURA 11 43e

FIGURA 11-Eletroforese em gel de poliacrilamida do amplificado 11 di-
gerido com a enzima Rsa I.Na posi¢¥o 1 vemos um controle po-
sitivo, em que a banda de cerca de 140 bp aparece, mostrando

que houve a digestdo com a enzima Rsa 1I.
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2.3-Prevaléncia das mutagBes na amostra estudada

Dos 70 pacientes heterozigotos da talassemia beta analisados,
45 eram portadores da mutac¥c (3° 39 (64.28%), 14 da A+ 1vsi-110
(20.02%), 5 da /S*IVSI—G (7.14X) e 4 da ﬁflVSl-l (5.71%). Todos os
individuos eram realmente heterozigotos da mutag¥o detectada. Nenhum
dos pacientes teve o seu DNA digerido com a enzima Rea 1, significando
a auséncia da mutacﬁofv“lVSII-745 nessa amostra. Apenas dois pacientes
n%o tiveram suas muta¢Bes identificadas pela metodologia empregada. A

Tabela V resume og dados observados.

tipo de mutagdo Ne de indivfiduos (X)
A@o 39 o __45 (64.28) ___
. plvsizuie 14_(20.02) _
_p’_1vSi-6 05_(07,14)
e _1vsI-t 04 €05.78) _______

AIVSII=745_ _ Q____-_
outras 02_(02.85)

TABELA V-Preval&nclia das mutagBes da talassemia beta em

70 pacientes heterozigotos

ek

‘7 UMIC AT
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-3-Comparag3o entre os dados hematimétricos observados nas diferentes

mut acBes

Com o objetivo de avaliar a influéncia de cada tipo especffico
de mutag¢¥o nos dadoe hematimétricoe, foram analizados o VCM, HCH,
dosagens de Hb A3 e F nos indivfduos com os diferentes tipos de muta-
¢Ses. Fol estudado também o complexo dos genes alfa através de "Sout-
hern blot” e afastada a concomit8ncia de alfa talassemia. Os8 resul-

tados encontram-se nas Tabelas VI e VII.

—— - —— o —————— —————— R e G T T — — — ——— — — —— - —— . G G — S

mutagZ% ___GV___ Hb Ht VCH HCH Ao F
______________ X(DP) __ _X(DP) ___ X(DP)_ _ X(DP) ___X(DP) __X(DP)_ __X(DP)
39 5.48 11.23 35.61 66.13 20.71 5.08 1.60
_ (0.84) (1.40) (3.78) (8.21) (2.43) (0.82) (1.37)
IVS1-110 5.05 10.82 33.48 69.05 21.55 4.96 0.82
_____ e $0.71)  €2.34) __(5.74)_ _(9.30) _(3.80)_ . (0.87)__(0.43)
IVSI-6 5.69 13.36 41 .30 72.46 23.66 3.63 1.03
(0.45) (1.11) (4.45) (7.03) (0.60) (0.61) (0.61)
IVE1-1 5.43 10.60 33.83 63.76 20.33 5.73 1.14
_ _ (0.55) (0.34) (2.80) _(6.75)__(2.35)_ _(1.72) _(0.35)
outrase 6.16 11 .55 39.00 63.356 19.25 5.15 1.35
(0.28) (0.45) (3.40) (2.35) (0.25) (0.15) (0.45)

TABELA VI - MNédia (i) e Desvio Padr3o (DP) dos fndices hematimétricos

e nfveis de hemoglobina dos pacientes heterozigotos da ta-

l assemia beta.
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A Tabela VII resume as comparac¢Bes estatfsticas grupo a grupo
entre os diversos tipos de mutacBes encontradas. As diferencas esta-
tisticamente significantes foram observadas entre os portadores das
mut acSes (? 39 e ['IVSI-6 com relag¥o aoc nfvel de hemoglobina A2 e
HCM, entre o grupo de (35e (3* quanto ao nfvel de hemoglobina fetal

