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RESUMO

A talassemia alfa, uma das doengas monogénicas mais comuns no mundo, resulta de
um desequilibrio na sintese das cadeias alfa da hemoglobina devido, principalmente, a
delecdo de um ou ambos 0s genes da globina alfa, sendo a delecdo -o®' a mais freqiiente. A
talassemia alfa, juntamente com a deficiéncia de ferro e a talassemia beta, representa uma
importante causa de microcitose e hipocromia. Com 0 objetivo de diagnosticar e verificar a
prevaléncia da talassemia alfa (-o>") em individuos com microcitose e/ou hipocromia (VCM
< 82 fL e HCM < 27 pg, respectivamente) foram estudados 319 pacientes atendidos no
Ambulatério de Hematologia do Hemocentro Dalton Barbosa Cunha, Natal, RN. Todas as
amostras de sangue periférico foram submetidas aos seguintes exames laboratoriais:
eritrograma, realizado em contador automatico de células, eletroforese de hemoglobina em pH
alcalino, dosagem das hemoglobinas A; e Fetal e concentragdo de ferritina sérica determinada
através de ensaio imunométrico quimioluminescente. O DNA foi extraido utilizando o Kit
illustra Blood GenomicPrep Mini Spin e a seguir submetido a PCR para investigacdo da
delecdo -o>’. Dos 319 pacientes, 105 (32,9%) apresentaram talassemia alfa, sendo 93 (29,1%)
heterozigotos (o> /o) e 12 (3,8%) homozigotos (-o®/-o>"). Em relagdo ao grupo étnico, 0s
negros foram 0s que apresentaram a maior prevaléncia da doenca (45,7%), seguidos pelos
pardos (32,3%) e brancos (29,1%). A associacdo da talassemia alfa com outras
hemoglobinopatias foi observada em 12,3% dos individuos com a delegdo -o®’, sendo 7,6%
associada ao traco falciforme, 1,9% a doenca falciforme e 2,8% a talassemia beta, mostrando
a coexisténcia dessas doencas da hemoglobina na populacdo estudada. Dos 105 pacientes
diagnosticados com talassemia alfa, 9 (8,6%) tinham deficiéncia de ferro associada. A
comparagdo dos indices hematimétricos VCM e HCM entre os trés grupos de pacientes
classificados por genétipo alfa (-o>") (normal, heterozigoto e homozigoto) revelou diferenca
estatisticamente significante entre os trés grupos para ambos os parametros (p < 0,05, teste de
Tukey). Porém, apesar das diferencas observadas, a sobreposicao dos valores individuais nao
permite a distingdo entre os diferentes genotipos alfa baseada nestes parametros. Nossos
dados demonstram a presenca da delecdo -a*’ em nossa populacdo e corroboram a
importancia do diagnostico molecular da talassemia alfa a fim de evitar investigacGes
laboratoriais desnecessarias para elucidacdo da etiologia da microcitose e/ou hipocromia e
garantir que o paciente ndo receberd tratamento inapropriado com ferro. Os resultados
mostram também que o diagndstico prévio de deficiéncia de ferro ou talassemia beta, ndo
excluiu a presenca da talassemia alfa.

Palavras-chave: Talassemia alfa, hemoglobinopatias, microcitose, hipocromia, delecéo -o®’



ABSTRACT

Alpha thalassemia, one of the most common monogenic disorders in the world, results
from an imbalance in a-globin chain synthesis mainly due to deletion of one (-a) or both (--)
of the a genes, being the —a>" deletion the most important. Together with beta thalassemia
and iron deficiency, alpha thalassemia represents an important cause of microcytosis and
hypochromia. In order to diagnose and evaluate the prevalence of alpha-thalassemia (-o*”) in
individuals with microcytosis and/or hypochromia (MCV < 82 fL and MCH < 27 pg,
respectively) were analyzed blood samples from 319 individuals referred to hematology
outpatient clinic of Hemocentro Dalton Barbosa Cunha, Natal-RN. All peripheral blood
samples were submitted to the following laboratorial analysis: erythrogram by automated cell
counter, hemoglobin electrophoresis on cellulose acetate strips at alkaline pH, measurement
of hemoglobins A, and Fetal and serum ferritin by chemiluminescent immunometric assay.
DNA samples were extracted by illustra Blood GenomicPrep Mini Spin Kit and the —a 7
deletion was investigated by PCR. Among the 319 subjects studied, 105 (32,9%) presented a.-
thalassemia: 93 (29,1%) were heterozygous (-o> /o) and 12 (3,8%), homozygous (-o>'/-o>").
Related to ethnic group, negroes showed the greatest prevalence of thalassemia (45,7%),
followed by mulattoes (32,3%) and caucasian (29,1%). Alpha thalassemia was associated
with other hemoglobinopathies in 13 (12,3%) patients with —a >’ deletion, being 7,6% related
to sickle cell trait, 1,9% to sickle cell disease and 2,8% related to beta thalassemia trait,
showing the coexistence of these hemoglobin disorders in studied population. Of 105 patients
diagnosed as alpha-thalassemia carrier, 9 (8,6%) had concomitant iron deficiency. Statistical
analysis for hematological indices MCV and MCH revealed significant differences (p < 0,05,
Tukey test) between the three groups separated by alpha (-a>') genotype (normal,
heterozygous and homozygous) for both parameters. Despite statistically significant
differences between groups, overlap in values does not allow any of these parameters to
accurately predict the a-globin genotype. Our data show the presence of —a>" deletion in our
population and attest the importance of molecular diagnosis of alpha thalassemia to prevent
erroneous and expensive investigations to define the etiology of microcytosis and
hypochromia and unnecessary prolonged iron supplementation. These results also show that
the diagnosis of iron deficiency or beta thalassemia does not exclude the presence of alpha
thalassemia.

Keywords: Alpha thalassemia, hemoglobinopathies, microcytosis, hypochromia, -0’ deletion
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1. INTRODUCAO

1.1 Estrutura e sintese da hemoglobina

A hemoglobina, principal proteina intracelular dos eritrocitos, € uma molécula
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tetramérica composta por duas cadeias globinicas do “tipo a” (a0 ou {) e duas cadeias do

“tipo B (B, d, y ou €). Cada cadeia se liga a um grupo prostético heme, que consiste de um

anel tetrapirrélico de protoporfirina 1X, contendo um atomo de ferro central, no estado

reduzido (Fe®"), que se liga de forma reversivel & molécula de O,, transportando-a dos

pulmdes aos tecidos (BEUTLER, 2006) (Figura 1).

J&a — Cadeiz
polipeptidica

& .-‘ y
i !
“—1_"/"- s _.};

i

(a)Hemoglobhina (B)Grupo heme ligado ao atomo de ferro
Copyright 2001 Banjamin Curmmings, an imprint of Addison Waslay Longman, Ine.

Figura 1 — Representacdo esquematica da molécula de hemoglobina (disponivel em

http://www.octc.kctcs.edu)

A hemoglobina é produzida durante a eritropoese, desde a fase de eritroblasto basofilo,

acumulando-se em grande quantidade durante a fase de eritroblastos policromatofilos e

ortocromaticos. A sintese continua ainda nos reticulécitos, que dispGem de mitocdndrias,

reticulo endoplasmatico e restos de mRNA contribuindo com aproximadamente 10 a 20% do

total da hemoglobina do eritrécito (McKENZIE, 1996).
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As cadeias polipeptidicas do tipo o e as do tipo B sdo codificadas por genes distintos,
localizados em dois agrupamentos génicos (““clusters”) presentes em cromossomos diferentes:
0 agrupamento da globina alfa estd situado proximo a extremidade do braco curto do
cromossomo 16 (16p13.3) e inclui um gene zeta embrionario ({z), um pseudogene y&;, um
gene recentemente descoberto (a.°, também chamado p) (GOH et al., 2005), cuja proteina
apresenta pouca expressao em humanos, um pseudogene alfa ( woaz), dois genes alfa
duplicados (a € a1) € um gene teta (0;) de funcdo indeterminada, arranjados, no sentido 5° —
3’, na mesma ordem em que sdo expressos durante o desenvolvimento (Figura 2)
(WEATHERALL, 2001b; HIGGS; WOOD, 2008); o agrupamento beta esta situado numa
regido de 70 kb no braco curto do cromossomo 11 (11p15.5) e é composto pelo gene
embrionario épsilon (g), pelos dois genes gama (®y e “y), que diferem apenas em guanina ou
alanina na posicdo 136, pelo pseudogene beta (yf) e pelos genes delta (3) e beta (B),
dispostos, ao longo do cromossomo, na mesma ordem em que sdo expressos (Figura 2)
(GROSVELD; DILLON; HIGGS, 1993; SCHECHTER, 2008). Uma vez que estas cadeias se
agrupam aos pares para formar as diversas hemoglobinas presentes ao longo da vida, €
necessario um rigido e coordenado controle da expressdo génica destas, juntamente com o
grupo heme, a fim de promover a adequada e equilibrada producdo das hemoglobinas
humanas nos diferentes estagios do desenvolvimento (Figura 2) (CLARK; THEIN, 2004;
HIGGS, 1993).

Na fase inicial do periodo embrionario, a sintese das hemoglobinas é restrita aos
eritroblastos do saco vitelino, onde as cadeias zeta e épsilon sdo sintetizadas nas primeiras
quatro semanas do periodo pré-natal, originando a primeira hemoglobina embrionaria,
denominada Gower 1 (C2g;). Logo apos esse periodo, as cadeias alfa e gama iniciam suas
sinteses, formando as hemoglobinas Gower 2 (a¢;) e Portland (C2y2), que predominam apds a
4% semana e ndao mais sdo detectadas apOs a 13% semana do periodo embrionario
(STEINBERG et al., 2005; WEATHERALL; CLEGG, 2001). Apbés a sexta semana de
gestacdo, o figado fetal passa a ser o principal responsavel pela sintese das hemoglobinas,
produzindo, especialmente, a mais importante Hb da vida intra-uterina, a Hb Fetal (02Yy2), que
predomina até aproximadamente a 30% semana da gestacdo, quando entdo, o aumento da
sintese das cadeias globinicas  comega a substituir as cadeias y € a Hb do adulto, a Hb A
(o2B2) tem um  aumento  gradativo de sua produgdo  (MIGLIACCIO;
PAPAYANNOPOULOU, 2001; STEINBERG et al., 2005). Ainda antes do nascimento, a

medula dssea inicia a sintese da cadeia delta, que juntamente com a alfa compbe a Hb A,
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(0282), segunda mais importante Hb do individuo adulto normal. Ao nascimento, as Hb F e
Hb A representam, aproximadamente, 80 e 20% de toda a hemoglobina do eritrdcito,
respectivamente, e a partir dos seis meses de vida o individuo ja possui as mesmas
hemoglobinas da vida adulta, sendo a Hb A em torno de 95%, Hb A, até 3,5% e Hb F até 2%
(CLARKE; HIGGINS, 2000; STEINBERG et al., 2005) (Figura 3).

Agrupamento dos genes tipo (¢ (cromossomo 16 - 16p13.3)

HS-40 YE 1yl
o i o2 ol 0l
5 - -,

Agrupamento dos genes tipo [} (cromossomo 11 - 11p15.5)

Wl e Lo L, & B .
LCR

Figura 2 — Agrupamento (clusters) dos genes de globina nos cromossomos 11 e 16
(modificado de SCHECHTER, 2008)
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Figura 3 — Sintese das cadeias globinicas nos diferentes estagios do desenvolvimento

(modificada de WEATHERALL, 2001a).

1.2 Os genes das cadeias globinicas

De um modo geral, os genes que codificam as cadeias globinicas sdo formados por

trés éxons e dois introns (1VS) (Figura 4) (CLARK; THEIN, 2004; HIGGS, et al., 1989).

5 » 3

o 4 |ivs

IVS -2

[ ] Exons
[] introns
I:I Regides ndo-

traduzidas

IVS-1

IVS -2

Figura 4 — Representacdo esquematica da estrutura dos genes das globinas alfa e beta
(adaptada de FORGET, 2001)

Os genes alfa (o1 € a) sdo compactos, compreendendo cerca de 1 a 2 kb de DNA e

resultam da duplicacdo de um gene ancestral comum, ocorrida ha milhGes de anos (HIGGS,
1993; STEINBERG et al., 2005). Cada um destes genes esta localizado dentro de uma regido

homdloga de 4 kb de comprimento, onde cada regido é dividida em trés subsegmentos
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homdlogos, denominados X, Y e Z, separados por trés segmentos ndo homologos,
denominados I, Il e Il (Figura 5) (BERNINI; HARTEVELD, 1998; HIGGS;
WEATHERALL, 2008).

\Jo%] Ol2 o1

—{[[T (L] I —

Figura 5 — Representacdo esquematica dos subsegmentos homdlogos X, Y e Z dos
genes da globina alfa (adaptada de WEATHERALL, 2001b)

O segmento de DNA de 26 kb no qual estes genes estdo inseridos e 0 extenso
segmento (150 kb) que flanqueia o agrupamento sdo parte de uma longa regido ricaem G + C
que confere ao agrupamento alfa e ao DNA que o circunda caracteristicas peculiares, tais
como: replicacdo precoce no ciclo celular, localizacdo dentro de uma banda Giemsa negativa,
associacdo a ilhas CpG ndo-metiladas e presenca de muitas sequéncias repetitivas do tipo Alu
(HIGGS, 1993; HIGGS et al., 2005; WEATHERALL, 2001b).

Estes genes duplicados sdo altamente homoblogos, codificam a mesma proteina
(globina alfa) e divergem em apenas 17%, sendo esta limitada ao intron 2 (IVS 2) e as suas
regides 3’ ndo codificantes (3°’UTR). Entretanto, embora o produto protéico formado pelos
dois genes seja idéntico, métodos experimentais capazes de explorar a divergéncia entre as
seqiiéncias nas regides 3° UTR verificaram que a expressdo de mRNA do gene o € cerca de
trés vezes maior do que a do gene o, provavelmente resultante de diferengas na regulagdo da
transcri¢do dos dois genes (HIGGS, 1993, WEATHERALL, 2001b).

Ambos 0s grupamentos génicos sdo controlados por elementos regulatérios principais,
localizados a 5 dos genes estruturais. A regido controladora do locus beta (LCR) possui cinco
sitios hipersensiveis @ DNase | e se localiza de 6 a 20 kb a 5’ do gene & e 0 elemento

regulatério do grupamento alfa (HS-40), possui um sitio hipersensivel a DNase | especifico de
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eritrocitos e esta situado 40 kb a 5 do gene ; (Figura 2) (CLARK; THEIN, 2004; HIGGS, et
al., 2005; STAMATOYANNOPOULOS; GROSVELD, 2001).

Os padrdes de expressdo tecido-especifico dos genes das globinas, bem como de
desenvolvimento-especifico, se devem a regulacdo precisa dos grupamentos génicos que
envolvem uma complexa relacdo entre proteinas trans-atuantes, como os fatores de
transcricdo, e sequiéncias reguladoras cis-atuantes que atuam como promotores, reforcadores
ou silenciadores da atividade génica (STAMATOYANNOPOULOS; GROSVELD, 2001;
GARRICK et al., 2008).

Cada elemento regulatério é composto de “motivos de ligagdo” para multiplos
ativadores ou supressores transcricionais expressos de forma ubiqua ou restrita aos eritrocitos.
Analises detalhadas da regido HS-40 mostraram que este importante segmento de DNA
contém multiplos sitios de ligacdo para os fatores de transcricdo especifico dos eritrocitos,
GATA-1 e NF-E2 (HIGGS, 1993; STAMATOYANNOPOULOS; GROSVELD, 2001).

