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TS resumo

Hemoglobinopatias Introducao: Talassemia alfa é uma sindrome associada a reducao da sintese de cadeias de globina
do tipo alfa. A gravidade das manifestacdes clinicas esté relacionada com a quantidade de globinas
produzida e a estabilidade das cadeias beta presentes em excesso. A talassemia alfa minima resulta
Hemoglobina H da delecdo de apenas um dos quatro genes o (-o/ocr). Clinicamente apresenta anemia leve com
microcitose ou auséncia de anemia, sendo o diagndstico realizado por meio de visualizacao da

Talassemia alfa

hemoglobina (Hb) H por eletroforese alcalina em acetato de celulose ou por identificacdo de
inclusdes celulares de Hb H coradas pelo azul de crezil brilhante. Objetivo: Avaliar portadores de
talassemia alfa e seus respectivos progenitores, correlacionando perfil hematolégico e presenca de
Hb H, utilizando procedimentos laboratoriais classicos em trés diferentes amostragens. Discussao
e conclusdo: Os dados obtidos mostram que a presenca de Hb H, indicativo de talassemia alfa,
pode néo ser confirmada em uma analise posterior. Entre os fatores que podem influenciar no nao
aparecimento de Hb H em pessoa comprovadamente com talassemia alfa esta a deficiéncia de ferro.
A talassemia alfa esta associada a defeitos envolvendo os genes codificadores da cadeia alfa, mas
também pode estar relacionada com desbalanciamento temporario na expresséo dos genes globina,
diminuicdo de alfa ou aumento de beta, o que poderia explicar o aparecimento de tetrameros de
cadeia beta (Hb H), sugerindo diagnéstico de talassemia alfa minima.

abstract ST

Introduction: Alpha thalassemia is a syndrome with associated with the reduction of alpha globin chain | Hemoglobinopathies
synthesis. The severity of clinical manifestations is related to the amount of globins produced and the stability
of beta chains that are present in excess. Alpha thalassemia minor is caused by the deletion of one of the four
genes a. (-a./a. o). Clinically, it presents mild anemia with microcytosis or absence of anemia. The diagnosis is
made by the visualization of Hb H through alkaline electrophoresis on cellulose acetate or by the identification
of inclusion bodies stained with brilliant cresyl blue. Objective: Evaluate alpha thalassemia carriers and their
respective progenitors, correlating their hematology profile and the presence of Hb H by means of standard
laboratory procedures in three different samplings. Discussion and conclusion: The results show that the
presence of Hb H, which is indicative of alpha thalassemia, may not be confirmed in a subsequent analysis.
Iron deficiency in Hb H carriers is among the factors that may influence on the absence of Hb H in alpha
thalassemia proven patients. Alpha thalassemia is associated with genetic defects involving alpha chain
encoding genes, but may be also associated with a temporary imbalance of globin gene expression, alpha
chain reduction or beta increase, which could explain the presence of beta chain tetramer (Hb H) leading to
the diagnosis of alpha thalassemia minor.

Thalassemia alpha

Hemoglobin H
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Introducao

A talassemia (hemoglobinopatia) é uma sindrome que
envolve genes produtores de globina, alfa e ndo alfa (beta,
delta e gama), encontrada em varios paises, representando
sério problema de satide global, principalmente na Europa,
na Africa e na Asia®. No Brasil, devido a grande migracao
de povos originados desses continentes, é descrita com
significativa frequéncia de hemoglobinopatias, reflexo dessa
enorme diversidade étnica, dependendo da regido estudada.
Relatos das décadas de 1970 e 1980 mostraram existéncia
de pacientes portadores de talassemia alfa no Brasil* 2.

A talassemia alfa estd associada a sintese reduzida de
cadeias de globina alfa e consequente aumento de con-
centracdo de cadeias beta. Esse desbalanceamento induz
a formacdo de tetrameros de cadeias beta denominados
hemoglobina (Hb) H?®?. Esses tetrameros apresentam ins-
tabilidade que resulta na precipitacdo dessa hemoglobina
sobre a membrana do eritrécito, diminuindo consequente-
mente a sobrevida das hemacias©®?. Atualmente, cerca de
4.516 publicacdes sobre talassemia alfa estdo disponiveis
no banco de dados de PubMed, servico da U. S. National
Library of Medicine (NLM)("?.