+
e entre, grupos p 1VS1-6 e ﬁflVSl-l em relaco aos nfveis de Hb Az e

HCHM.
amosgtra A _ __F __VCM____ HCM
___________________ H(P) _______H (P) ___H_(P) _H_(P) _—
__TOTAL____ & ____ 5.95 (0.11)_ __5.02 (0.17) _2.95_(€0.39)_ _6.03_(0.10)__
£39%x_f110 x_____0.15_(0.69) 4.81 (0.02) 0.65_€0.41)_ _1.06_(0.30)
_(fgg)_( 6 _% 5.46 (0.01) _ 0.33_(0.56) _2.21_(€0.13) _4.97_(0.02)
4:?_32&_/5.; X ____._0.38 €0.84) __0.08 (0.77) _0.12 (0.72) 0.06_(0.79) _
_gi_;g}_{ :g,____g____ 3.76 _(0.52) __0.51 (0.47) _0.66_(0.41) _2.66_(0.10)
.pié_i_(_lil___t _____ 3.85_(0.04) _ _0.04_¢0.82) _1.71 (0.19) 3.85 (0.04) _
0 +
A0 S N S 2.13 €0.14) __4.35_(0.03)__2.09 _(0.14) 3,68 €0.05) _

& - DF=3 , % —- Df=1 e P=probabilidade

TABELA VI1-Resultados do teste n%o paramétrico de Kruskal-Wallis uti-
lizado nos dados hematimétricos de pacientes heterozigotos

da talassemia beta.
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Esses resultados indicam que a mutag¥o A*IVSI-G apresenta meno-
res percentagens de Hb A, e maiores valores de HCM que as mut acBes
p39 e ,fivs1.110. As outras mutagBes n¥o apresentam diferencas esta-
tisticamente significativas entre 8i quanto aos dados hematimétricos e

de eletroforese de hemoglobinas.
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A origem étnica da populagBo brastleira & heterogénea e Irregu-
larmente distribufda no pafs. Além dos colonizadores portugueses, o
Brasil recebeu macigos contingentes de escravos africanos e de imi-
grantes da 1t&lia, Espanha, Jap#o, Alemanha e Orlente Médio.

No Estado de S%o Paulo houve grande fluxo migratdrio a partir
de 1880, com 4&pice no perfodo compreendido entre 1300 a 1920 .As
origens desses imigrantes eram variadas, mas predominavam os orlundos
da Itslia e Portugal. Os dados do censo de 13950 indicaram a seguinte
distribui¢Zo entre os imigrantes : 23.2X eram italtanos, 22.2X portu-
gueses, 14.4X espanhdis, 3.6X alemZies, 3.3X sfrios, 1.2X austrfacoes e
0.5X franceses, excluindo aqueles naturalizados (Saldanha,13968). Quan-
do comparados aos niumeros do mesmo censo incluindo todo o Pafs, as
percentagens eram pouco diferentes, mas persistia a predomin8nctia de
italianos e portugueses (Saldanha, 1968). Og imigrantee italianos eram
oriundos de regi8ee rurais do norte da Itélia (Figura 13), principal-
mente das regiBes de Veneto (Veneza, Pd&dua, Treviso, Rovigo e Verona),
Lombardia (Mantua e Mil%o) e Emiglta Romana (Ferrara, Bologna, Parma e
Modena).

Todos esses grupos raciais est%o submetidos a um progressivo
processo de miscigenaglo. A magnitude desse evento é de diffcil ava-
liagB0 no pafe como um todo, mas a andlise conduzida por Azevedo e
col.,1981 na Ilha de Itaparica no Estado da Bahia mostrou que a pro-
porg%o de mulatos praticamente duplicou, ao passo que a de brancos fol
reduzida a um tergo em cerca de 90 anos (1889-1980). Estes dados re-

forgam a idéia de que a frequé&ncia de anormalidades hereditérias das
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hemoglobinas devem variar nas diferentes regiies do pafs e refletem as
origens étnicas e o grau de miscigenag3o das popula¢Bes envolvidas.

Em relac%o as sfndromes talassé&micas Beta no Estado de S%o Pau-
lo, investigacOes baseadas em dados clfnicos, genéticos, hematolégi-
coe e bioquimicos mostraram que a maloria dos homozigotoe e heterozti-
gotos eram descendentes de imigrantes italianos. Poucos dados foram
relatados nesta populag3o relativos a pacientes descendentes de portu-
gueses, espanhdéis ou africanos. Nesse particular , importa ressaltar
que a investigac¥o sistemdtica de mais de 3.000 pacientes do HC-UNI-
CAMP com suspeita de hemoglobinopatia revelou a presenca de apenas 2
pacientes negros com talassemia beta heterozigética (Sonati et
al.,1991b).