1.3. Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias constituem um grupo heterogéneo de doencas genéticas
resultantes de alteracfes na sintese das globinas causadas por mutacdes que afetam os genes
que codificam as cadeias polipeptidicas da hemoglobina (CLARK; THEIN, 2004,
WEATHERALL et al., 2001). Estima-se que aproximadamente 7% da populacdo mundial
seja portadora dos diferentes disturbios hereditarios da hemoglobina, tornando-se estes as
doencas monogénicas humanas mais comuns (HIGGS; WEATHERALL, 2008). As
hemoglobinopatias sdo divididas em trés grupos (WEATHERALL et al., 2001):

e Variantes estruturais da hemoglobina ou hemoglobinas anormais, resultantes de
alteracdes estruturais em uma das cadeias de globina, sem afetar a sua taxa de sintese;

e Talassemias, decorrentes de uma reducdo ou auséncia de sintese de uma ou mais
cadeias de globina, acarretando desequilibrio nas quantidades relativas das cadeias
polipeptidicas;

e Persisténcia hereditaria da hemoglobina fetal (PHHF), condicdo em que a sintese de
cadeias gama continua além da infancia, persistindo a producdo de quantidades

apreciaveis de Hb F durante a vida adulta.
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Mais de 1.000 variantes estruturais da hemoglobina ja foram descritas, das quais mais
de 75% resultam da substituicdo de um Gnico aminoéacido por outro nas cadeias o ou B da
hemoglobina (BAIN, 2006; WEATHERALL; CLEGG, 1999). Além de variantes resultantes
das trocas de bases nos genes das cadeias y ou 8, existem também formas raras que resultam
da producdo de cadeias globinicas hibridas, cadeias alongadas devido a inser¢cées ou mutacdes
de terminacdo, cadeias encurtadas devido a cddons de terminagdo precoce ou cadeias com
dupla substituicdo de aminoacidos. Dentre as variantes estruturais, as mais comuns sao as
hemoglobinas S, C e D (WEATHERALL, 2001a; WEATHERALL; CLEGG, 1999). Em
1996, Huisman et al., publicaram uma compilacdo de parte destas variantes que hoje se
encontram disponiveis, juntamente com as variantes descobertas e descritas mais
recentemente, em um banco de dados que pode ser acessado eletronicamente através do
endereco (http://globin.cse.psu.edu/).

1.3.1 Talassemias

As talassemias apresentam como principal caracteristica o desequilibrio na sintese de
determinado tipo de cadeia de globina com conseqiiente producdo deficiente de hemoglobina,
resultando em hemacias microciticas e hipocrémicas, e dano aos eritrocitos e aos seus
precursores, devido ao excesso das subunidades dos outros tipos de globina que séo
produzidos (FORGET; COHEN, 2005; WEATHERALL, 2006). Séo classificadas de acordo
com o tipo de cadeia cuja producdo esta afetada em: talassemias a, B, 8, y € 8B, sendo as
talassemias o e B as que apresentam maior frequéncia e importancia clinica (Quadro 1)
(WEATHERALL, 2001b).

S&o encontradas em praticamente todos os grupos étnicos e localiza¢bes geograficas,
sendo bastante frequentes na regido do Mediterraneo, nas regifes equatoriais e subequatoriais
da Asia e Africa, paises do Oriente Médio, além de india e Tailandia (FORGET; COHEN,
2005; WEATHERALL; PROVAN, 2000).
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Talassemia alfa

0
(04

+
a

Delecional (-o)
N4o delecional (o)

Talassemia beta
0
g+
Talassemia delta-beta

(5p)°
(3p)*

Talassemia gama ()

Talassemia delta (8)

Talassemia delta-beta-gama (3py)

Quadro 1 — Principais tipos de talassemias (adaptado de WEATHERALL, 2001b)

1.3.1.1 Talassemia alfa

Diferentemente da talassemia (3, na qual a maioria das alteracdes se deve a mutacgdes
pontuais no gene beta, o principal mecanismo molecular das talassemias alfa consiste em
delecBes que removem um ou ambos 0s genes que codificam as cadeias o (FORGET;
PEARSON, 1995; WEATHERALL; CLEGG, 1999). Como estas sdo compartilhadas tanto
pelas hemoglobinas do adulto (Hb A e Hb A;) quanto pela fetal (Hb F), a producéo deficiente
de cadeias alfa é refletida em ambas as fases do desenvolvimento: no feto, uma taxa reduzida
destas cadeias leva a um excesso na producdo de cadeias y, que se tetramerizam (y,) formando
a Hb Bart’s e no adulto as cadeias beta em excesso se tetramerizam (34) originando a Hb H
(FORGET; COHEN, 2005; WEATHERALL et al., 2001).

Como existem dois genes alfa por genoma hapldide, sendo quatro numa célula
dipldide normal (ao/aier), as talassemias alfa séo classificadas em o (-a) e o (--), conforme
0 numero de genes comprometidos no cromossomo, levando, respectivamente, a reducédo
parcial ou total da sintese de cadeias o (HIGGS, 1993; KATTAMIS et al., 1996). A
talassemia o resulta de grandes delecBes que removem todo ou parte do grupamento génico

alfa e/ou seu elemento regulatorio (HS 40), deixando 0s genes a. sem expressao. As delecbes
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D a --5F4 e a —(a)®®. Por outro lado, a talassemia o" ocorre mais

mais freqilentes séo a --"'¢
frequentemente devido a delecbGes menores que removem apenas um desses genes embora
também possa, mais raramente, ser causada por mutacdes de ponto ou dele¢des/insercdes de
poucos nucleotideos resultando na expressao diminuida ou ausente dos genes o (talassemia o
ndo delecional - a") (KATTAMIS et al., 1996; WEATHERALL et al., 2001).

Os diferentes haplotipos talassémicos alfa podem se combinar formando diferentes
gendtipos, que variam conforme a quantidade de genes deletados: heterozigose da talassemia
a’ (-a/ac), com delecdo de um gene alfa; talassemia o homozigoto (-o/-ct), com perda de
um gene alfa em cada cromossomo; talassemia o heterozigoto (--/act), com perda de dois
genes alfa no mesmo cromossomo; interacdo o’/a.* (--/-c), com delecéo de trés genes alfa; e a
sindrome da hidropisia fetal por Hb Bart’s, com auséncia dos quatro genes a (--/--) (Figura 6)

(WEATHERALL, 2001b; WEATHERALL; PROVAN, 2000).

T

Normal Talassemia o Talassemia o
heterozigoto homozigoto
Talassemia o’ Doenga da Hb H Hidropisia fetal

heterozigoto

Figura 6 — Genotipos da talassemia o. Os retadngulos de cor azul representam 0s genes
normais e os vermelhos representam o0s genes deletados (adaptado de
WEATHERALL; PROVAN, 2000).
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1.3.1.1.1 Fisiopatologia

A fisiopatologia das talassemias, tanto em nivel celular quanto clinico, representa uma
consequéncia direta do desequilibrio na sintese das cadeias de globina. O acimulo destas
afeta os componentes da membrana dos eritrocitos e, também, o estado de hidratacdo celular
(RUND; RACHMILEWITZ, 2001; SCHRIER, 1994).

Na talassemia alfa, as membranas eritrocitarias sdo hiperestaveis e ndo apresentam
alteracOes oxidativas na proteina 4.1. Além disso, o acimulo de cadeias B leva a um aumento
da hidratag&o celular, diferentemente do que ocorre com o excesso de cadeias a, na talassemia
beta (RUND; RACHMILEWITZ, 2001; SCHRIER, 1994).

Como mencionado anteriormente, uma importante caracteristica da talassemia alfa é a
capacidade das cadeias que se encontram em excesso (y e B) se agruparem para formar
homotetrameros (Hb Bart’s ¢ Hb H, respectivamente) que sdo soliveis e ndo precipitam nos
precursores das hemacias na medula éssea, ndo ocasionando, pois, eritropoese ineficiente.
Entretanto, a Hb H precipita nos eritrocitos mais maduros formando corpos de incluséo e estas
células sdo, entdo, removidas da circulacdo pelo baco e outros 6rgdos do sistema
reticuloendotelial, provocando anemia hemolitica. Desta maneira, a anemia das formas mais
severas da talassemia alfa no adulto é resultante da menor sobrevida das hemécias na
circulacdo e da reduzida quantidade de hemoglobina, originando microcitose e hipocromia.
Além destas caracteristicas, as Hb Bart’s ¢ H apresentam uma clevada afinidade ao Op,
tornando-as sem utilidade fisiologica para transporta-lo, uma vez que ndo liberam o oxigénio
eficientemente para os tecidos (Figura 7) (STEINBERG et al., 2005; WEATHERALL,
2001b; WEATHERALL et al., 2001).
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Instabilidade dos homotetrameros
Corpos de inclusao
Reduzida sobrevida das hemadacias - Hemolise

Figura 7 — Fisiopatologia da talassemia alfa (adaptada de WEATHERALL; PROVAN, 2000)

1.3.1.1.2 Talassemia alfa * (")

As formas mais frequentes de talassemia o." envolvem a delegio de um dos genes alfa
duplicados (o, ou oy) e estdo entre as doencas genéticas humanas mais comuns, sendo
encontradas em todas as populagbes nas quais a talassemia alfa esta presente. Sao
representadas, principalmente, pelas deleces -o®’ e -a*? (FORGET; PEARSON, 1995;
WEATHERALL, 2001b).

O mecanismo que origina tais perfis delecionais reflete a estrutura fundamental dos
genes da globina alfa, conforme detalhado anteriormente (Figura 5) (HIGGS, 1993;
WEATHERALL, 2001b). O alto grau de homologia entre os subsegmentos duplicados facilita
0 pareamento incorreto dos cromossomos durante a meiose, com consequente recombinacéo
desigual, resultando na delecdo de um gene em um dos cromossomos (-a) e na presenca de
genes triplicados no outro (aoo) (DODE et al., 1993; WEATHERALL, 2001b).

Os segmentos duplicados Z distam 3,7 kb um do outro e os segmentos X, 4,2 kb.
Desta maneira, se a recombinagdo ocorre entre 0s segmentos homologos Z, 3,7 kb de DNA

sd0 removidos, dando origem & delecdo mais frequente no mundo, a -a*’, também referida
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como delegdo a direita (rightward deletion) (Figura 8). O produto final desta dele¢do é um
gene o hibrido (a20u) que corresponde a regido 3° do gene a ¢ 5” do gene oy (FOGLIETTA
etal., 1996; KATTAMIS et al., 1996; WEATHERALL et al., 2001).

3.7kb

. \
L] I [ | 0 gl 2
X, Y, 2, X, Yy ozg Y

Yoy %7, %51

| | I [ 1 14
X, Y, Z, 2,

— T T Ca

Yoy 0Lz04

Figura 8 — Mecanismo de recombinacio desigual originando a delecdo -o*’ (adaptada de
WANG et al., 2003)

De modo similar, o pareamento desigual entre os segmentos X remove 4,2 kb de
DNA, originando a segunda forma mais frequente de talassemia o*, a -a*?, conhecida como
delecdo a esquerda (leftward deletion) (Figura 9) (FOGLIETTA et al., 1996; KATTAMIS et
al., 1996; WEATHERALL et al., 2001). Neste caso, 0 gene o, € inteiramente removido,
restando no final, apenas o gene o intacto (FOGLIETTA et al., 1996).
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Figura 9 - Mecanismo de recombinacéo desigual originando a delecdo -o*? (adaptada de
WANG et al., 2003)

Outras formas delecionais mais raras da talassemia o* ja foram descritas, como a -a*’,
que remove 0 gene a; e a -a.>°, que também remove o gene oy e 0 DNA que o flanqueia
(KATTAMIS et al., 1996; WEATHERALL, 2001b).

1.3.1.1.3 Achados clinicos e caracteristicas laboratoriais

Os diversos quadros clinicos e laboratoriais associados as talassemias alfa séo
resultantes da heterozigose, da homozigose ou da interacdo das duas principais formas da
talassemia alfa, a o e a o (Quadro 2) (HIGGS, 1993; WEATHERALL, 2001b;
WEATHERALL, 2006).

A heterozigose da talassemia o, também denominada clinicamente de “portador
silencioso” caracteriza-se pela dele¢cdo de um uUnico gene a e apresenta discretas alteraces
hematoldgicas, por vezes até mesmo ausentes (CLARKE; HIGGINS, 2000; WEATHERALL,
2006).
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As formas heterozigota da talassemia o (--/o.c)) e homozigota da talassemia o (-o/-ct)
sdo caracterizadas pela delecédo de dois genes da globina alfa. Sdo clinicamente normais,
porém apresentam microcitose e hipocromia mais acentuadas que a forma descrita
anteriormente (WEATHERALL, 2001b).

A interacdo das formas o e o” resulta na doenca da hemoglobina H que esté associada
a delecdo de trés genes a. Com apenas um Unico gene funcional, a sintese das cadeias alfa
esta fortemente diminuida e com isso sdo formados tetrameros de cadeias  em excesso,
tornando-se mais evidentes (Hb H) (WEATHERALL, 2001b; WEATHERALL, 2006).

A homozigose da talassemia o (--/--) corresponde & hidropisia fetal por Hb Bart’s,
que tem como consequéncia a morte intra-uterina ou algumas horas ap6s o0 nascimento
(CHUI; WAYE, 1998; WEATHERALL, 2001b).

Aspectos clinicos e

Tipos Genotipos laboratoriais

-ofoor 1 — 2% de Hb Bart’s ao nascimento,

ou com alteracbes hematoldgicas
minimas ou ausentes no adulto.

Talassemia o
heterozigotica
ao/aa

-o/-a 5 - 10% de Hb Bart’s ao

ou nascimento, com discretas
microcitose e hipocromia no adulto.

Talassemia o
homozigética
o oo o

5-15% de Hb Bart’s ao
--lao nascimento, com discretas
microcitose e hipocromia no adulto.

Talassemia o
heterozigotica

25 - 50% de Hb Bart’s ao
Interacdo talassemia nascimento e 2 - 40% de Hb H na
/o’ ou Doenga da ou vida adulta. Apresenta hemécias

/ot

hemoglobina H oo microciticas e hipocrémicas,
anisopoiquilocitose e reticulocitose.
Talassemia o Cerca de 80% de Hb Bart’s, tragos
homozigética ou --/-- de Hb H e 10 a 20% de Hb Portland.
Hidropisia Fetal Condicao incompativel com a vida.

Quadro 2 — Aspectos clinicos e laboratoriais dos diferentes genétipos talassémicos (adaptado
de WEATHERALL, 2001b;WEATHERALL, 2006)
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1.3.1.1.4 Diagnostico e Importancia Clinica

O diagndstico da talassemia alfa apresenta dificuldades, pois somente duas formas
possuem alteragdes clinicas significativas: a doenca da Hb H e a hidropisia fetal. As demais
formas ndo apresentam manifestacGes clinicas e as alteracdes laboratoriais sdo discretas no
adulto (HIGGS; BOWDEN, 2001; WEATHERALL et al., 2001).

Embora as triagens laboratoriais avaliem a contagem de hemacias, a eletroforese de
hemoglobina, as determinacGes das hemoglobinas A, e Fetal e os indices hematoldgicos
VCM e HCM, estes Ultimos que poderiam funcionar como indicadores de reducdo da sintese
de cadeias alfa, apresentam nessas formas brandas da talassemia, consideravel superposicdo
com os valores encontrados em individuos normais, sendo de pouco valor na distingdo entre
os diferentes gendtipos (HIGGS; BOWDEN, 2001; WEATHERALL et al., 2001). Sendo
assim, o diagnostico preciso das talassemias alfa somente pode ser feito atraves da analise de
DNA (CLARK; THEIN, 2004; HIGGS; BOWDEN, 2001; WEATHERALL, 2006).

Além da talassemia alfa, outras condi¢es patologicas tais como anemia por
deficiéncia de ferro, trago talassémico beta e anemia de doencas cronicas, também causam
microcitose e hipocromia, tornando-se necessario, portanto, o diagnostico diferencial entre
estas.