Nos cromossomos 11 e 16 estdo presentes os comple-
x0s génicos responsaveis pela sintese de cadeias globinicas
alfa (o), beta (B), gama (), delta (), épsilon () e zeta (C).
Em regido de aproximadamente 30 kb do cromossomo 16
(16p13.3) esta o cluster o 5'-C-yC-ya2-yal-02-01-61-3
e no cromossomo 11 (11p15.5) esté o cluster B 5'-¢-Gy-
Ay-yB-3-B-3’, que compreende aproximadamente regiao
de 60 kb@ 2. A partir do sexto més apds o nascimento,
a molécula de Hb predominante é designada como Hb
A (a2B2), representando de 95% a 98% do total de
hemoglobinas. Em menor quantidade, de 2,0% a 4,0%,
existe a Hb A, (0.2562) e, com menos de 1,0%, a Hb fetal
(0.2y2)@29),

As manifestacOes clinicas da talassemia alfa sdo bas-
tante diversificadas dependendo do ndmero de genes alfa
afetados. Existem quatro genes alfa ativos representados
por dois haplétipos aa (ao/aw). Assim, talassemias alfa
sao classificadas em: portador silencioso ou o-talassemia
minima, que resulta da delecdo de um dos quatro genes o
(-o/aa); traco a-talassémico ou a-talassemia menor, que
resulta da delecdo de dois genes o. no mesmo cromossomo
(--/aer) ou em cromossomos diferentes (-a/-a); doenca da
Hb H ou a-talassemia intermédia, em que trés genes foram
deletados (--/-a); e hidropsia fetal, que resulta da delecao
dos quatro genes o (--/--)®.

A regulacdo dos genes alfa se faz por meio de regido
conhecida como HS-40, localizada a 40 kb upstream do
gene {, e sua integridade é essencial para expressdo dos
genes do cluster. As deleces que removem essa sequéncia
silenciam a expressdo dos genes do cluster alfa localizado
em posicdo downstream®.

O diagnéstico de talassemia alfa pode ser realizado pela
deteccdo de Hb H no sangue hemolisado, por meio de ele-
troforese alcalina em acetato de celulose ou de visualizacdo
dos corpos de inclusdo de Hb H corados com azul de crezil
brilhante nos eritrécitos do sangue periférico®. Segundo
Skogerboe et al.™ (1992) e Thompson et al.”) (1989) existe
correlacdo entre formacao dos corpos de inclusdo de Hb
H e os vérios gendtipos alfa, no entanto sua auséncia néo
exclui o diagndstico, principalmente em caso de portador
silencioso ou a-talassemia minima.

Este trabalho teve como objetivo avaliar portadores
de talassemia alfa, correlacionando perfil hematoldgico e
presenca de Hb H, utilizando procedimentos laboratoriais
classicos em trés diferentes amostragens. Foram analisadas
também amostras dos progenitores desses portadores.

Casuistica e métodos

Foi realizado acompanhamento dos resultados de individu-
0s que apresentaram migracéo eletroforética compativel com
Hb H na eletroforese alcalina de hemoglobina em acetato de
celulose em trés amostragens diferentes. O estudo foi realizado
no Laboratdrio de Estudo e Pesquisa de Anemias Hereditarias
(LEPAH) do Departamento de Biomedicina da Universidade
Catdlica de Goias (UCG), de acordo com normas da resolugao
nimero 196/98 do Conselho Nacional de Satde (CNS). As
amostras foram coletadas em 2001, 2004 e 2006, compreen-
dendo periodo de seis anos. Foram analisadas 30 amostras de
sangue coletadas com &cido etilenodiaminotetracético (EDTA),
provenientes de 10 criancas de ambos os sexos e de seus
respectivos pais. O trabalho faz parte de projeto submetido
e aprovado pelo comité de ética da Universidade Federal de
Goias (UFG) sob protocolo nimero 065/2005.

Para determinacdo da talassemia alfa foi realizada pes-
quisa de Hb H por meio de eletroforese em acetato de celu-
lose em pH alcalino (tampao tris-EDTA-4cido bérico [TEB],
pH = 8,5) com hemolisado répido, utilizando saponina a
19%9 e deteccdo dos corpos de inclusédo de Hb H (PIEHH)
com azul de crezil brilhante® .