Assim, seria previsfvel a predomlnﬁhcla na populagdo estudada de
mutagcBes oriundas dos grupos origindrios da I[t&lta, embora a contri-
buig&o de muta¢Bes com prevalé&ncia elevada em Portugal, como a tiv-
Sl-6, fosse esperada com frequé&ncia significativa. Os resultados en-
contrados neste trabalho mostraram predomin8ncia conspfcua da mutag¥o
{§39 e que somente 4 mutagBes, todas de origem mediterr8nea, s%o res-
ponsdveis por cerca de 97X dos casos analisados. A frequéncia dessas
mutag8es € pecultiar e, em geral, difere daquelas observadas na matoria
das regiBes da Itslia, Portugal e Espanha.

InvestigacBes sistemdticas mostraram que na regi%o norte da
Itdl1a € encontrada uma major heterogeneidade nas alterac8es molecul a-
res da talassemia beta do que no sul (Thein et al,.,1985). Esse fato &
explicado pela varia da migragc3io de populag¢Bes de outras partes do
continente para o norte da Itélia, ao passo que no sul haveria in-

fluéncia predominante de populagBes gregas devido as sucessivas {inva-
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sSes dessa regi%o por esses povos ao redor do ano II DC (Maggio et
2l.,1990). A frequéncia das altera¢Bes moleculares observadas nas di- ’
ferentes regides da Italia apresentam padr8eg varidveis de distribui-
¢¥%o. Por exemplo, na regi%o norte da Itdlia, Thein et al.(1985) demos-
traram em amostra populacional da regi%o de Mil%o frequéncia de 22X da
mut agBo ﬂTIVSI—ilo e 66X da mutag3o ﬂ039 {Ca20,1992). Na regido de
Ferrara, esga Ultima alterag3o atinge 51.4X dos talassé&micos. Em ou-
tras populacBes do norte da ltdlia, Lombardia,Piemonte, Liguria, Tos-
cana, Marche, Umbria e Abruzzo, foram encontradas as frequéncias de
54X da mutag¥o (}°39, 19.3% da A1VS1-110 e 3.8% da (5*1vs1—6 (Cao, 1992) .
Por outro lado, em algumas regi8es do sul da Itdlia, como na Sardenha,
95X das muta¢Bes observadas sg3o do tipo /@’BS.Jé na Sicflia, foram
encontradas 32X dos cromossomos talassemicos com a mutactio Po 39,
23.5%X com a p*1vs1—11o, 9.8X com ﬂOIVSI-I, 14.3X com ﬂ*lVSl—G, 3.3%
com /5° IVSII-1 e 3.3% de 3'IVSII-745 (Ca0,1992). Como J& referido,
essa distribuic3io deve ter sido influenciada pelas 1invasBes gregas
dessa regiBo. Na populag%o grega, por exemplo, essas mutagBes atingem
as seguintes frequéncias: 17X ﬁ°39, 42 .5% ﬁﬁ IVSI-110, 7.2X da
(ﬁvs1-s e 13.2%X da /5°1vs1—1 (Huissman et al,,1992).

Na Espanha, as prevaléncias das mutac¢Bes descritas indicaram
frequéncias de 64X da @939, 8.5X da. ﬁﬁ'xvs1-11o, 15X da F?IVSI-G e
3.5X da ﬁflVSl-i (Amselem ot al.,1988). Em Portugal, Gomes et al.
(1988), ao analisarem pacientes com talassemia homozigética, encontra-
ram 53% da mutac¥o [3 33, 10% da A'IVSI-110 e 32% da f1VSI-1. Por outro
lado, Tamagnini et al.,1990, estudaram pacientes com talassemia malor
e Iintermediaria e Qerlf!caram a prevaléncia de 73X da mutac®o /3+IV-

SI-6, 5.7% da /5039 e 7.69X% da /3°IVSl-1. Estes dados confirmaram
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que a mutacg¥o ﬁ*IVSI-G representa um alelo talassémico com evolug¥o
clfnica benigna e quando em homozigose ou em associac¥o com outros
alelos, resulta com frequéncia no quadro clfnico de talassemia {inter-
mediaria.