Embora os individuos com as formas mais brandas da talassemia alfa sejam
clinicamente normais e ndo necessitem de tratamento, é extremamente importante reconhecer
esta condicdo para evitar exames laboratoriais e consultas médicas desnecessarias a fim de se
investigar as causas da microcitose e hipocromia e, ainda mais importante, para garantir que o
paciente ndo recebera tratamento inapropriado com ferro, que pode vir a ser danoso para o
organismo (HIGGS; BOWDEN, 2001; WEATHERALL, 2006).

1.3.1.1.5 Associagbes da talassemia alfa com outras hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias sdo as doencas monogénicas mais comuns no mundo. Estima-
se que cerca de 300 a 500 mil criangas nascidas vivas, por ano, apresentem alguma forma
homozigota severa ou associacdes heterozigotas de mais de um tipo de hemoglobinopatia
(HIGGS; WEATHERALL, 2008). A hemoglobina S, resultante de uma mutacdo de ponto
(GAG > GTG) no gene da globina beta da hemoglobina que leva a substituicdo de um acido
glutdmico por uma valina na posi¢do 6 da cadeia beta, é a variante estrutural mais frequente

no Brasil, seguida pela hemoglobina C, também resultante de alteracdo na posic¢éo 6 da cadeia
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beta, com substituicdo de acido glutamico por lisina (RAMALHO; GIRALDI; MAGNA,
2008).

As regides do pais que apresentam a maior prevaléncia da hemoglobina S sdo a
Sudeste e a Nordeste, com cerca de 8% de heterozigotos, entre os individuos de descendéncia
africana (SONATI; COSTA, 2008).

No estado do Rio Grande do Norte, diferentes estudos populacionais identificaram
prevaléncia para o traco falciforme variando de 1,5 a 2,5% e para o traco Hb AC de 0,1 a
0,3% (ARAUJO et al., 2004; BEZERRA et al., 1991; MEDEIROS et al., 1992). A anemia
falciforme (Hb SS) teve prevaléncia entre 0,05 e 0,2% (ARAUJO et al., 2004; BEZERRA et
al., 1991).

O trago falciforme, forma heterozigota para o gene da hemoglobina S (B®), caracteriza
0 portador assintomatico, laboratorialmente representado pela associacdo da hemoglobina
normal, A, com a variante estrutural S (Hb AS) (STEINBERG, 2001). A concentracdo de
hemoglobina S no trago falciforme é sempre menor que o da Hb A, variando entre 20 e 45%,
com um valor médio de aproximadamente 40% (KENNEDY et al., 1986; STEINBERG,
2001). Acredita-se ainda que a concentracdo de Hb S no traco falciforme seja distribuida de
maneira trimodal, com picos de 30, 35 e 40%, sendo estes dependentes, principalmente, do
namero de genes da globina alfa presentes no individuo. Além da talassemia alfa, fatores
como anemia ferropriva, anemia megaloblastica e talassemia beta®, também podem provocar
a reducdo da concentracdo de Hb S, que nestas condicGes esta normalmente situada abaixo de
30% (BAIN, 2006; STEINBERG, 2001).

Ja a forma homozigota para o gene ° (Hb SS), conhecida como anemia falciforme, é a
doenca hereditaria monogénica mais comum no Brasil, e em virtude de sua prevaléncia e
morbimortalidade, tem sido apontada como uma importante questdo de saude publica.
Acomete cerca de 0,1 a 0,3% da populacdo negrdide, com tendéncia a atingir parcela cada vez
mais significante da populacdo devido a grande miscigenacdo em nosso pais (BANDEIRA et
al., 2007). Quando em associacdo com a talassemia alfa, principalmente nos individuos
homozigotos para a talassemia alfa®, acredita-se que esta favorega um curso clinico menos
grave da doenca, provavelmente por diminuir a concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) (BALLAS, 2001; EMBURY, 1985).

Os pacientes que apresentam anemia falciforme associada a talassemia alfa tém
anemia moderada, baixa contagem de reticuldcitos, valores mais reduzidos de VCM e HCM,
aumento nas taxas de hemoglobina e hematdcrito e menor concentragdo intraeritrocitéaria de

Hb S do que pacientes sem delecdo nos genes alfa. Além desses efeitos nos pardmetros
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hematoldgicos, a coexisténcia destas referidas hemoglobinopatias leva a diferentes efeitos na
reologia das hemécias, como por exemplo, maior deformabilidade celular, menor quantidade
de células irreversivelmente falcizadas e menores graus de desidratacdo e fragilidade celular.
Juntos, estes fatores contribuem para uma reduzida polimerizagdo da desoxihemoglobina S,
atenuado processo de falcizacdo dos eritrocitos e menor grau de hemolise. Entretanto, esta
associacdo ndao é sempre benéfica, uma vez que a aumentada viscosidade sanguinea
decorrente das taxas mais elevadas de hemoglobina e hematdcrito podem favorecer a
interacdo célula-célula na microvasculatura, levando a episddios de vaso-oclusdo (BALLAS,
2001; EMBURY, 1985; STEINBERG, 1998).

Além de seus estados heterozigoto e homozigoto, a Hb S também pode coexistir com
outras variantes estruturais, como a hemoglobina C, por exemplo, resultando na doenca da
hemoglobina SC que é similar a anemia falciforme, porém geralmente menos severa (BAIN,
2006; NAGEL; STEINBERG, 2001). A associacdo desta hemoglobinopatia com a talassemia
alfa” leva a um aumento na contagem de heméacias e uma diminuicio nos valores de VCM e
HCM, comparados com outros pacientes com a mesma doenca. Clinicamente, a
sintomatologia dessa associacdo ainda ndo esta bem clara, possivelmente devido ao pequeno
numero de individuos identificados com esse diagnostico (BAIN, 2006; BALLAS, 2001).

A interacdo da talassemia alfa com a talassemia beta ocasiona alteracdo nos fenotipos
clinicos da doenca, a qual depende do numero de genes alfa presentes e da gravidade dos
alelos da talassemia beta associados (CAO; GALANELLO; ROSATELLI, 1994; THEIN,
2005). A coexisténcia dessas formas mais comuns de talassemia ndo € incomum, uma vez que
ambas entidades clinicas s@o encontradas com certa frequéncia em determinadas regifes do
mundo (THEIN, 2005; WEE et al., 2008). Laboratorialmente, essa co-heranca pode levar a
normalizacdo de indices hematologicos e a uma sintese de cadeias globinicas mais
balanceadas (BAIN, 2006). Entretanto, essas alteracdes sdo mais proeminentes quando se tém
dois ou trés genes alfa deletados (BAIN, 2006; THEIN, 2005).
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1.3.1.1.6 Distribuicéo da talassemia alfa

As talassemias alfa apresentam distribuicdo mundial, sendo frequentemente
encontradas na Africa, Oriente Médio, Sudeste Asiatico e regiio do Mediterraneo. As
diferentes formas da doenca, entretanto, apresentam caracteristicas peculiares quanto a sua
distribuicdo (WEATHERALL, 2006). As talassemias o.” s40 mais comumente encontradas nas
populacdes do Mediterraneo e Sudeste Asiatico enquanto as talassemias o* sdo extremamente
frequentes no Oeste da Africa, Oriente Médio, Sudeste da Asia e regido do Mediterraneo,
atingindo uma frequéncia de aproximadamente 80% em algumas partes de Papua Nova Guiné
(Figura 10) (WEATHERALL, 2001b; WEATHERALL, 2006).

- o -Talassemls
B - talazsenia

Figura 10 — Distribuicdo geogréafica da talassemia alfa (adaptada de WEATHERALL,
2001a)

Nas Américas, a talassemia o foi estudada em vérios paises, como Estados Unidos
(JOHNSON; TEGOS; BEUTLER, 1982), Canadd (BERGERON et al., 2005), México
(REYES-NUNEZ et al., 2006), Venezuela (ARENDS, et al., 2000), Jamaica (HIGGS, et al.,
1981), Costa Rica (SAENZ et al., 1988), Argentina (NOGUERA; BRAGOS; MILANI,
2002), Uruguai (LUZ et al., 2006) e Brasil (SONATI et al., 1991).

No Brasil, estudo realizado em 47 doadores de sangue negros do Estado de S&o Paulo
estimou uma prevaléncia de 21,3% (10/47) da delecdo —a>’ heterozigética (—a*'/aa) e de
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2,1% (1/47) da forma homozigética (—o>'/—a>*") (SONATI et al., 1991). Neste mesmo
trabalho também foi relatada uma frequéncia de 4,2% (2/47) para a interacdo Hb AS —
talassemia alfa.

Borges et al., (2001) ao investigarem as diferentes formas da talassemia alfa em 339
individuos com microcitose e hipocromia sem anemia na cidade de Campinas, Sao Paulo,
observaram uma frequéncia de 49,9%, sendo a frequéncia da delecdo —o>" heterozigética de

Hphl

42,8% e da delecio —o>’ homozigética de 5,3%; a forma ndo delecional (o™ /o)

representou 1,5% dos casos e a forma delecional da talassemia o (--"=P/act), 0,3% dos casos.
As formas delecionais -(c)®®° e -o*? e as ndo delecionais o e o"**“"' ndo foram
encontradas em nenhum dos individuos analisados.

Na Regido Nordeste, estudo realizado por Couto et al., (2003) em gestantes
provenientes da mais importante maternidade publica de Salvador, encontrou frequéncia de
21,7 % para o gen6tipo (—a*'/aa) e 0,9% para 0 (—a*"/—a*>"). Em outro estudo (ADORNO et
al., 2005) conduzido na mesma unidade de satde, foram investigadas as delecdes —a*’ e —o*?
em 514 recem-nascidos. As frequéncias observadas foram de 19,7% para 0 genotipo (—
o> /ow) e 2,5% para o (—o>"/—a®"). A delegdo —a*? ndo foi observada em nenhum dos recém-
nascidos investigados.

Silva-Filho et al., (2005) analisaram 2.190 amostras de trabalhadores da Fiocruz/RJ e
a frequéncia encontrada foi de 0,7% (16/2.190) para a delecio —o>’. A delecio —o*? foi
investigada, porém ndo foi observada em nenhuma das amostras. Neste trabalho também foi
encontrada a interacdo Hb AS — talassemia alfa em 0,2% dos individuos.

Embora a ocorréncia da talassemia alfa venha sendo estudada ao longo dos anos em
diferentes regibes do pais, as informac6es sobre dados moleculares e de prevaléncia ainda séo
poucos, devido as limitacdes das metodologias utilizadas em algumas pesquisas que ndo se
baseiam no diagndstico molecular (LISOT et al., 2004; MELO-REIS et al.,, 2006;
ORLANDO et al., 2000; SEIXAS et al., 2008; WAGNER et al., 2005). Além disso, como
conseqliéncia da variacdo étnica observada no Brasil, onde a populacdo é miscigenada por
elementos de origens européia, africana, indigena e asidtica em diferentes proporcgdes
dependendo da regido e/ou estado, a frequéncia da talassemia alfa pode variar de regido para
regiao.

No Rio Grande do Norte ainda ndo existem dados sobre talassemia alfa, sendo este o

primeiro trabalho realizado com tal proposito.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Diagnosticar e verificar a prevaléncia da talassemia alfa* (delecdo -o*’) em pacientes

com microcitose e/ou hipocromia mediante técnicas de biologia molecular.

2.2 Objetivos Especificos

1) Implantar a técnica de biologia molecular (reacdo da polimerase em cadeia, PCR) para o

diagnostico da delegdo -o®”;

2) Avaliar os parametros hematoldgicos dos pacientes com microcitose e/ou hipocromia que
apresentarem a delecéo -o®";
3) Comparar os dados hematolégicos dos pacientes com a delecdo -0’ com os que

apresentarem deficiéncia de ferro.
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3. METODOLOGIA

3.1 Casuistica

No periodo de outubro de 2007 a agosto de 2008 foram coletadas amostras de sangue
de 691 individuos de ambos os sexos atendidos no Ambulatério de Hematologia do
Hemocentro Dalton Barbosa Cunha (Hemonorte), Natal — RN. Este ambulatério atende
pacientes encaminhados por médicos hematologistas ou que estejam relacionados a clinica
hematol6gica, bem como individuos doadores de sangue e seus familiares.

Foram incluidas no estudo todas as amostras de individuos ndo aparentados que
apresentaram microcitose e/ou hipocromia, caracterizadas por volume corpuscular médio
(VCM) igual ou inferior a 82 fL e/ou hemoglobina corpuscular média (HCM) igual ou
inferior a 27 pg.

Os critérios de exclusédo foram criangas com idade inferior a 4 anos, pacientes com
transfusbes sanglineas nos ultimos trés meses e aqueles que relataram ser portadores de
anemia megaloblastica ou auto-imune, leucemia ou demais doencas oncoldgicas. Os pacientes
que se encontravam hospitalizados também ndo foram incluidos no estudo.

No momento da coleta, foi preenchida uma ficha de acompanhamento de cada
paciente contendo dados de identificacdo pessoais e clinicos, a qual foi utilizada para anotar
os resultados dos exames laboratoriais realizados (Apéndice 1).

A origem étnica foi inferida pela cor de pele e os sujeitos foram classificados em
branco, pardo e negro.

Todos o0s pacientes ou seus representantes legais foram previamente esclarecidos
guanto aos procedimentos adotados e a finalidade do trabalho, sendo a amostra de sangue
obtida somente apds a concordancia e assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, conforme resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude (Apéndice 2). Todos
0s pacientes analisados no presente estudo receberam os resultados dos exames laboratoriais
realizados (Apéndices 3 e 4).

O projeto de pesquisa foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (CEP-UFRN), protocolo n° 129/06 (Anexo 1).
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3.2 Métodos

3.2.1 Obtencé&o das amostras

As amostras de sangue periférico (aproximadamente 8 mL) foram obtidas através de
puncdo venosa e distribuidas em dois tubos de ensaio: um tubo estéril contendo
anticoagulante EDTA na proporc¢do de 1mg/mL de sangue e outro, sem anticoagulante, para a
obtencdo do soro.

O sangue colhido com anticoagulante foi utilizado para a realizacdo do eritrograma,
eletroforese de hemoglobina, dosagem das hemoglobinas A; e Fetal e extracdo do DNA,
quando necessario. Todos os exames foram executados no periodo de até 24 horas apds a
coleta.

A obtencéo do soro se deu apos centrifugacdo do sangue sem anticoagulante a 600 g
por 15 minutos. O soro obtido foi estocado em microtubo estéril sob refrigeracédo a 4 °C, por
no maximo 7 dias, até a determinacgéo da ferritina sérica.

As analises hematologicas, envolvendo o estudo das hemoglobinas, foram realizadas
no Laboratdrio do Anexo de Hematologia do Hemonorte e no Laboratério de Hematologia do
Departamento de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas da Universidade Federal do Rio Grande
do Norte (UFRN) e a determinacdo da ferritina sérica no Laboratério de Analises Clinicas e
Toxicoldgicas da Universidade Potiguar. A extracdo e analise do DNA foram realizadas no
Laboratorio de Doencas Infecciosas e do Céancer do Departamento de Microbiologia e
Parasitologia da UFRN.

3.2.2 Eritrograma

A determinacdo do numero de hemaécias, da concentracdo de hemoglobina, do
hematdcrito e dos indices hematimétricos VCM, HCM e CHCM foi realizada através de
contador automatico de células modelo Micros 60 (ABX Diagnostics), imediatamente apos a

coleta das amostras de sangue.
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3.2.3 Eletroforese de hemoglobina
3.2.3.1 Preparo dos hemolisados

3.2.3.1.1 Hemolisado rapido

Em uma placa de plastico, foram colocados 20 uL de sangue total homogeneizado e
50 pL do reativo hemolisante®. Em seguida, procedeu-se & homogeneizacdo da mistura por 30
segundos, até completa hemolise (NAOUM, 1997).