Foram realizadas, também, resisténcia globular osmoé-
tica em cloreto de sédio a 0,36%9 e avaliacdo de volume
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corpuscular médio (VCM) dos eritrécitos pelo equipamento
Pentra 60°® (ABX), adotando valor de referéncia de 80 a 86 fL
para ambos 0s sexos®.

As amostras que apresentaram Hb S foram submetidas
para confirmacdo® aos testes de eletroforese acida de
hemoglobinas, falcizacdo com solucdo de metabissulfito
de sédio a 2% e cromatografia liquida de alta resolugdo
(HPLC) no aparelho Variant 1° da Bio-Rad.

Resultados

O perfil dos tipos de hemoglobinas presentes no sangue
de 10 criangas e de seus respectivos pais foram avaliados
por eletroforese alcalina em acetato de celulose. As amostras
foram coletadas em diferentes épocas (2001, 2004 e 2006)
e sao mostradas na Tabela 1.

Oito entre as 10 criancas identificadas como portado-
ras de Hb H na primeira avaliacdo apresentaram variacao
quanto a presenca dessa hemoglobina quando reavaliadas.
Trés criangas ndo apresentaram mais perfil de Hb H. Apenas
as criancas 5 e 8 mantiveram o mesmo perfil da primeira
amostragem. Dos 20 pais avaliados, 11 ndo apresentaram
Hb H em nenhuma das avaliacdes. Nove pais apresenta-
ram Hb H, sendo que cinco apresentaram alternancia de
resultado. Ao todo foram avaliados 30 individuos, 13 desses
apresentando resultados contraditérios quanto a presenca
de Hb H, perfazendo total de 43,33%.

Na Tabela 1 pode-se observar também que na amos-
tragem inicial de 2001 todas as criancas avaliadas apresen-
taram corpos de inclusdo de Hb H. Em 2004 e 2006, oito
das dez criancas analisadas tiveram resultados contraditérios
relativo a PIEHH. Dessas oito criancas, trés ndo apresentaram
mais resposta positiva, cinco obtiveram alternancia de resul-
tados e apenas duas mantiveram resultado positivo. Dos 20
pais, 12 apresentaram resposta negativa para a PIEHH, fato
considerado normal. Quatro pais tiveram resultado positivo
em todas as avaliacGes, trés em duas ocasides e um apenas
uma vez. Ao todo, 12 individuos apresentaram resultados
contraditorios, totalizando 40%.

Observamos, ainda, na Tabela 1 resultados de prova de
resisténcia osmética a salina 0,36%, na qual sete das 10
criancas analisadas tiveram resultados discordantes. Das
sete criancgas, trés ndo apresentaram mais resposta positi-
va. Quatro criangas obtiveram alternancia de resultados e
apenas trés mantiveram o resultado, sendo que as criangas
5 e 8 continuaram com resultado positivo e a crianca 10
com negativo. Com relacdo aos pais, 12 apresentaram res-

posta negativa para a prova de resisténcia osmética a salina
0,36%, resultado considerado normal. Trés pais apresenta-
ram resisténcia em todas as avaliagdes, trés em duas e dois
somente uma vez. Ao todo doze individuos apresentaram
resultados contraditérios, completando total de 40%.

Os individuos que apresentaram Hb S mantiveram
mesmo resultado em todos os testes confirmatérios: analise
eletroforética em pH acido, anélise cromatogréfica utilizan-
do HPLC e falcizagcdo positiva com metabissulfito de sédio.

Morfologia e volume corpuscular médio dos eritrocitos
(VCM) apresentaram grande variacdo entre as trés amostra-
gens (Tabela 2). Adotando valor de 80 fL. como limite entre
normocitose e microcitose, pode-se observar que oito dos
20 pais apresentaram microcitose em alguma das amostras.
Desses oito pais, quatro tiveram microcitose em pelo menos
duas avaliacdes, sendo todos do sexo feminino. Das criancas
avaliadas, todas apresentaram VCM com valores inferiores a
80 fL na primeira verificacdo. Seis criancas tiveram novamente
resultados inferiores a 80 fL e duas criancas apresentaram o
VCM diminuido nas trés amostragens.