A comparag¢3o dos dados desse trabalho com os viarios segmentos
populacionals da regiad do Mediterrf@neo, indica uma grande proximidade
com aqueles descritos nas regies de MilZ%o, Lombardia e Delta do P6,
demonstrando realmente, em nossa regi%o uma marcante influé&ncia dos
imigrantes da regi%o norte da It4lia. Por outro lado, as mutagBes

6IVSI—1 e pﬁVSI—G, observada com elevada frequéncia em alguns estudos
em Portugal, foram encontradas com baixa frequéncia na amostra estuda-

da.
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mutacso Mil%0 Sardenha Delta PS Sicflia Lazio Lombardia Brasil

1[!>_f’__:_3_9_ 66 95.0 61.5 32.0 48.1 ___54.0 64.28
1vsi-110 22 0.4 25.6 23.5____11.5  __19.3 20.02
p1VSI=6____- - 2.6 14.3_____ 3.9 ___ 3.8 _____7.14_
Qol VSL-1 - - 2.6 9.8 5.8 - ___5.71

mut ag3o Campantia Caldbria Puglia Grécia Espanha Portugal

QP 33 48.8_ 21.3 34.9 17.0 ____64.0 35.71
QHVSI—ilo 14.8 31.8 26.4 _42.5 8.5 4.28
plygl-s 8.6 i2.8 11.3 7.2 15.0 20.00

S

[1VS1-1 8.6 10.6 13.8 13.2 3.5 22.8%5
TABELA VlIll-Prevalé&ncia (X) das mutacSes mais frequentes no Brasil em

outras regiBes da Italia e Mediterr8neo.

Embora com limitagBes conhecidas, como diferentes formas de ob-
tenc%o das casufsticas, diferentes faixas etartias,etc,a comparacglio es-
tatrestica entre esses diversos grupos populacionaie e a popul agBo ana-
ligada nease trabalho, mostra a poszfvel eimilariedade entre a popu-
lag3o brasileira estudada e asg das regifes italianas de Delta do P66,

Lombardia e Mi1%0o (Tab.IX).
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Regi 3o geogréfica X P
a-Léazio 18.989 7.89 10.
b-Calsdbria 34.787 5.22 10.
c-Puglia 22.885 1.33 10.
d-Campantia 12.786 0.0124.
e-Sfcfilia 24.975 5.09 10.
f-Delta P¢6 4.689 0.3207.
g-Lombardia 3.886 0.2767.
h-Mi1%o 0.198 0.9058.
i-Sardenha 103.050 <<<0.0001.
J-Grécia 72.924 3.90 10.
l1-Espanha 7.076 0.1318.
m-Portugal 31.438 2.49 10.

S - — T S G —— G —————— - —— - ——————————— ————————— - —

A andlise de pacientes homozigotos para talassemia beta no Brasil
mostrou frequéncias de 47X para a mutag¥o p°39, 27% para a ﬁﬁlv-
SI-110 e 15X para a p*IVSI—G nos cromossomose estudados. Os dados aquli
descritos combinados aos dados daquele estudo permitem a estimativa de
frequéncia génica de cada mutago na populag3io estudada. Cabe ressal-
tar as limitacBes dessas amostras populacionais para este tipo de cdl-
culo. No entanto, como s3o os uUnicos dados disponfveis de populag¢les
brasileiras, os dados obtidos representariam uma estimativa possfvel

para essas frequéncias génicas.
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Como descrito, a frequéncl; de heterozigotos da talassemia beta
entre caucaséides do nosso Estado é de 1X e a estimativa da frequéncia
de homozigotos seria de 25/100.000.Pela equac¥o de Hardy-Uelinberg §Z+
2pq + qz= 1, podemos deduzir que a frequéncia de normalidade seria de
0.989979 , e portanto, q=0.994975. Como investigamos heterozigotos da
talassemia beta ao dividirmos as propor¢Bes encontradas por 2q, encon-
tramos a frequé&ncia génica de cada alelo. A multiplicag¥o de nogsog
resultados por 1% resultarfa em valores representativos da populacso

em geral .Com isso temos:

__.alelo __frequéncia génica estimada_ _

_p° 39 0.003230 _____________

_PBIvsi-110 _____0.001006______________

_fvsi-e 0.000353 —

_JfIVSl-i _0.000287 _ _— .
outras 0.000144

Podemos calcular também a ocorré&ncia dos homozigotos verdadelros
e compostos com as frequéncias génicas estimadas a partir dos hetero-

zigotos, como representado na Tabela X.
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gendt ipoxX Prevaléncia geral __Prevalé@ncia entre homozigotos_
39/39 0.00001043 __ 0.4172
1107110 0.00000101 _0.0404 _
6/6 0.00000013 - 0.0052 _
171 0.00000008 0.0032
outras/outras 0. 00000002 e __0.0008 e
33/110 0.00000650 0.2600
39/6 0.00000232 __0.0928
33/1 0.00000185 0.0740 .
____39/cutras 0.00000093 0.0372
110/6 0.00000072 __ _______ 0.0288
110/1 0.00000058 0.0232
110/cutras 0.00000029 0.0116
6/4 0.00000021 0.0084
6/outras 0.00000010 0.0040
1/outras 0. 00000008 0.0033

% abreviacBes 39= (3'339, 110= (S*IVSI-HO, 6= [b*IVSl-B e 1=(301VSl-1.
TABELA X: Estimativa de ocorréncia dos homozigotos verdadeiros e com-

postos.

A comparag¥o dessas prevaléncias estimadas de homozigotos com
os achados de Costa et al, 1990, mostra concordéncia para todas as com-
bina¢Bes, com excess3o dos homozigotos 6/6 e 110/outras, como pode ser

observado na Tabela XI.
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genét ipo Costa et al. estimado X P
—--33/33______ ___ ___ = S Z.92 1.0760____0.20<P<0.30_
--ior7110 ____ ________ 1 .76 _ _____ 0.0750_ ___0.70<P<0.80__
L - Y4 - S 1i____ - 0.09_ ______ 8.3020 P<0.04
337110 ______ -3 -——-4.94 0.0007 ___0.95<P<0.38__
—--33%/6_______ 3 ——1.76 --0.8736 0.30<P<0.50__

110/6 2 0.55 3.8227 0.05¢<P<0.10 _
110/ocutras 2 0.22 14.4000 _P<0.001

TABELA XI: Compara¢Bo entre os dados estimados e oz achados de Costa

et 8].,19S0.

Como exemplificado pelos trabalhos desenveolvidos em Portugal, a
andlise unicamente de pacientes homozigotos poderia levar a uma sub-
estimativa daes frequéncias das mutagBes maie benignas do ponto de vis-
ta clinico. Este fato podertia ocorrer pois a homozigose ou assoctiaglo
com outros alelos poderiam resultar em quadro clfnico de talassemia
intermedidria com poucas alterag¢Bes clfnicas e que seriam passfveis de
n8o serem detectadas ou encaminhadas para servigos médicos. Desse mo-
do, estudo de amostras de heterozigotos n¥o consangufneos de homoztgo-
tos, embora ainda que constituidas de indivfduos detetectados em hos-

pitais ,servicos de hemoterapia ou laboratdrios clfinicos, seria mals
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representativo da distribuic8o das mﬁtacbes na populagc@o geral. Impor-
ta ressaltar que estes indivfduos n¥o apresentam manisfestacBes clfni-
cas eignificativas e, em geral, s¥o identificados fortuttamente ao
realizarem exames hematolégicos de rotina.

No entanto, a frequénctia da mutacﬁo‘p*IVSI—G observada nesse
trabalho n%o foi maijor do que a encontrada em homozigotos. Sémente nos
gendtipos com a participaclio dessa mutagBo verificamos uma diferenca
significativa entre a estimativa de frequéncia e os resultados obser-
vados em homozigotos. Uma explicag3o possfvel para esse achado, serla
devido ao fato de estes heterozigotos apresentarem menor incremento
de Hb A, e VCM e HCM com valores mais elevados que as outras mutacBes.
Assim, seriam mais susceptfveis de n¥o serem detectados pelas técniceas
de rotina no estudo hematolségico.& possfvel também, que essas diascre-—
pgncias possam ser devidas ao tamanho amostral, limitado devido as ca-
racterfsticas da metodologia envolvida no estudo.