Este hemolisado foi utilizado na eletroforese de hemoglobina em pH alcalino.

3.2.3.1.2 Hemolisado com cloroférmio (livre de estroma)

Uma aliquota de cerca de 2 mL do sangue colhido com anticoagulante foi centrifugado
por 5 minutos a 350 g (centrifuga ALC modelo PK 121R) para a remogéo do plasma. Em
seguida, as hemacias foram lavadas 3 vezes com solucéo salina 0,9 % e centrifugadas a 350 g
por 5 minutos, em cada etapa. Os eritrocitos lavados foram lisados pela adi¢do de 1 volume de
agua destilada, isto é, igual volume de &gua destilada em relagdo as hemécias lavadas e
posterior agitacdo. Em seguida, foi adicionado 0,5 volume de cloroférmio para cada volume
do lisado. Apds vigorosa agitacdo, centrifugou-se a 1.500 g por 20 minutos. A camada
superior que constitui o hemolisado livre de estroma foi retirada com o auxilio de pipeta
Pasteur e transferida para um tubo de ensaio (DACIE; LEWIS, 1995).

Este hemolisado foi utilizado para as dosagens das hemoglobinas A; e Fetal.

3.2.3.2 Eletroforese de hemoglobina em pH alcalino

Todas as amostras, apds o preparo do hemolisado rapido, foram submetidas a
eletroforese em pH alcalino, utilizando-se fitas de acetato de celulose (Cellogel, Chemetron)
de 2,7 x 14 cm e tampdo Tris-EDTA-Borato pH 8,5°. A corrida eletroforética foi efetuada sob
a diferenca de potencial de 300 volts durante 30 minutos. O reconhecimento das
hemoglobinas foi feito mediante o emprego de padrbes -eletroforéticos conhecidos
(BARTLETT, 1963).

& Reativo hemolisante: saponina 1%
® Tampéo Tris-EDTA-Borato (TEB) pH 8,5: Tris-(hidroximetil)-aminometano 0,08 M; Na,EDTA 1,61 pM;
acido bdrico 0,05 M.
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A confirmagdo das hemoglobinas S e C foi feita pelo teste de solubilidade e
eletroforese em gel de &gar pH 6,0, respectivamente (MAGALHAES, ARASHIRO, 1977;
DACIE; LEWIS, 1995).

3.2.4 Dosagem da hemoglobina A;

A hemoglobina A, (Hb A;) foi quantificada mediante eletroforese em acetato de
celulose (Cellogel, Chemetron), em tampéao Tris-EDTA-Borato, pH 8,5, sob a diferenca de
potencial de 300 volts por 30 minutos, seguida de eluicdo em solucdo de NaCl 0,9%. A leitura
das absorbéncias das fracdes de hemoglobina foi feita em comprimento de onda de 415 nm,
utilizando-se espectrofotometro Coleman modelo 395-UV. A técnica foi realizada em
duplicata e os valores de Hb A, foram expressos como a média das duas determinacdes
(BEZERRA, 1984).

3.2.5 Dosagem da hemoglobina Fetal

Para quantificar a hemoglobina Fetal (Hb F) foi utilizado o método da desnaturagéo
alcalina que consistiu na adi¢do de uma solugdo NaOH 1,2 N ao hemolisado livre de estroma
e apoOs exatamente dois minutos, a desnaturacdo foi interrompida pela adicdo de solugéo
saturada de sulfato de aménio™ que reduz o pH e precipita a hemoglobina desnaturada. Apés
filtracdo em papel de filtro Whatman n° 42, a quantidade de hemoglobina nao desnaturada foi
medida em comprimento de onda de 540 nm, utilizando-se espectrofotdmetro Coleman
modelo 395-UV. A proporcdo da hemoglobina alcali-resistente (Hb F) foi entdo calculada
como uma percentagem da quantidade total de hemoglobina presente (BETKE; MARTI;
SCHLICHT, 1959).

3.2.6 Dosagem de ferritina sérica

A determinacdo da ferritina sérica foi realizada através de ensaio imunométrico
qguimioluminescente em fase solida, utilizando-se Kit comercial (Ferritin, Euro Diagnostics
Products Co., UK) em aparelho automatizado (Immulite, Diagnostics Products Co., USA), de

acordo com as recomendagdes do fabricante.

19 Solucho saturada de sulfato de aménio: Sulfato de aménio 500 g; 4gua destilada g.s.p. 500 mL.
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3.2.7 Extracdo do DNA do sangue periférico

Apos as andlises hematoldgicas, todas as amostras que apresentaram microcitose e/ou
hipocromia tiveram seu DNA extraido e foram submetidas aos testes moleculares.

A extracdo do DNA de sangue periférico foi realizada através do kit illustra Blood
GenomicPrep Mini Spin (GE Healthcare, USA), seguindo-se as recomendagdes do fabricante.
O sangue total colhido com EDTA foi previamente homogeneizado e uma aliquota de 200 uL
foi transferida para um microtubo de 1,5 mL estéril. O processo de extracdo iniciou-se com a
adicdo de proteinase K, uma serino-protease que auxilia na hidrélise de ligagdes peptidicas e é
capaz de inativar DNAses e possiveis inibidores, aprimorando, assim, 0 processo de extragao.
A lise das células ocorreu por meio de um agente caotropico presente na solucdo de lise, que
também é responsavel pela desnaturacdo protéica e ligacdo seletiva do DNA gendmico a
membrana de silica presente na coluna de extracdo. O processo seguiu com a lavagem da
coluna, por meio de tampéo especifico contendo etanol, o qual tem por propriedade remover
sais residuais e outros possiveis contaminantes e preparar a membrana de silica para a etapa
final de eluicdo. A eluicdo foi realizada com 200 uL de um tampédo de baixa forga idnica,
previamente aquecido, para obtencdo de maior rendimento na extracdo. A solucdo de DNA

obtida foi armazenada sob refrigeracéo a cerca de —20 °C.

3.2.8 Avaliacdo da integridade e quantificacdo do DNA

Verificou-se a integridade do DNA purificado através de eletroforese horizontal em
gel de agarose a 0,8 % em tampao TBE™ 1X a 100V por 1h 30min. Ao final, o gel foi corado
com solucdo de brometo de etidio 5 ng/mL em TBE 1X por 30 min sendo, posteriormente,
exposto a luz ultravioleta para a visualizacao das bandas presentes (SAMBROOK; FRITSCH;
MANIATIS, 1992).

A estimativa da concentracdo do DNA foi realizada através de espectrofotdmetro
(BioPhotometer, Eppendorf), medindo-se a absorbancia a 260nm, onde a absorbéancia de | em

260nm corresponde a aproximadamente 50 ug/mL de DNA.

! Tampao TBE 1X: tris base 0,089 M:; cido bérico 0,089 M; EDTA 0,2 mM, pH 8,0.
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3.2.9 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para deteccédo da talassemia alfa
(-o®")

As amostras de DNA foram submetidas a PCR utilizando-se os iniciadores
C2'2 e C10" (DODE et al. 1993) que flanqueiam e amplificam fragmentos de 2,1 kb quando
0 gene oy ndo apresenta dele¢bes ou de 1,9 kb quando o gene hibrido (ax0u) esta presente e 0
individuo é portador da delecdo -o> (Figura 11). Na maioria das reagdes, 2,5 uL da
suspensdo de DNA gendmico (aproximadamente 350 ng de DNA) foram adicionadas em um
volume final de 25 uL da reagdo de PCR, contendo: 67 mM Tris-HCI, pH 8,8, 16,6 mM
(NH4)2S0Oq4, 2,5 mM MgCl,, 67 uM Na;EDTA, 16,0 ug/mL BSA, 10 mM B-mercaptoetanol,
10% DMSO, 200 uM de cada dNTP, 0,4 uM de cada iniciador e 2U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen). As amostras de DNA que apresentaram banda de baixa intensidade na
eletroforese para verificacdo da integridade foram processadas da mesma maneira, entretanto,
com um volume de 2,8 uL da suspenséo de DNA. A reacdo em cadeia da polimerase foi
processada em termociclador (Mastercycler, Eppendorf), onde foram realizados 30 ciclos de
94°C/45 s, 56°C/1 min e 72°C/1 min, precedidas por um passo de desnaturacao inicial a
94°C/10 min e seguidas de um passo de extensdo final a 72°C/10 min (adaptado de DODE et
al. 1993). Os produtos obtidos foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose,

conforme descrito no item 3.2.10.

3.2.10 Eletroforese dos produtos da PCR

Para visualizacdo dos fragmentos amplificados, aliquotas de 5 uL do produto da PCR
foram misturadas a 5 pL do tampdo da amostra®®, aplicadas em gel de agarose 0,8% em
tampao TBE 1X e submetidas a uma corrida eletroforética a 100V por aproximadamente 1h
30min. Em cada gel de eletroforese foi aplicado 5 pL (0,25 ug/uL) do padrédo de tamanho
molecular “A DNA/Hind 11l Fragments” (Invitrogen), para determinacdo do tamanho do
fragmento amplificado. Apds a corrida eletroforética, o gel foi transferido para um recipiente
contendo solucdo de brometo de etidio em uma concentracdo de 5 ug/mL de tampéo TBE 1X,

no qual permaneceu por 30 min, sendo, em seguida, exposto a luz ultravioleta para a

'2C2: 5> CCATGCTGGCACGTTTCTGA 3’
'3 C10: 5 GATGCACCCACTGGACTCCT 3’
4 Tampao de amostra: 40% sacarose; 0,25% azul de bromofenol, em agua.
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visualizacdo das bandas presentes (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1992).

Posteriormente, foi feita a foto documentacao do gel.

Cromossomo 16
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Figura 11 — Localizacdo dos iniciadores C, e Cyo nas regides homdlogas dos genes da
globina a.. A. Regifes homdlogas normais e o fragmento de 2,1 kb resultante
do crossing-over normal. B. Regifes homdlogas com o fragmento de 1,9 kb,
referente & delecdo -0’
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3.2.11 Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software estatistico “S.P.S.S. for Windows”
versdo 10.0. O nivel de significancia considerado foi p < 0,05.

Para todas as varidveis foi empregada anélise descritiva (média e desvio padrdo). A
distribuicdo da normalidade das variaveis quantitativas foi testada através do teste de
Kolmogorov-Smirnov. A homogeneidade das variancias foi analisada através do teste de
Levene.

Para comparar as variaveis que apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade
das variancias, entre dois grupos, foi utilizado o teste t de Student. Nas variaveis que ndo
tinham homogeneidade das variancias foi utilizado o teste t de Student para variancias ndo
homogéneas.

A analise de variancia (One Way ANOVA), seguida do teste de Tukey, quando
necessario, foi empregada nas comparacfes entre trés grupos, obedecendo a distribuicdo da
normalidade e a homogeneidade das variancias.

Para comparagdo dos dados entre grupos amostrais pequenos ou que ndo atenderam
aos pressupostos da normalidade e igualdade de variancias, foram utilizados os testes néo-

paramétricos de Mann-Whitney, entre dois grupos e o de Kruskal-Wallis, entre trés grupos.
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4. RESULTADOS

Foram coletadas amostras de 691 individuos, ndo aparentados, dos quais 319 (46,2%)
apresentaram microcitose e/ou hipocromia. Destes, 222 (69,6%) eram do sexo feminino e 97
(30,4%), do sexo masculino. A idade dos pacientes variou de 4 a 77 anos (mediana de 15
anos) para o sexo masculino e de 4 a 79 anos (mediana de 32 anos) no sexo feminino. De
acordo com o grupo étnico, 86 (27%) eram brancos, 198 (62%) eram pardos e 35 (11%) eram
de etnia negra.

As amostras dos 319 individuos com microcitose e/ou hipocromia foram submetidas a
investigacdo da delecdo -a>" através da técnica da reacéo da polimerase em cadeia. Exemplos
dos resultados obtidos apds eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR investigados
para esta delecdo podem ser observados na Figura 12. Nos pacientes homozigotos para a
delecdo obtém-se uma uUnica banda de 1,9 kb; naqueles heterozigotos para a dele¢do sdo
visualizadas duas bandas, sendo uma de 2,1 e outra, de 1,9 kb. J& nas amostras dos individuos
normais, ou seja, homozigotos para a auséncia da delecdo -o®’, observa-se apenas a banda de
2,1 kb. Estas bandas séo identificadas utilizando-se um padrdo de tamanho molecular, como o

“A DNA/Hind III Fragments” utilizado neste trabalho, que apresenta bandas de 2,3 e 2,0 kb.

TR R S e B T30 8- 9516

Figura 12 — Identificacdo dos produtos amplificados para a delecdo -a>”. Eletroforese em gel
de agarose 0,8% ap0s coloracdo com brometo de etideo e visualizacdo em luz UV. A coluna 1
corresponde a amostra homozigota para a delecdo (-a*'/-0®'); as colunas 3 e 4, amostras
heterozigotas (-a>"/aa); 2, 6, 7 e 8, amostras normais para a delecdo (ca/owcr); 5 corresponde
ao padrdo de tamanho molecular (A DNA/Hind 111 fragments); 9 corresponde ao branco e 10,
ao controle positivo heterozigoto
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A talassemia alfa” (delecéo -o®’) foi detectada em 105 individuos, representando uma
prevaléncia de 32,9%, sendo 93 (29,1%) heterozigotos e 12 (3,8%), homozigotos para a
delecédo (Tabela 1) (Figura 13). Destes 105 individuos, 89 (84,8%) apresentaram microcitose e
hipocromia associadas, 3 (2,8%) apresentaram apenas hipocromia e 13 (12,4%), apenas

microcitose. A frequéncia do alelo -0’ foi de 0,183 (117 em 638 cromossomos).

Tabela 1 — Frequéncias genotipicas observadas a partir da analise de
DNA de 319 individuos ndo aparentados

GENOTIPO FREQUENCIA
N %
ao/aa 214 67,1
-o® oo 93 291
-037)-037 12 28
TOTAL 319 100

214 (67,1%)

O Gendtipo normal
ODelecdoalfa 3.7

105 (32,9%)

Figura 13 — Distribuicdo dos 319 pacientes analisados de acordo com a presencga ou nao
da delecdo -o®’



P
Amostras coletadas
N =691
o
o Microcitose e/ou hipocromia
(VCM <82 fL; HCM < 27 pg)
& N =319

Hb A, normal ou diminuida
N =293

Hb A, elevada

N =26

Genotipo normal (aa/oa)
N =214

Com deficiéncia Sem deficiéncia
Outros (*)
N =43 de ferro de ferro
Y N =46 N =125

(*) Traco talassémico beta = 23
Semdosagem de ferritina = 20

Figura 14 — Organograma da distribuicéo dos 691 pacientes coletados
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Dos 105 pacientes com talassemia alfa, 22 (21,0%) eram do sexo masculino, 62
(59,0%), do sexo feminino e 21 (20,0%) eram criangas (idade inferior a 15 anos).

A distribuicdo dos genétipos de acordo com a etnia é mostrada na Tabela 2. Entre os
35 individuos negros, 15 (42,9%) apresentaram o gendtipo (-a>'/ac) e 1 (2,8%), o genétipo
(-a>"/-a>"). Entre os pardos, 57 (28,8%) eram heterozigotos e 7 (3,5%), homozigotos. J&
entre os brancos, 21 (24,4%) tinham a forma heterozigota e 4 (4,7%), a forma homozigota da

delecdo -o*".