A relac%o entre og fndicee hematimétricos, nfveie de Hb A, eF e
os tipos de mutacBes da talassemia tem sido obJeio de recentes anélt-
segs em diferentes populagBes. Codrington et sl. (1990) estudaram os
nfveis de hemoglobina fetal e A em indivfduos normais e heterozigotos
da talassemia beta dos Estados Unidos. Os indivfduos portadores deas
mutacBes talassemicas -29,-88./5%VSI—1 e ﬁOIVSIl—l, apresentaram nf-
veis de fetal acima de 1X, enquanto que os portadores das mutacBee

5§VSI—6, ﬂ+IVSI—110, 24, 39, 41/42 e pflVSII-745, apresentaram nfvels
normais de hemoglobina fetal. Além disso, foram observado 8 nfveis me-
nores de hemoglobina A nos indivfduos portadores de muta¢Bes com ex-
pressdo clfnica mais brandas como a p*IVSl—S. Rund et al. (1992) es-

tudaram a relac%o entre a microcitose e as muta¢Ses de heterozigotos
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da talassemia Seta. Em 113 indivfduos de lIsrael, 18 dlfefentes mut a-
¢Bes foram identificadas (9-(§’e o restante /3* ). A média dos VCM en-
tre os individuos portadores de mutaglo (y* fol de 62.9 e o=s @O fot
de 69.3. 0 nivel médio de Hb A,fol de 5.13 em mutacgBes /3+e 4.28 enm
ﬁo. Rosatellil et al.(1992) na Itédlia, estudaram 126 heterozigotos
talassémicos e demonstraram que os portadores da mutag¢3o /5+IVSI—6
produzem gldbulos vermelhos majores e com mais hemoglobina. Az muta-
G8es ﬁ*xvs1-110 e ﬁflVSI—G mostraram menores aumentos de Hb A : quan-
do comparados as outras mutac¢8es.

Os dados obtidos nesse trabalho s%o concordantes com esses rela-
tos e os pacientes com a mutag8o /?TVSI-S mostraram os menores nfvelie
de Hb A ; , estatisticamente significativos quando comparados aos dos
indivfduos com (@’39 e ﬂ*IVSI—lio.Além disso, apresentaram og maiores
VCH e HCM, indicativo de produg3o de hemacias majores e com mais he-
moglobina do que as outras mutagBes.Em relag%o ao nfvel de hemoglobina
fetal , encontramos uma ligeira elevagfio nos indivfduos portadores de
mutacles /30, estat(eticamente significativo quando comparado a indi-
viduos com a mutagdo ﬂ*; e os valores menoreeg ocorreram naqueles pa-

cientes com a mutacHo (y1VSI—110 . O fndices male elevadoe de Hb Fe-

tal foram encontrado em portadores da mutac¥o ff 39.
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Em seu conjunto, os dados aqul obtidos facultam concluir que as
mutacSes da talassemia beta nessa populag®o do Estado de S%o Paulo
s%o representadas por aquelas origindrias do Mediterr8&neo e que quatro
alterac oces ( {?’39' ﬂflVSl—iio, f?lVSI-G e fflVSl—i) compreendem 97%
dos casos de talassemia.

Esses resultados s#o importantee porque além de caracterizar a
populagcdo estudada sob o ponto de vista de altera¢®es moleculares,
fornece o arcabougo técnico necessério para uma possfvel implantac¥o
do dtagndstico peri-natal dessas condig¢Bes na populac¢Bo brasileira.

Adicionalmente a anédlige dos fndlcés hemat imétricos permitiu
comprovar que asg muta¢Bes mais benignas do ponto de vista <clifnico,
apresentam fndices matores de VCM e HCM e menores concentrac¢lio de Hb A,

e Hb F.
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e e e v S T s S D G S T S o, TS S S e S e e i S D . o W P St . o W St S - . — i oo o S — " o— S a——— ——

CD_33_<C-T) __ -0 Mediterréneos______
CD_43_(G-T) 0 Chineses_ _ ____ __ o o
cbei (A-T> ____________ o Negroe _____ ___
CD_90_(G-T) — o___ Japoneges_ __ _ __ __
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mudam a fase de leitura

"frameshift”

—— ——— . Y - — - Tn T G VS Tt e G . W S G e WE S S S WRe m e e SMe M S e G S WD M e W e S T YEE G L T M W G- e R M e St e W