Tabela 2 - Distribuicdo dos gen6tipos entre os 319 pacientes com microcitose e/ou hipocromia de
acordo com o grupo étnico

Genotipos
Numero de 37p S
Grupo étnico amostras ao/oo -o oo oo

analisadas n % n % n %
Branco 86 61 70,9 21 24,4 4 4,7
Pardo 198 134 67,7 57 28,8 7 3,5
Negro 35 19 54,3 15 42,9 1 2,8
Total 319 214 67,1 93 29,1 12 3,8

A Figura 14 é um organograma dos testes laboratoriais realizados desde a coleta das

amostras, de acordo com os critérios utilizados e sumariza a distribui¢do dos pacientes.
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Dos 319 individuos com microcitose e/ou hipocromia investigados para a delecéo
-a>’, 259 (81,2%) apresentaram perfil eletroforético normal (Hb AA) e 60 (18,8%)
apresentaram algum outro tipo de hemoglobinopatia, associada ou ndo a talassemia alfa,
assim distribuidos: 28 eram portadores do traco falciforme (Hb AS), 2, portadores do traco
AC (Hb AC), 2 eram homozigotos para a hemoglobina C (Hb CC), 2 apresentavam doenca
falciforme, sendo um paciente SS e outro SC e 26 tinham traco talassémico beta (Tabela 3).

Tabela 3 — Perfil eletroforético e genotipo alfa dos pacientes investigados para talassemia alfa

Gendtipo a (%)

Perfil eletroforético N° de casos
oo - oo a0
AA 259 167 (64,5) 83 (32,0) 9 (3,5)
AS 28 20 (71,4) 5(17,9) 3(10,7)
AC 2 2 (100) - -
cc 2 2 (100) - -
SS 1 - 1 (100) -
sc 1 - 1 (100) -
AA/talassemia beta 26 23 (88,5) 3(11,5) -
TOTAL 319 214 (67,1) 93 (29,1) 12 (3,8)

Entre os 105 pacientes com talassemia alfa, 10 (9,5%) apresentaram associacdo da
delecdo com hemoglobinas variantes, na qual a mais frequente foi a interagdo com o traco
falciforme, encontrada em 8 (7,6%) pacientes, dos quais 3 eram homozigotos (-o*'/-a*") e 5
eram heterozigotos (-o*'/owcr) para a talassemia alfa. Os dois pacientes diagnosticados com
doenca falciforme neste trabalho tinham talassemia alfa heterozigota associada. Trés pacientes
(2,8%) com delecdo -0’ apresentaram associagdo com o traco talassémico beta. A talassemia
alfa foi encontrada concomitantemente com a deficiéncia de ferro em 9 (8,6%) pacientes.

Os dados laboratoriais dos 105 pacientes com talassemia alfa encontram-se no

Apéndice 5.
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A Tabela 4 mostra as médias dos valores dos principais parametros hematoldgicos
analisados. Os pacientes foram separados em grupos, levando-se em considera¢do o gendtipo
para talassemia alfa” e a presenca ou ndo de heterozigose para as hemoglobinas anormais S e
C, de talassemia beta e de deficiéncia de ferro. Nesta tabela ndo foi feita separagdo entre

criangas e género masculino e feminino.
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Dados hematoldgicos (média + desvio padréo)

Grupo de pacientes (n)

Hemoglobina Hemacias VCM HCM Hb A,
(9/dL) (x10™/L) (fL) (P9) (%)
AA (n=101) 12,4+1,6 4,65 + 0,56 79,4 +35 26,6 +1,7 2,5+0,6
AS (n=18) 125+1,2 4,69 + 0,43 79,8+23 26,7+ 1,0 2,7+04
welod AC(n=2) 12,6 +0,4 4,84 +0,07 80,0+85 26,1+0,3 NR
—_ *
(N=190) Trago talassémico beta
(n=23) 10,3+1,8 5,19 + 0,87 64,3 +6,0 19,92 +2,1 49+07
Deficiéncia de ferro 93+21 4,26 + 0,61 69,2 +9,1 21,71 +£3,8 19+0,6
(n =46)
AA (n = 64) 123+14 4,89 + 0,57 774+ 44 253 +2,0 2,2+0,6
AS (n = 4) 123+17 4,94 +0,71 76,5+ 1,7 24,9+ 1,4 2,2+0,7
3.7
-3 A
(Negoyre ta('ﬁsieg;'co beta  102+06 4,91+032 68,0+ 2,6 20,7 £1,1 53408
DefiCi‘inCiagC;e ferro 10,2 42,2 4,60 0,69 67,8+7,6 21,9 3,2 2,1+0,9
n=
37, 7 AA (n=9) 113+11 5,28 +0,70 68,9 6,9 21,6 2,1 2,1+0,4
- -
(N=12) AS (n = 3) 11,1+0,6 5,33+ 0,26 67,0+ 25 20,9+ 2,0 25+04

* Foram excluidos da comparacao 20 pacientes sem dosagem de ferritina, 3 pacientes com anemia por doenga cronica e 1 paciente CC

** Foram excluidos da comparagdo 11 pacientes sem dosagem de ferritina e 2 pacientes com doenca falciforme (1 SS e 1 SC)
NR = ndo realizado; Valores de referéncia encontram-se no Anexo 2
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A comparacdo dos dados hematoldgicos dos individuos Hb AA e Hb AS agrupados

por genodtipo alfa é mostrada na Tabela 5.

Como ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os parametros

hematoldgicos desses pacientes nos trés grupos analisados (p > 0,05), eles foram agrupados

num mesmo segmento em todas as analises subsequentes.

Tabela 5 — Comparagdo dos dados hematoldgicos dos individuos AA e AS agrupados por

genotipos alfa

Genotipo/ Padrao

Dados hematologicos (média + DP)

eletroforético Hb Hemacias VCM HCM Hb A,
(9/dL) (x10*/L) (fL) (pY) (%)

/ AA (n=101) 124+16 465+056 794+35 266+1,7 25+06
oo/ oL

AS (n= 18) 125+12 469+043 798423  267+10 27+04

p=0,708 p = 0,755 p = 0,629 p = 0,920 p = 0,310

AA (n= 64) 123+14 489+057 774+44 253+20 2.2+0,6

-adoo Ag (n= 4) 123+17 494+071 765+17 249+14 22+07

p1 = 0,948 p1 = 0,938 p1= 0,479 p1= 0,540 pi= 0,814

/ AA (n=9) 113+11 528+070 689+69 216+21 2.1+0,4
=0/ -

AS (n= 3) 11,1+06 533+026 67,0+25 209+20 2.5+0,4

p1 = 0,758 p1 = 0,849 p1= 0,606 p1= 0,600 pi= 0,170

DP: desvio padrdo; p: calculado através do teste t de Student; p*: calculado pelo teste de Mann-

Whitney
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A Tabela 6 mostra a comparagdo das analises laboratoriais entre os pacientes com
gendtipo normal (aa/oc), heterozigotos e homozigotos para a delecdo -a*’. A fim de
verificar a contribui¢io da talassemia alfa como causa de microcitose e/ou hipocromia, foram
excluidos desta comparacgdo aqueles que apresentaram talassemia beta ou deficiéncia de ferro.
Apenas os pacientes AA e AS foram considerados na comparagao entre 0s grupos.

Os valores medios de hemécias e concentracdo de hemoglobina dos pacientes foram
separados de acordo com sexo e idade dos mesmos. Foram consideradas criangas, meninos e
meninas com idade igual ou inferior a 14 anos (OMS, 1968).

A analise estatistica mostrou haver diferenca significante entre as médias dos trés
grupos para os parametros VCM e HCM, tendo os homozigotos apresentado 0s menores
valores médios dos referidos parametros. A microcitose e a hipocromia dos heterozigotos foi

discreta em relagé&o aos individuos de genotipo normal.
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Tabela 6 — Comparacdo dos resultados das analises laboratoriais entre pacientes com gendtipos normal, heterozigoto e homozigoto para a

delecdo -a*’

Gendtipo alfa

(n)

Género

Dados hematoldgicos (média + desvio padréo)

Hemoglobina

M F  Crianca

Hemacias VCM HCM Hb A,
(x10%/L) (fL) (pg) (%)
M F Crianga

ao/oo
(N=119)

-o*aa
(N=68)

_a3.7/_a3.7
(N=12)

17 52 50
15 39 14
3 5 4

540+056 4,36+045 4,71+036 794+33" 26616 2,6+05

547+0,69 4,72+046 474+026 77,4+43° 253+20° 22+0,6"

500+0,70 523+051 569+060 683+6,0° 214+20° 2,2+04*

Valores de
referénciaf

50+0,5 43+0,5 46+0,6 92+9,0 295+25 24+14"

M: masculino; F: feminino

* Letras diferentes seguindo os valores de média + desvio padrdo dentro da mesma coluna, representam diferenca estatisticamente significante entre os grupos. p < 0,05
(ANOVA, seguida do teste de Tukey, quando necessario). Os valores p resultantes da compara¢do grupo a grupo encontram-se no Apéndice 6.

t DACIE, J.V., LEWIS, S.M. Practical Haematology. 8.ed. Edinburgh: Churchill Livingstone, 1995; * BEZERRA, T.M.M. Quantificacio de hemoglobina A, por

eletroforese em acetato de celulose. Rev. Bras. Patol. Clin., v.20, n. 5, p. 143-145, 1984
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Na Tabela 7 estdo os resultados da comparacdo dos indices hematimétricos (VCM e
HCM) e da Hb A, dos pacientes com genétipo normal (ao/ac) e heterozigoto para a
talassemia alfa” e que apresentaram deficiéncia de ferro. Observou-se que ndo houve
diferenca estatistica (p > 0,05) para nenhum dos dados hematoldgicos analisados.

Os parametros hemécias e hemoglobina ndo foram comparados em virtude de
sofrerem influéncia do sexo e idade e, quando segregados nestes requisitos, apresentaram um

ndmero amostral muito pequeno, inviabilizando desta forma a anélise estatistica.

Tabela 7 - Comparacdo dos resultados das analises laboratoriais (média + DP) entre pacientes
normais e heterozigotos para a delecéo -o>’, ambos com deficiéncia de ferro

Genotipo
laboratoriais (n = 46) (n = 09)
M F Crianca M F Crianga
(n=3) (n=37) (n=6) (n=2) (n=5) (n=2)

Hemacias (x10™/L)

Masculino 428+1,21 5,16 + 0,02 NR

Feminino 4,18 £ 0,58 4,48 £ 0,90

Crianca 4,71+0,25 4,81 + 0,04
Hb (g/dL)

Masculino 10,5+ 3,7 12,0+0,0 NR

Feminino 89+19 9,7+28

Crianca 11,0£2,0 10,2+1,3
VCM (fL) 69,2 +9,1 67,8 +7,6 0,659
HCM (pg) 21,7+£3,8 21,9+ 3,2 0,877
Hb A, (%) 1,9+0,6 2,1+£0,9 0,275

DP: desvio padrdo; M: masculino; F: feminino; NR: ndo realizado
™) Teste t de Student
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Por outro lado, comparando-se os mesmos indices (VCM e HCM) e a Hb A; dos
pacientes a.o/ao com deficiéncia de ferro e os -a*'/aa sem deficiéncia de ferro, verificou-se
diferenca estatisticamente significante para esse trés parametros laboratoriais, mostrando que
as médias desses dados hematoldgicos dos pacientes com deficiéncia de ferro séo
significativamente menores que as dos individuos que apresentam a delecdo -0’ em sua
forma heterozigota (Tabela 8).

De maneira semelhante, ndo foram comparados os parametros hemécias e
hemoglobina em razdo de ndo demonstrarem nimero amostral representativo para a analise

estatistica.

Tabela 8 - Comparacdo dos resultados das analises laboratoriais (média + DP) entre pacientes
normais (ao/ao) com deficiéncia de ferro e pacientes heterozigotos para a talassemia
o’ sem deficiéncia de ferro

Genotipo
laboratoriais (n = 46) (n = 68)
M F Crianca M F Crianca
(n=3) (n=37) (n=6) (n=15) (n=39) (n=14)

Hemacias (x10™/L)

Masculino 428+1,21 550+0,71 NR

Feminino 4,18 + 0,58 4,72 + 0,46

Crianca 4,71+0,25 4,74 + 0,26
Hb (g/dL)

Masculino 10,5+ 3,7 139+1,2 NR

Feminino 89+19 120+1,3

Crianca 11,0+2,0 11,6 +0,8
VCM (fL) 69,2+9,1 77,4+ 4,3 0,000
HCM (pg) 21,7+3,8 25,3+2,0 0,000
Hb A, (%) 1,9+0,6 2,2+0,6 0,002

DP: desvio padrdo; M: masculino; F: feminino; NR: ndo realizado

®) Teste de Mann-Whitney
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As diferencas encontradas entre os grupos analisados (heterozigoto, homozigoto,
gendtipo normal sem deficiéncia de ferro e gendtipo normal com deficiéncia de ferro) para os
parametros mais representativos da talassemia alfa (VCM e HCM) sdo mostradas através do
grafico Box-Plot, nas Figuras 15 e 16, respectivamente.

De maneira geral, pode-se dizer na analise de um Box-plot, que quanto mais larga a
caixa e as suas caudas superior e inferior, mais dispersa € a distribuicdo dos dados.
Observando as duas figuras percebe-se que 0s menores valores medianos, tanto para VCM
quanto para HCM, foram encontrados no grupo de pacientes homozigotos para a delecdo -o*’
e 0s maiores valores medianos para esses indices hematimétricos foram observados no grupo

de individuos normais para esta delecéo e que ndo apresentaram deficiéncia de ferro.
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Figura 15 — Box-plot representando as diferencas de VCM encontradas entre os pacientes de
genodtipo normal sem deficiéncia de ferro, portadores heterozigotos e homozigotos da
talassemia -o*’ e os de gen6tipo normal com deficiéncia de ferro. No interior de cada
retangulo existem 50% dos dados, dos quais, 25% estdo entre a linha da mediana e a linha do
primeiro quartil e os outros 25% estdo entre a linha da mediana e a linha do terceiro quartil. A
linha preta no interior da caixa representa a mediana dos valores. Os pontos representados por
asteriscos ou circulos correspondem aos valores discrepantes (outliers)
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Figura 16 — Box-plot representando as diferencas de HCM encontradas entre os pacientes de
gendtipo normal sem deficiéncia de ferro, portadores heterozigotos e homozigotos da
talassemia -o*’ e os de gendtipo normal com deficiéncia de ferro. No interior de cada
retangulo existem 50% dos dados, dos quais, 25% estao entre a linha da mediana e a linha do
primeiro quartil e os outros 25% estdo entre a linha da mediana e a linha do terceiro quartil. A
linha preta no interior da caixa representa a mediana dos valores. Os pontos representados por
asteriscos ou circulos correspondem aos valores discrepantes (outliers)
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5. DISCUSSAO

A talassemia alfa é uma das doencas monogénicas mais comuns no mundo e é
resultante de um desequilibrio na sintese das cadeias da globina alfa (BAYSAL; HUISMAN,
1994; WEATHERALL et al.,, 2001). Juntamente com a deficiéncia de ferro e o trago
talassémico beta, representa uma importante causa de microcitose e hipocromia (DUMARS,
et al., 1996).

Apesar de ser frequentemente encontrada nas diferentes regides e populacdes
mundiais, por vezes, a talassemia alfa permanece sem diagnostico em virtude de ndo haver
testes bioquimicos e hematologicos simples capazes de identifica-la rotineiramente
(SANKAR et al., 2006; SIVERA, et al., 1997). Com o advento das técnicas moleculares, por
volta do inicio dos anos 80, foi possivel iniciar a caracterizagdo molecular desta
hemoglobinopatia, fornecendo diagndstico rapido e preciso das diferentes formas da doenca
(STEINBERG, 1988). Poréem, mesmo identificando precisamente as principais causas
moleculares da talassemia alfa, esse diagnostico ainda ndo € rotina nos laboratérios de
analises hematologicas devido ao seu elevado custo.

No Brasil, a ocorréncia da talassemia alfa tem sido estudada ao longo dos anos.
Entretanto, como as metodologias empregadas em algumas pesquisas ndo se baseiam na
analise de DNA, os dados moleculares e de prevaléncia ainda sdo escassos. Os trabalhos
utilizando biologia molecular para a investigacdo da talassemia alfa mostram que a delecéo -
o>’ é a mais comum, responsavel por prevaléncias que variam de 0,7% em um estudo
populacional (SILVA-FILHO et al., 2005) a 48,1% em estudo envolvendo pacientes com
microcitose e hipocromia sem anemia (BORGES et al., 2001). Em relagédo as outras formas
moleculares, a delecdo -o*?, segunda causa mais comum de talassemia alfa* no mundo, foi
investigada em alguns dos trabalhos ja realizados no pais, porém ndo foi observada em
nenhum deles (ADORNO et al., 2005; BORGES et al., 2001; SILVA-FILHO et al., 2005).
Formas ndo-delecionais da talassemia alfa, bem como as delecionais e aquelas que removem a
regido reguladora do gene o foram relatadas, com baixa frequéncia, apenas em estudos
realizados na regido de Campinas, Sdo Paulo, (BORGES et al., 2001; SONATI et al., 1992;
WENNING et al., 2000; 2002).

No presente estudo, observamos a presenca da delecéo -o>’ em 105 pacientes com

microcitose e/ou hipocromia por PCR. A prevaléncia encontrada para esta delecdo foi de
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32,9%, sendo a forma heterozigota responsavel por 29,1% (93/105) e a homozigota, por 3,8%
(12/105) dos casos.

Trabalhos realizados no Brasil (BORGES, et al., 2001), assim como em outros paises
(BERGERON, et al., 2005; GALANELLO et al., 1998; REYES-NUNEZ, et al., 2006;
SANKAR, et al., 2006), também mostram a delecdo -o>’ como uma importante causa de
microcitose e hipocromia.

Bergeron et al. (2005) investigando diversas formas moleculares da talassemia alfa em
196 pacientes com microcitose, sem deficiéncia de ferro, na cidade de Montreal, Canada,
observaram que a delecdo -o>’ estava presente em 20,9% dos pacientes. Trabalho realizado
por Reyes-Nunez et al. (2006) na cidade de Puebla, México, em pacientes com microcitose
e/ou hipocromia, sem deficiéncia de ferro associada, encontrou frequéncia de 14,5% para esta
delecdo e Sankar et al. (2006) ao investigarem 276 pacientes com microcitose e hipocromia
na India, observaram frequéncia de 12,7%.

Em estudo semelhante conduzido em 521 individuos provenientes da regido da
Sardenha, Itlia, a frequéncia da delecdo -o®’ foi de 74,0%, sendo o gendtipo (—o*'/ac)
responséavel por 48,5% e o homozigoto (—o*'/—o>"), por 25,5% dos casos. (GALANELLO et
al., 1998). De modo geral, a talassemia alfa € bastante comum na regido banhada pelo mar
Mediterraneo (KATTAMIS et al., 1996; FICHERA, et al., 1997; DI BELLA, et al., 2006).
Dessa maneira, ha de se considerar que a populacdo estudada por Galanello et al., (1998) esta
localizada em uma area onde a prevaléncia das diferentes formas da talassemia alfa, inclusive
a delecéio -o®’, é bastante elevada, o que justificaria a frequéncia encontrada pelos autores.

No Brasil, Borges et al., (2001) ao investigarem diferentes formas moleculares de
talassemia alfa em pacientes com microcitose e hipocromia, sem anemia, na regido Sudeste do
Brasil, observaram que a delecdo -o>’ foi o principal determinante destas alteracdes
hematoldgicas, representando uma prevaléncia de 48,1%. A forma heterozigdtica (—o> /o)
contribuiu com 42,8% e a delecdo —a*” homozigética, com 5,3%. Em se tratando de estudos
realizados no mesmo pais, essa prevaléncia mais elevada encontrada por esses autores pode
estar relacionada ao fato de que o grupo amostral por eles estudado foi mais seleto, isto &,
foram incluidos pacientes com microcitose e hipocromia, sem anemia e com concentracées
normais ou diminuidas de Hb A..

A delecdo -o*’ é encontrada com frequéncia significativa nas populacdes mundiais de
diferentes regibes, especialmente naquelas de origem africana (FLINT et al., 1998;
KATTAMIS et al., 1996).
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A populagdo do Rio Grande do Norte ndo teve em sua composicdo étnica forte
influéncia africana, como ocorreu em outros estados brasileiros, uma vez que ndo recebeu
grandes quantidades de escravos no periodo da colonizacdo. A capitania do Rio Grande, como
era chamada aquela época, ndo possuia industria acucareira desenvolvida e suas atividades
econdmicas limitavam-se a criacdo de gado e pequenos rocados, fazendo com que a forca do
trabalho escravo nao fosse tdo necessaria. A sociedade norte-rio-grandense, no entanto,
constituiu-se de brancos, indigenas e negros, com os tipos intermediarios de mamelucos,
caboclos e mulatos. O elemento branco foi sempre o de menor quantidade e o mais prolifero,
tendo como principais representantes os portugueses seguidos dos franceses e holandeses
(CASCUDO, 1980; SUASSUNA; MARIZ, 1997).

Dados do censo demografico realizado pelo IBGE (2000), no qual o critério de
inclusdo em determinado grupo étnico é a autodeclaracdo, mostram que a populacdo do Rio
Grande do Norte é constituida por 1.171.699 individuos brancos, 1.454.665 pardos, 126.441
negros, 2.374 amarelos, 3.168 indigenas e 19.161 individuos sem cor ou raca declaradas,
totalizando 2.777.508 habitantes.

De acordo com a distribuicdo étnica da amostra estudada, observou-se no presente
trabalho que a maior frequéncia da talassemia alfa* (-a>’) foi encontrada em individuos
classificados como negros (45,7%), seguida pelos pardos (32,3%) e, brancos (29,1%).

No Brasil, Borges et al., (2001) ao analisarem amostras de 339 individuos com
microcitose e hipocromia provenientes da regido Sudeste do Brasil, verificaram que 69,3%
dos negros e 39,4% dos caucasoides investigados apresentavam a delegdo -a>’. Sonati et al.,
(1991) ao estudarem 47 doadores de sangue negros oriundos da mesma regido do pais,
encontraram prevaléncia de 23,4% para a delecdo -o*’. Na Bahia, Adorno et al., (2005)
também observaram prevaléncias elevadas desta delecdo entre os grupos de negros, mulatos e
brancos.

Além dos individuos classificados como negros, outros segmentos étnicos da
populacdo brasileira também apresentam alta prevaléncia da doenca. Porém, devido a grande
diversidade étnica existente no pais, resultante da miscigenacdo ocorrida entre os individuos
de origens européia, africana, indigena e asiatica, em diferentes proporcdes dependendo da
regido e/ou estado, a frequéncia da talassemia alfa pode variar de regido para regido ou
mesmo entre 0s estados.

A talassemia alfa também tem sido investigada em amostras populacionais brasileiras

distintas, sem que necessariamente seja levada em consideragdo a presenca de microcitose e
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hipocromia (Quadro 3). Nesses casos, é esperado que as frequéncias encontradas sejam
menores, uma vez que os critérios de inclusdo ndo se baseiam nas principais alteracdes
laboratoriais causadas pela delecéo -o>’. Analisando esses dados j& descritos na literatura e os
resultados do presente trabalho é possivel observar que a talassemia alfa (-a>") tem elevada

prevaléncia no Brasil.

. % da
Autor/Ano Amostra analisada N '\gigggage talassemia
alfa )
Sonati et al., Doadores de sangue negros do 47 Southern Blot 23.4
(1991) Estado de S&o Paulo

. Pacientes com anemia
Figueiredo et al.,

falcif E 3 85 Southern Blot 18,8
(1996) alciforme do Estado de Séo
Paulo
Couto et al., Gestantes com perfil Hb AC e
(2003) Hb AA de Salvador, BA 106 PCR 22,6
Adormno et al Sangue de corddo umbilical de
K recém-nascidos de Salvador, 514 PCR 22,2
(2005)
BA
Silva-Filho et al., .
(2005) Trabalhadores da Fiocruz-RJ 2.190 PCR 0,7
Criancas com doenca
Bezerraetal, falciforme do Estado de 74 PCR 25,7

(2007) Pernambuco

Quadro 3 — Sintese de trabalhos realizados no Brasil para investigacdo molecular da
talassemia alfa (delecdo -o®"). ® Homozigotos e heterozigotos para a delegio —o”

Comumente, a talassemia alfa ocorre em areas geograficas onde variantes estruturais
da globina beta (hemoglobinas S e C), além da talassemia beta, também séo frequentes. Dessa
maneira, ndo é raro que um individuo herde os genes para duas destas condi¢fes genéticas
(BERNINI; HARTEVELD, 1998; WEATHERALL, 2001a).
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A co-heranca da talassemia alfa* (-o*’) com outras hemoglobinopatias tem sido
amplamente investigada em diversas partes do mundo. Relacionada a interacdo com o trago
falciforme, esta ja foi evidenciada por Sonati et al., (1991), Adorno et al., (2005) e Silva-Filho
et al., (2005) em trabalhos conduzidos no Brasil, Gonzélez et al., (2005) na Espanha, Nava et
al., (2006) no México, Wambua et al., (2006) no Quénia, entre outros. A interacdo da
talassemia alfa’ com a anemia falciforme foi observada por Costa et al., (1989), Figueiredo et
al., (1996) e Adorno et al., (2005; 2008) no Brasil, Stevens et al., (1986) na Jamaica, Arends
et al., (2000) na Venezuela, Gonzalez et al., (2005) na Espanha, dentre outros. A associacdo
com a hemoglobinopatia SC foi mostrada por Powars et al., (2002) nos Estados Unidos e Lee
et al., (1998), ao estudarem pacientes Hb SC provenientes de diversas regides da Africa.

No presente trabalho foram observadas associagdes da talassemia alfa com variantes
estruturais da hemoglobina em 9,5% (10/105) dos pacientes com a delecdo, sendo a
associagdo com o traco falciforme responsavel por 7,6% destes casos, dos quais 5 (4,8%) na

forma heterozigota (-o>"/ac) e 3 (2,8%), na homozigota (-o.>"/-a>"

). A coexisténcia com a
anemia falciforme e com a hemoglobinopatia SC contribuiu com 0,95% cada.

Os individuos heterozigotos para a hemoglobina S, Hb AS, sdo normalmente
assintomaticos. Por ndo apresentarem caracteristicas clinicas evidentes sdo identificados, em
sua maioria, em triagens populacionais ou atraves de estudo familiar (STEINBERG, 2001).
Geralmente, esses individuos possuem concentraces normais de hemoglobina, VCM e HCM,
porém quando ha associacdo com a talassemia alfa, esses valores se encontram diminuidos
(BAIN, 2006). Outra evidéncia importante da coexisténcia com a talassemia alfa é a reducéo
na concentracdo de Hb S (BAIN, 2006; KENNEDY et al., 1986). Deve-se ressaltar que essas
alteracdes hematoldgicas tornam-se mais evidentes em consequéncia do nimero de genes alfa
deletados (BAIN, 2006).

Os portadores do traco falciforme que apresentaram associacdo com a delegdo -o®’, no
presente estudo, mostraram dados laboratoriais concordantes com esses descritos na literatura.

3.7

Os heterozigotos para a delegdo o’ apresentaram valores médios de VCM e HCM

significativamente menores (p = 0,042 e 0,033, respectivamente) quando comparados aos Hb

AS de gendtipo normal (ao/ac). Os homozigotos (-o'/-a"

) tiveram 0s menores valores de
VCM e HCM em relacdo aos demais genétipos (Apéndice 7). Em relacdo a concentracdo
média de Hb S, esta se distribuiu da seguinte maneira nos trés grupos: genotipo normal (34,1
+ 4,0%), heterozigoto (28,2 + 2,4%) e homozigoto (21,1 = 0,8%) e houve diferenca

estatisticamente significante entre os trés grupos de genotipo alfa (Apéndice 7).
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Embora nada se possa concluir em relagéo aos dois pacientes com doenca falciforme
que apresentaram a delecéo -a*’ (-o*"/a0r), alguns estudos mostram que ha modificacdes no
fenotipo clinico desses pacientes quando a talassemia alfa” esta presente. Porém, as alteracoes
fenotipicas, assim como as laboratoriais, sd0 mais evidentes quando se herda a forma
homozigota da talassemia alfa” (EMBURY, 1985; STEINBERG, 1998; BALLAS, 2001).

Além das associaces com hemoglobinas anormais, encontrou-se neste trabalho
interacdo da delecéo -0’ com a talassemia beta em 2,8% (3/105) dos casos.

Essa mesma associacdo ja foi descrita por Nava et al., (2006) no México, Sankar et al.,
(2006) e Panigrahi et al., (2004) na india, Lafferty et al., (2007) no Canada, Wee et al., (2008)
na Maldsia, dentre outros. No Brasil, de acordo com a literatura consultada, o Unico relato

encontrado diz respeito a triplicagdo do gene o (aaa/aa), alelo aoo®™”

, €M um paciente
com talassemia beta heterozigota (KIMURA et al., 2003).

A delecéo de genes alfa é considerada um modulador genético favoravel da evolugéo
clinica da talassemia B. Por outro lado, o excesso de cadeias o (triplicacdo do gene ou
quadruplicacdo) agrava o quadro clinico dos talassémicos p (SONATI; COSTA, 2008). Em
nosso trabalho, os pacientes com a associacao dessas duas formas de talassemia, apresentaram
micrositose e hipocromia mais brandas, quando comparados aos individuos com traco
talassémico B que ndo tinham interacdo com a delecéo.

As alteracdes hematoldgicas causadas pela delecéo -o® podem variar de moderadas a,
praticamente, inexistentes (HIGGS; BOWDEN, 2001; KATTAMIS et al., 1996;
WEATHERALL et al., 2001).

Com o intuito de analisar a contribui¢do da talassemia oo como causa de microcitose
e/ou hipocromia, foram excluidos da comparacdo os dados laboratoriais dos pacientes que
apresentaram quaisquer uma das outras provaveis causas de microcitose e/ou hipocromia
investigadas no trabalho, a saber, deficiéncia de ferro, traco talassémico beta e homozigose
para hemoglobinas variantes.

Os resultados das comparacdes feitas entre os individuos que apresentaram a delecéo -
o', separados por gendtipo heterozigoto e homozigoto, e o grupo de individuos com
genotipo normal (ao/act) que havia sido estratificado como sem deficiéncia de ferro
revelaram haver diferenca estatisticamente significante entre as médias amostrais dos
parametros VCM e HCM entre todos os grupos (Apéndice 6). Como esperado, os individuos
homozigotos foram o0s que apresentaram 0s menores Vvalores médios destes indices

hematoldgicos. Para a Hb A, as menores médias foram vistas nos pacientes com a delegéo -
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o (-a®'-o®" e -a*'laa), porém a significancia estatistica so foi observada entre o grupo
normal e o heterozigoto (Apéndice 6).

Em estudo semelhante realizado em pacientes com microcitose (VCM < 80fL) na
cidade de Montreal, Canada, também foi observado que o grupo de homozigotos apresentava
0os menores valores médios de VCM e HCM. Apesar de estes valores terem apresentado
diferenca estatisticamente significante em relacdo aos demais genotipos, ndo foi observada
diferenca estatistica entre os grupos de genotipo normal e heterozigoto (BERGERON et al.,
2005).