¢p_{ (=63 _ ____ O Mediterr8neos ____________________
e¢b 5 _ (€% _ _ o___ Mediterr@neos __ __________________
Ch 6_¢(-A __ _ o ____ Mediterraneos_e_negros_americanos_
CD 8 _C-AA> __ ________ o__ —-Mediterr8neos_ ____________________
CDs8/3_(+G) o __ Asisticos _________ _—
CDs39/10_(+C)__ —0 Turcos______ e e e e
€D_11_(-T) SR ¢ S Mexicanos _ —— ———
CDs14/15 (+G) __ o__ Chinesesg__ _
€D_15_(=T) O Asisticos e Taflandeses __________
CD_16_¢=C) -0 Asidticos - —_—
Ch_24_ (-G,+CAC) 0 Egpcios _ .
Cds25/26_(+T) o --Tunigisnes _______________________
Cds27/28 (+C) O S Chineses_____

CD_35_(-C) 0 Malégsia . _
CDe36/37 (-T) 0 ——--lranianos —
CDs37/38/39(-GACCCAG) ___ O_______ Turcos ——e e
CDs38/39_(=C) ) Tchecoslovdgula _— —
CD_41_(-C) —_— Tajlandeges _ __ ____________ _______
CDs41/42 (-TTCT) O_ - Chineges ________ _ .
CD_44_(-C)_ 0 “Kurdisgh?” — _—
CD_47_(*+A) __ o Surinawe  _________ ___
CD_54_(+G) - -Japoneses__ _ _—

ch e4 (=G> ______ _______ O Sulgos
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CD_71 C(+T) _ _ o Chineses _____ e
CDs71/72 (+A) _ _________ O Chineses ________ _—
CDs74/75_(=C) —_— Turcos __ __ _ _
CD 76 _(=C)_ ____ o ____ltaliamos_ _______ _—
CDs82/83 (-G ___________ o Ichecoslovaquia _________
CD_88_(+T) —_— o__ Asisticos ________________________
CD_35_(+A) ___ _ 1 S Tatlandta _____________
CDs106/107 (+G) O Negros_americanos ________________
CDs109/110 (-G) ________ + __ _Lituania L
Sftio de clivagem e poliadentlacgio

AATAAA-AACAAA _ _ —_t Negros_americenos ______________
AATAAA-AATAAG _______ _ + ______ "Kurdigh”_ _____
AATAAA-AATGAA __________ h. S Maldgla ______ _ _____ _
AATAAA-A(-AATAA) + Arabes_________
AATAAA-AAAA(-AT) + Franceses ______ _
Sftio "CAP”

+1_(A-C) + -Asisticos ________ _— -
3 UTR(*+1570bp) (T-C) + _lerge! _______________
3'UTR(term.CD+6,C-G) + Grécia —— —_—

Cédon de Iniciac3o

ATG-ACG__________ o _
ATG-AGG _ —_ _—
ATG-GTG__ -

Globinas Instaveis

— - — o oS T o o T S . i e o B S S . o o S . St e




- —— — T S ———— —— — ——— S —— ——— —_ Tt —— —

CD_60_<(GTG-GAG) -
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l1taljanos

CD_94_(+TG) (Hb Agnana) -

ltalianos

Japoneses_

CD_114_(-CT+G) (Hb_Geneva)

Franceses_e_Suigos

CD_123_(-A) (Hb_Makabe)

Cds_123/125_(-ACCCACC) _O

CD_126_(-T) (Hb Vercelli) ltaliapeg _______________
CD _127_ (GLn-Pro)(Hb_Houston) Ingleses —_
CD_127_ (CAG-CGG) - Franceses ________________ ___ _____
CDs127/128(-AGG) (Hb_Gunma) Japoneses__

CDs128/129(-4,+5) (-GCTG,+CCACA) e

Cds132/135(-11) (~AAAGTGGTGGC) Igrael _ e _
Cds134/137(-10,+4) .0 - Portugueses ______________________
Delec8es

12.6 Kb - ————_Alen¥es ——
2200 Kb Israelenses —

€19 bp - Asidticos

1333 _bp Negros, ingleses.alen¥es_anglo-gaxle

4237 bp Ichecoslovdquia ___________________
290 _bp - Turcog _e_.jordanianos —_— _
44 nt _ -_Gregos _

=3400_bp _— Thailandia —————— e