Os resultados aqui obtidos demonstram que a talassemia alfa € uma importante causa
de microcitose e/ou hipocromia também em nossa populacdo. Porém, apesar de ter sido
observada diferenca entre as médias dos indices hematimétricos VCM e HCM nos trés grupos
de gendtipo alfa, a sobreposicdo dos valores entre individuos de gendtipo normal e
heterozigoto, mostra uma vez mais que estes parametros sdo de pouco valor na distin¢do entre
0S gendtipos, enfatizando a necessidade do diagnéstico molecular para elucidacdo segura dos
casos de microcitose e/ou hipocromia com dosagem de Hb A, normal e sem deficiéncia de
ferro. Pelo fato de a amostra total estudada ter sido composta por homens, mulheres e
criancas, a melhor referéncia de valores hematologicos a ser considerada ¢ a de homens
adultos.

No presente trabalho foram encontrados 9 pacientes que apresentavam talassemia alfa
e deficiéncia de ferro associada, o que representa um percentual de 8,6% do total de
individuos com a delecéo -o>. Entre esses pacientes e 0s que tinham deficiéncia de ferro com
gendtipo normal (aa/oc) ndo houve diferenca estatistica para os parametros hematolégicos
analisados, VCM (p=0,659) e HCM (p=0,877), 0 que sugere que a talassemia alfa ndo
contribui de forma significativa na microcitose e hipocromia desses pacientes.

A observancia dessa associacdo é um dado interessante, uma vez que os trabalhos
relatados na literatura geralmente utilizam a deficiéncia de ferro como critério de excluséo
(BERGERON, et al., 2005; BORGES et al., 2001; GALANELLO et al., 1998; REPAPINOU
et al., 2007; REYES-NUNEZ, et al., 2006; SIVERA et al., 1997). No levantamento
bibliografico realizado, foram poucos os trabalhos encontrados que investigaram talassemia o
em individuos com microcitose e/ou hipocromia e deficiéncia de ferro associada
(LAFFERTY, et al., 2007; MACH-PASCUAL et al., 1996; SANKAR et al., 2006). Sankar et
al., (2006) na india, observaram que apenas 1 dos 35 individuos analisados apresentou a

delecdo -o®’ em associacdo com a deficiéncia de ferro, o que representa uma freqiiéncia de
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2,8% em relagdo aos individuos portadores da delecdo -a>’. Por outro lado, Lafferty et al.,
(2007) em Ontéario, no Canada e Mach-Pascual et al., (1996) em Geneva, na Suica, ao
investigarem as causas de microcitose em pacientes com suspeita de hemoglobinopatias,
encontraram que 20,7% (75/362) e 21,0% (49/233), respectivamente, dos pacientes com
talassemia (alfa ou beta) apresentavam deficiéncia de ferro associada. Esses resultados,
juntamente com o observado em nosso trabalho, mostram que ndo se deve descartar a
possibilidade de talassemia alfa em individuos com deficiéncia de ferro, uma vez que estas
podem estar associadas.

Ao compararmos o grupo de individuos com genétipo normal (oc/ao) que
apresentava deficiéncia de ferro, com os heterozigotos (-o>'/act) sem deficiéncia de ferro,
observamos diferenca estatistica significante para VCM (p=0,000) e HCM (p=0,000),
mostrando que a deficiéncia de ferro provoca altera¢cdes hematoldgicas mais pronunciadas.
Porém, esse achado nédo é suficiente para diferenciar essas duas doengas, uma vez que estas
condicdes clinicas podem coexistir.

De uma maneira geral, embora a metodologia utilizada no presente trabalho tenha
identificado as causas da microcitose e/ou hipocromia de mais da metade dos pacientes, é
importante enfatizar que aqueles que ndo foram portadores da delecdo -o>’ nem apresentaram
deficiéncia de ferro ou talassemia beta, ndo podem ser relatados, com seguranga, como nédo
portadores de talassemia alfa, uma vez que somente foi pesquisada a forma molecular mais
frequente, ndo sendo descartada, pois, a possivel existéncia das outras formas delecionais ou
mesmo, das ndo-delecionais da talassemia alfa.

Embora os individuos com as formas mais brandas da talassemia alfa sejam
clinicamente normais e ndo necessitem de tratamento, é extremamente importante reconhecer
a condicdo de portador para elucidar a etiologia da microcitose e/ou hipocromia e garantir que
0 paciente ndo recebera tratamento inapropriado com ferro que pode, a longo prazo, ser
danoso ao organismo.

Mesmo que a analise molecular ainda seja uma técnica onerosa para a maioria dos
laboratdrios, ela deve ser realizada naqueles individuos com microcitose e/ou hipocromia a
esclarecer, quando descartada a presenca de talassemia beta ou deficiéncia de ferro. Contudo,
deve-se lembrar que essas condi¢cdes podem ocorrer concomitantemente.

Como se tratou de uma populacdo previamente selecionada com base na microcitose
e/ou hipocromia, que séo sabidamente conhecidas como altera¢cdes causadas pela talassemia

alfa, os dados de frequéncia ndo se aplicam a populagéo geral.
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Esse foi o primeiro estudo sobre caracterizagdo molecular da talassemia alfa no Estado
do Rio Grande do Norte e os dados encontrados atestam a importancia da identificacdo dessa
hemoglobinopatia em nosso meio, bem como de sua interagdo com as variantes estruturais da

hemoglobina e com a talassemia beta.
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6. CONCLUSOES

e A prevaléncia da talassemia alfa (-o*") nos pacientes com microcitose e/ou
hipocromia foi de 32,9%, sendo a forma heterozigota responsavel por 29,1% e a homozigota,
por 3,8%);

e A associacdo da talassemia alfa com outras hemoglobinopatias foi observada em
12,3% dos individuos com a delecdo -o*”’, sendo 7,6% associada ao traco falciforme, 1,9%, a
doenca falciforme e 2,8%, a talassemia beta, mostrando a coexisténcia dessas doencas da
hemoglobina em nossa populacao;

e Em relacdo aos genotipos alfa, os pacientes homozigotos foram o0s que apresentaram

microcitose e hipocromia mais pronunciada;

e Embora os valores de VCM e HCM dos pacientes heterozigotos para a delecdo -0’ e
dos pacientes com genotipo normal que tinham deficiéncia de ferro tenham apresentado
diferenca estatisticamente significante, isso ndo foi suficiente para diferenciar essas duas

doencas, uma vez que estas condi¢des clinicas podem coexistir;

e Apesar de ter sido observada diferenca entre as médias dos indices hematimétricos
VCM e HCM nos trés grupos de genotipo alfa, a sobreposicdo dos valores entre individuos de
gendtipo normal e heterozigoto, corrobora que estes parametros sdo de pouco valor na
distincdo entre os gendtipos, comprovando uma vez mais a necessidade do diagndstico

molecular;

e Em relacdo aos pacientes Hb AS, foi observada diferenca estatisticamente significante
entre os valores médios da concentracdo de Hb S nos trés grupos de gendtipo alfa, sendo a
média de Hb S nos pacientes com genotipo a normal (ao/ae) de 34,1%, nos heterozigotos (-

a*"lao) de 28,2% e nos homozigotos (-a>'/-a>”), de 21,1%.

e Os resultados obtidos mostram a importancia da investigacdo molecular da talassemia
alfa em nossa populacdo, uma vez que esta representa uma importante causa de microcitose

e/ou hipocromia.
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APENDICE 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE )
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

PROJETO DE PESQUISA:
Diagnostico molecular da talassemia alfa em individuos portadores de microcitose e
hipocromia

FICHA DE IDENTIFICACAO Ne:
Data:
NOME: NP registro
ENDERECO: Tel.:
D. NASC: SEXO: NATURALIDADE:
GRUPO ETNICO: ( ) BRANCO () PARDO ( ) NEGRO

MEDICO:
MEDICAMENTO(S) EM USO:

JAFEZ TRANSFUSAO SANGUINEA: ( )Sim ( )Nio  QUANDO?
TEM (ou teve) ANEMIA: ( )Sim ( ) N&o Feztratamento:( )Sim ( ) Nao
Faz uso de algum medicamento nos ultimos 12 meses: () Sim () Nd& Medicamento:

Observacdes:

EXAMES LABORATORIAIS

Hto: % VCM: fL RDW: %
Hb: g/dL HCM: pg
Hcias: x10%/L CHCM: g/dL

Morfologia eritrocitaria:

Ferritina sérica:

Eletroforese de hemoglobina: (pH alcalino):

Hb A: % Hb A,: %
Hb Fetal: %
Obs.:

Analise molecular:
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APENDICE 2

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: DIAGNOSTICO MOLECULAR DA TALASSEMIA ALFA EM INDIVIDUOS
COM MICROCITOSE E/OU HIPOCROMIA

Responsavel pela Pesquisa: Tereza Maria Dantas de Medeiros

O (a) Sr(a) esta sendo convidado(a) a participar, voluntariamente, de uma pesquisa que visa estudar
uma doenca chamada Talassemia alfa que é transmitida de pai para filho. Essa doenga ocorre devido a um
defeito no gene que forma a hemoglobina do nosso sangue e por isso causa anemia. A anemia da talassemia
alfa é muito parecida com a anemia causada por deficiéncia de ferro, por isso é importante a sua
identificacdo a fim de orientar 0 médico para um tratamento correto. Sua participagdo neste estudo é
totalmente voluntaria, sem 6nus ou pagamento pela participagdo, e vocé pode desistir a qualquer momento
de participar solicitando ao responsavel pela pesquisa que destrua a sua amostra e os dados obtidos da
analise da mesma. Solicitamos ainda a permissdo para estocar no laboratério o DNA (molécula onde esta
armazenada a informacao genética) extraido de seu sangue para usa-lo em estudos de outros genes que
causam anemia. Nenhum novo estudo seré realizado sem antes ter a sua autorizagdo e ser aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UFRN.

Nesse estudo, uma pequena porcao de seu sangue devera ser coletada e analisada no Laboratério de
Hematologia localizado no Departamento de Analises Clinicas e Toxicol6gicas da UFRN. Para este fim,
seré necessario a coleta de 10 mL de sangue por puncéo venosa (dobra do brago) utilizando seringa e
agulha descartavel para que sejam feitos alguns exames tais como: eritrograma, eletroforese de
hemoglobina, dosagem de hemoglobina A; e Fetal, dosagem de ferritina sérica. Na amostra de sangue
também sera realizada a extracdo de DNA (molécula onde estd armazenada a informagdo genética) para
analisar as alteracdes do gene alfa (causador da doenga). Apos a realizacdo dos exames laboratoriais as
amostras de sangue serdo descartadas de acordo com as normas de biosseguranca.

A coleta de seu sangue serd feita por um profissional habilitado através de uma puncéo venosa na
dobra do brago ap6s assepsia local, de modo semelhante a um exame de sangue convencional, ndo havendo
risco para a sua integridade ou salde por esse procedimento. No entanto, pode ocorrer raramente 0
surgimento de um pequeno hematoma no local da puncédo o qual desaparecera em poucos dias. Esse estudo
permitira a identificacdo de portadores de talassemia alfa proporcionando esclarecimento sobre esse tipo de
hemoglobinopatia principalmente no que diz respeito a presenca de anemia a fim de orientar melhor o
tratamento.

Os dados de registro de sua participacdo nesse estudo serdo mantidos confidenciais. Eles serdo
guardados e somente 0s pesquisadores envolvidos na pesquisa terdo acesso aos dados, sendo vetado a
divulgacdo dos dados que permitam sua identificagcdo. Cada pessoa participante do projeto tera acesso aos
resultados de seus exames, se assim o desejar, em qualquer momento da realiza¢do da pesquisa ou mesmo
apés a conclusdo da mesma. Cada participante do projeto recebera um nimero secreto de identificacédo
para ser utilizado na pesquisa 0 que garantird o anonimato do participante no projeto. Qualquer relatério
ou publicacdo resultante deste trabalho a sua identificacdo ndo sera revelada.

Vocé ndo recebera nenhum pagamento por participar dessa pesquisa, mas podera ser ressarcido de
gastos ou indenizado caso ocorram danos comprovados, oriundos da mesma.

Vocé pode fazer qualquer pergunta sobre o projeto antes de dar o seu consentimento e, se depois
surgir alguma dudvida, vocé pode contatar a responsavel pelo projeto Dra. Tereza Maria Dantas de Medeiros
no Departamento de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas da UFRN (tel: 3215-4231) para esclarecimentos.
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CONSENTIMENTO PARA PARTICIPACAO

DECLARO que o responsavel pela pesquisa informou os riscos e beneficios da minha
participacdo no estudo e que ap6s ter lido e compreendido as informacdes deste documento, estou
disposto a participar de livre e espontédnea vontade do estudo, sabendo que posso desistir da
participacdo a qualquer momento, sem que minha desisténcia implique em qualquer prejuizo & minha
pessoa. Concedo também o uso das informagdes obtidas no estudo para utilizagdo em ensino e
divulgacdo nos jornais e/ ou revistas cientificas, desde que seja mantido o sigilo sobre meu nome e
identificacdo.

Natal, / /

NOME PACIENTE
(ou responsével legal)
ASSINATURA

TESTEMUNHA
(assinatura)

COMPROMISSO DO PESQUISADOR

Declaro que expliquei ao participante todos os procedimentos necessarios para a realizacdo do
referido estudo. Comprometo-me a cumprir o que foi acordado com 0 mesmo sobre 0s riscos e
beneficios da pesquisa, de acordo com as normas estabelecidas na Resolucdo 196/96-CNS, procurando
manter a integridade e o bem estar dos individuos participantes da pesquisa.

Assinatura do pesquisador responsavel
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS
DISCIPLINA HEMATOLOGIA CLINICA

PROJETO DE PESQUISA: Diagnostico molecular da talassemia alfa em individuos com microcitose € hipocromia

RESULTADO DOS EXAMES LABORATORIAIS

NOME: N° Reg.
Tipo do exame Resultado Valores de referéncia
Eletroforese de hemoglobina Hb AA

(pH alcalino) Hb A= HbA=96a98 %
Dosagem Hb Az 1,0a3,8%
(Eletroforese alcalina com eluigéo)
Dosagem Hb Fetal 0,0a1,0%
(Método de Betke)

Natal, /

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS
DISCIPLINA HEMATOLOGIA CLINICA

PROJETO DE PESQUISA: Diagnéstico molecular da talassemia alfa em individuos com microcitose e hipocromia

RESULTADO DOS EXAMES LABORATORIAIS

NOME: N° Reg.
Tipo do exame Resultado Valores de referéncia
Eletroforese de hemoglobina Hb AA

Obs:

Natal, /
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS
DISCIPLINA HEMATOLOGIA CLINICA

PROJETO DE PESQUISA: Diagndstico molecular da talassemia alfa em individuos com microcitose e
hipocromia

RESULTADO DOS EXAMES LABORATORIAIS

NOME: Reg.
Tipo do exame:
Eritrograma:

Resultado Valores de Referéncia
Hematocrito .........cccceevnee Homem: 40 - 52% Mulher: 36 - 47%
Hemoglobina ................... Homem: 13,0 - 18 g/dL Mulher. 12 a 15 g/dL
Hemacias ......c.ccccceuvvinnee Homem: 4,4 - 5,9 x1012/L

Mulher: 4,0 - 5,4 x102/L

VCM..oieieeeeres 80 -94 fL
161 T 26 - 32 pg
CHCM ..o 32 - 36g/dL
RDW .o 11,5-14,5%
Tipo do exame Resultado Valores de referéncia
Ferritina sérica Homem: 28 — 397 ng/mL
(Método quimioluminescente) Mulher: 6 — 159 ng/mL
Eletroforese de hemoglobina Hb AA
(pH alcalino) Hb A=96a98 %
Dosagem Hb A; 1,0a38 %
(Eletroforese alcalina com eluigao)
Dosagem Hb Fetal 0,0a1,0%
(Método de Betke)

Analise molecular para talassemia alfa: Investigada a delec¢édo -o37 por PCR:

RESULTADO:

Natal, [/ [

/
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APENDICE 5
Tabela 1 — Dados laboratoriais dos 105 pacientes que apresentaram talassemia alfa
Paciente Idade Sexo Hcias Hb VCM HCM Perfil Hb A, HbF Ferritina Gen6tipo
(anos) (x10%/L) (g/dL) (fL)  (pg) eletroforético (%) (%) (ng/mL)

3 51 F 4,49 11,3 77 25,2 AA 2,5 0,1 152,0 -aloLo
4 11 F 4,29 10,6 75 24,8 AA 2,5 0,4 54,2 -aloLo
12 23 F 4,60 11,6 78 25,2 AA 31 0,4 240,0 -aloLo
16 77 M 4,67 12,8 82 27,5 AA 2,2 0,1 111,0 -aloLo
18 11 F 4,81 9,7 68 20,1 AA 2,4 0,3 130,0 -a-aL
19 51 F 4,10 9,9 78 24,0 AA 1,1 0,2 109,0 -aloLo
21 36 F 4,91 12,3 77 25,0 AA 2,6 0,4 29,1 -aloLo
25 55 F 4,58 12,3 82 26,9 AA 2,2 0 93,1 -aloLo
27 9 M 4,78 11,1 69 23,3 AA 3,2 0,3 6,5 -aloLo
33 5 F 4,89 11,8 74 24,0 AA 3,0 0,3 314 -aloLo
36 40 F 4,39 10,6 74 24,2 AA 2,1 0,6 837,0 -a-aL
38 10 M 4,83 9,3 62 19,0 AA 2,6 0,3 39 -aloLo
41 28 F 4,37 11,9 82 27,1 AA 2,4 0,6 17,8 -aloLo
42 37 F 4,72 12,1 80 25,6 AA 2,0 0,5 283,0 -aloLo
53 31 F 4,92 12,1 74 24,7 AA 2,1 0,6 36,6 -aloLo
57 33 F 4,51 12,0 76 26,6 AA 2,8 0,9 1,9 -aloLo
60 28 F 4,23 10,6 74 25,0 AA 2,8 0,4 <15 -alaio
64 7 F 4,35 10,9 73 25,2 AA 2,4 0,2 36,4 -aloLo
68 30 F 4,63 12,3 78 26,6 AA 2,2 0,4 303,0 -aloLo
74 60 M 5,67 13,3 72 23,4 AA 2,2 0,2 86,4 -t
76 8 F 4,62 11,4 74 24,6 AA 2,3 0,2 28,7 -aloo
80 35 M 5,41 14,1 78 26,0 AA 2,9 0,2 NR -aloo
81 20 F 4,27 115 80 26,9 AA 3,1 0,2 NR -aloo
82 34 M 3,51 9,6 82 27,5 SS 2,6 10,7 434,0 -aloo
83 50 M 4,28 10,5 78 24,6 AA 1,2 0,2 419,0 -
84 15 F 4,21 13,3 82 31,6 AA 0,8 0,1 47,5 -aloo
85 76 M 5,17 12,0 74 23,2 AS 2,0 0,2 8,8 -aloo
87 44 F 4,52 12,7 81 28,0 AA 2,6 0,2 241,0 -aloo
89 40 F 4,62 12,7 81 27,4 AA 2,5 0,0 20,1 -aloo
90 18 F 4,24 11,1 77 26,3 AA 0,8 0,0 21,0 -aloo
91 17 M 5,32 14,5 80 27,3 AA 1,6 0,0 NR -aloo
92 46 F 4,03 8,2 63 20,2 AA 0,4 0,0 4,1 -aloo
96 25 F 5,29 12,8 76 24,1 AA 2,5 0,1 55 -aloo
100 20 F 3,90 10,7 79 27,6 AA 2,4 0,1 51,3 -aloo
107 4 M 6,11 11,8 59 19,2 AA 2,2 0,2 25,9 -l
115 6 F 4,72 11,3 71 23,9 AA 2,7 0,1 80,7 -alao
122 39 F 5,35 9,6 57 17,9 AA 1,4 0,4 32 -alao
123 42 F 4,78 12,0 71 25,1 AA 2,2 0,5 48,3 -alao
124 52 F 4,56 11,8 74 25,8 AA 1,9 0,5 NR -alao
126 28 F 3,34 9,1 77 27,3 AA 2,4 0,4 NR -alao
128 34 F 4,92 12,4 74 25,3 AA 2,1 0,3 14,2 -alao
137 15 F 4,03 12,1 82 29,9 AA 2,8 0,0 81,5 -alao
144 10 M 4,63 11,8 78 25,6 AA 2,7 0,4 50,1 -alao
150 27 M 5,87 15,1 80 25,8 AA 1,4 0,2 122,0 -alao
152 42 F 4,99 11,8 75 23,6 AA 2,6 0,0 31,3 -alao
155 28 F 5,57 10,5 67 18,8 AS 2,7 0,5 134,0 -
156 23 F 4,73 11,4 77 24,1 AA 2,3 0,5 126,0 -alao
158 24 M 5,97 14,5 75 24,3 AS 2,2 0,2 459,0 -alao
159 6 M 5,15 12,6 73 24,4 AA 1,0 0,8 87,5 -alao
160 7 M 5,31 12,2 70 22,9 AA 2,2 0,4 NR -alao
161 59 F 5,00 135 80 27,0 AA 1,8 0,5 165,0 -alaio
169 61 F 4,57 9,6 67 21,0 AA 4,6 0,5 335,0 -o/ao

NR: N&o realizado; Valores de Referéncia (Ver ANEXO 2)
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Tabela 1 — continuacdo

Paciente Idade Sexo Hcias Hb VCM HCM Perfil Hb A, HbF Ferritina Gen6tipo
(anos) (x10%/L) (g/dL) (fL)  (pg) eletroforético (%) (%)  (ng/mL)
171 8 M 4,80 11,0 72 229 AA 2,8 0,2 58,5 -alao
172 29 F 3,94 10,5 82 26,6 AA 2,6 0,1 184,0 -aloa
174 25 M 6,06 14,6 78 241 AA 2,8 0,0 57,4 -alao
176 35 F 5,13 11,1 70 21,7 AA 2,6 0,2 11,4 -aloa
179 30 M 6,52 15,2 75 233 AA 2,4 0,2 88,4 -alao
180 46 F 4,74 11,4 76 239 AS 31 0,1 194,0 -aloa
181 76 F 4,89 12,9 81 265 AA 1,9 0,1 98,2 -alao
182 31 M 5,51 14,3 80 26,0 AA 2,4 0,3 175,0 -aloa
185 72 M 5,68 14,2 82 249 AA 0,9 0,5 94,3 -alao
193 48 F 5,73 14,2 79 249 AA 2,0 0,8 105,0 -alao
196 15 M 5,06 11,6 69 229 AS 2,1 0,5 223,0 -ol-o
197 56 F 5,37 11,2 64 20,9 AS 2,8 0,5 243,0 -ol-o
198 40 M 4,09 11,1 81 27,1 AA 2,3 0,2 687,0 -aloa
199 27 F 4,67 12,7 82 273 AA 2,2 0,5 35,7 -alao
204 32 F 5,29 13,5 82 255 AA 2,5 0,4 17,6 -aloa
205 37 M 5,88 15,3 84 26,0 AA 2,2 0,4 202,0 -aloa
207 50 M 5,61 15,1 82 269 AA 2,1 0,1 112,0 -aloa
209 39 F 5,70 9,4 57 16,6 AA 1,7 0,2 NR -alao
211 26 F 5,72 13,6 76 238 AA 2,5 0,3 35,2 -alao
217 26 F 5,54 14,3 75 258 AA 2,6 0,6 33,7 -alao
222 51 F 4,95 10,8 71 21,7 AA 5,2 0,4 278,0 -aloa
232 40 F 5,56 11,0 62 19,8 AA 2,8 02  1.087,0 -al-a
239 49 F 4,88 12,4 79 255 AA 2,1 0,5 218,0 -aloa
247 57 M 5,21 13,7 83 263 AA 1,8 0,2 199,0 -aloa
250 21 F 4,34 10,6 79 243 AS 2,1 0,6 42,7 -alao
251 49 F 4,80 11,2 76 234 AA 2,0 0,5 145,0 -aloa
253 63 F 5,09 13,0 77 255 AA 2,0 0,1 NR -alao
260 7 F 4,73 11,3 77 239 AA 2,4 0,9 16,0 -alao
263 20 F 4,58 12,2 86 26,7 sC 0,9 56,9 -alao
267 26 M 4,96 12,6 81 255 AA 2,2 0,6 199,0 -aloa
270 25 F 4,79 10,9 73 227 AA 2,4 0,5 17,2 -alao
281 31 M 5,38 14,1 82 26,2 AA 2,2 0,4 122,0 -aloa
282 7 M 4,55 10,8 74 237 AA 2,7 0,6 64,6 -alao
285 11 F 4,66 11,1 79 239 AA 2,0 0,2 25,2 -alao
293 28 F 4,01 9,6 76 239 AA 2,0 0,3 66,7 -alao
295 40 F 4,86 12,7 81 26,1 AA 1,6 0,5 40,2 -alao
304 40 F 4,70 12,7 76 27,0 AS 1,4 0,5 10,5 -alao
305 7 F 5,20 13,4 74 257 AA 0,4 0,0 53,4 -alao
308 76 F 4,39 11,9 7 27,2 AA 1,4 0,7 30,9 -alao
309 16 F 3,21 5,8 59 18,0 AA 1,5 1,3 1,5 -alao
311 8 F 4,73 11,9 79 252 AA 2,2 0,4 19,5 -alao
314 32 M 6,45 14,3 75 222 AA 2,5 0,5 475,0 -aloa
317 6 M 5,00 12,5 75 249 AA 2,8 1,0 94,4 -alao
318 12 M 5,86 12,3 68 21,1 AA 1,9 0,5 36,8 -al-o
324 44 F 4,84 10,9 77 22,6 AA 2,2 0,3 162,0 -al-o
325 49 F 4,69 12,3 78 26,1 AA 2,4 0,6 647,0 -aloa
326 38 F 4,81 8,4 56 17,4 AA 2,0 1,0 75,4 -alao
327 41 F 4,49 11,1 76 248 AA 2,4 0,8 NR -alao
328 46 F 5,24 13,7 78 26,1 AA 2,4 0,6 NR -alao
330 38 F 4,63 11,4 77 246 AA 2,7 0,4 NR -alao
331 4 F 5,99 11,7 62 19,6 AA 2,1 0,7 26,5 -l
334 16 F 5,21 10,2 66 19,5 AA 6,1 0,6 42,0 -aloa
346 60 M 5,14 12,0 75 234 AA 1,3 0,2 21,9 -oloa

NR: Néo realizado; Valores de Referéncia (Ver ANEXO 2)
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APENDICE 6

Comparacao dos resultados das analises laboratoriais entre os pacientes de genotipo normal

(Grupo 1), genétipo heterozigoto (Grupo 1) e genétipo homozigoto para a delecdo -o*”
(Grupo 1)

5 Valor p®
Parametro
analisado Grupo | (n=119) x Grupo | (n=119) x Grupo Il (n=68) x
Grupo Il (n=68) Grupo Il (n=12) Grupo 111 (n=12)
VCM (fL) 0,002 0,000 0,000
HCM (pg) 0,000 0,000 0,000
Hb A; (%) 0,000 0,107 0,937

(*) ANOVA seguida do teste de Tukey. Valor p estatisticamente significante < 0,05



APENDICE 7
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Comparagdo dos resultados das andlises laboratoriais entre os pacientes com perfil
eletroforético AS de genotipo o normal (Grupo 1), gendtipo heterozigoto (Grupo II) e
gendtipo homozigoto para a delegdo -o>’ (Grupo 111)

5 Valor p®
Parametro
analisado Grupo | (n=18) x Grupo | (n=18) x Grupo Il (n=4) x
Grupo Il (n=4) Grupo Il (n=3) Grupo Il (n=3)
VCM (fL) 0,042 0,000 0,000
HCM (pg) 0,033 0,000 0,001
Hb S (%) 0,009 0,000 0,038

(*) Kruskal-Wallis



ANEXO 1

MINISTERIO DE EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE — UFRN
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP

Parecer consubstanciado

(Final)
Prot. n® 129/06 ~ CEP/UFRN
Projeto de Pesquisa Titulo original: Diagnéstico Molecular da Talassemia Alfa na

Populagéo de Natal — RN
Titulo atual: Diagnéstico Molecular da Talassemia Alfa em
individuos portadores de microcitoses e hipocromia.

Area de Conhecimento Ciéncias da Saude - Medicina
Pesquisador Responsavel Tereza Maria Dantas de Medeiros
Instituicdo Onde Sera Realizado ~ UFRN — Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas
Instituicdo Sediadora Hemocentro Dalton Barbosa Cunha.
Periodo de realizagdao Inicio: janeiro 2007

) Término: julho/2008
Revisdo Etica em 12 de dezembro de 2006

Relato

Considerando que as pendéncias expostas por este Comité, foram adequadamente cumpridas,
o Protocolo de Pesquisa em pauta enquadra-se na categoria de APROVADO.

Vale acrescer que o pesquisador aceitando sugestdo deste Comité alterou o titulo para:
Diagnéstico Molecular da Talassemia Alfa em individuos portadores de microcitoses e
hipocromia.

Orientagbées ao Pesquisador: em conformidade com a Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP) através do Manual Operacional para Comités de Etica em Pesquisa
(Brasilia, 2002) e Resol. 196/96 — CNS o pesquisador responséavel deve:

1 — entregar ao sujeito da pesquisa uma copia do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), na integra, por ele assinada (Resol. 196/96 — CNS — item 1V.2d);

2 — desenvolver a pesquisa conforme foi delineada no protocolo aprovado e descontinuar
o estudo somente ap6s a andlise das razées da descontinuidade pelo CEP/UFRN (Resol.
196/96 — CNS - item 111.32);

3 — apresentar ao CEP/UFRN eventuais emendas ou extensdes ao protocolo original, com
justificativa (Manual Operacional para Comités de Etica em Pesquisa — CONEP — Brasilia —
2002 - p.41);

4 — apresentar ao CEP/UFRN relatérios parciais e final (Manual Operacional para Comités
de Etica em Pesquisa - CONEP — Brasilia — 2002 — p.65);

Os formulérios para os relatérios parciais e final encontram-se na pagina do CEP.
(www.ética.ufrn.br)

Natal, 12 de dezembro de 2006.

{// Honeid
ulce Almeid
Vice-Coordenadora
CEP-UFRN

Comité de Etica em Pesquisa, Universidade Federal do Rio Grande do Norte, CP 1666, Natal, RN, 59078-970, Brasil,
fone/fax: xx (84) 3215-3135, e-mail cepufrn@reitoria.ufrn.br, http:// www.etica.ufrn.br
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ANEXO 2

VALORES DE REFERENCIA

Homem

Mulher

Ferritina (*)
(ng/mL)

Hemaécias (**)
(x10%/L)
Hb (**)

(g/dL)

VCM (**)
(fL)
HCM (**)
(P9)

Hb F (**)
(%)

Hb A, (***)
(%)

28 - 397

50+0,5

15,0+2,0

92+9

295+25

<10

24+14

10 - 159

4,3+0,5

135+15

(*) Valores de referéncia do kit (Immulite)
(**) DACIE, J.V., LEWIS, S.M. Practical Haematology. 8.ed. Edinburgh: Churchill Livingstone, 1995
(***) BEZERRA, T.M.M. Quantificacdo de hemoglobina A, por eletroforese em acetato de celulose. Rev. Bras.
Patol. Clin., v.20, n. 5, p. 143-145, 1984.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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