Talassemia alfa é caracterizada por reducéo na produ-
cdo de cadeias polipeptidicas do tipo alfa que resulta em
eritécitos microciticos e hipocrémicos. A gravidade dessa
doenca estd associada ao grau de comprometimento da
expressao da cadeia alfa e pode ser classificada clinicamente
em portador silencioso ou talassemia alfa minima, traco
alfa-talassémico ou talassemia alfa menor, doenca da Hb H
ou talassemia alfa intermédia e hidropsia fetal®@?.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram gran-
de variacdo com relacdo a presenca de Hb H e ao volume
corpuscular médio (VCM) dos eritrocitos, comparando
trés amostragens realizadas em 2001, 2004 e 2006. Essa
diferenca alcancou 43,33% com relacdo a existéncia de
Hb H, como pode ser visto nas Tabelas 1 e 2.

Na primeira avaliagao do perfil eletroforético, em 2001,
todas as criancas apresentaram Hb H (assim como pelo
menos um dos pais), com excecdo da crianca 8, cujos pais
nao apresentaram essa hemoglobina em avaliacdo alguma
(Tabela 1). Eimportante ressaltar que a forma mais comum
de talassemia alfa é hereditaria, entretanto existem formas
adquiridas secundarias a patologia primaria@?.

Todas as amostras que tiveram Hb H na eletroforese alca-
lina apresentaram corpos de inclusdo de Hb H na coloracao
com azul de crezil brilhante e microcitose caracteristica da
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IELHERM coletadas em 2001, 2004 e 2006*

Resultados de perfil eletroforético em acetato de celulose de pesquisa dos corpos de inclusao de

Hb H (PIEHH) e de prova de resisténcia osmoética a salina 0,36% dos 30 individuos nas amostras

Perfil Pesquisa intraeritrocitaria Prova de resisténcia
eletroforético Hb H osmotica a salina 0,36%
mdvido | 2°°" | 2001 2004 2006 | 2001 2004 2006 | 2001 2004 2006
1 02 anos | ASH AS ASH | Positivo Negativo Positivo | Positivo Negativo Positivo
1P 36 anos AH AH AA Positivo  Positivo Negativo | Positivo  Positivo Negativo
1M 32 anos AS AS AS | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
2 03 anos | ASH AS AS Positivo Negativo Negativo | Positivo Negativo Negativo
2P 42 anos AH AH AH | Positivo  Positivo  Positivo | Positivo  Positivo  Positivo
2M 37 anos AS AS AS | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
3 03 anos AH AA AA | Positivo Negativo Negativo | Positivo Negativo Negativo
3P 28 anos AA AA AA | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
3M 25 anos AH AA AH | Positivo Negativo Positivo | Positivo Negativo Positivo
4 04 anos AH AA AH | Positivo Negativo Positivo | Positivo Negativo Positivo
4p 35 anos AA AA AA | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
4M 34 anos AH AH AA | Positivo Positivo Negativo | Positivo Positivo Negativo
5 03 anos | ASH ASH  ASH | Positivo Positivo Positivo | Positivo  Positivo  Positivo
5P 43 anos AA AA AA | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
5M 38anos | ASH ASH  ASH | Positivo Positivo  Positivo | Positivo  Positivo  Positivo
6 05anos | ASH  ASH AS | Positivo Positivo Negativo | Positivo Positivo Negativo
6P 44 anos AA AA AA | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
6M 41 anos | ASH  ASH  ASH | Positivo Positivo Positivo | Positivo  Positivo  Positivo
7 09 anos AH AA AA | Positivo Negativo Negativo | Positivo Negativo Negativo
7P 39 anos AH AA AA | Positivo Negativo Negativo | Positivo Negativo Negativo
™ 37 anos AA AA AA | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
8 06 anos AH AH AH | Positivo  Positivo  Positivo | Positivo  Positivo  Positivo
8P 44 anos AA AA AA | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
8M 43 anos AA AA AA | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
9 07 anos AH AA AH | Positivo Negativo Positivo | Positivo Negativo Positivo
9P 45 anos AA AA AA | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
9M 38 anos AA AH AH | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
10 05 anos AH AA AH | Positivo Negativo Positivo | Negativo Negativo Negativo
10P 37 anos AA AA AA | Negativo Negativo Negativo | Negativo Negativo Negativo
10M 34 anos AH AH AH | Positivo  Positivo  Positivo | Positivo  Positivo  Negativo
P: pai; M: mée.
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Resultados do volume corpuscular
médio (VCM), em fentolitros (fL), dos

Tabela 2 30 individuos

Individuo 2001 2004 2006
1 72,3 87,6 79,7
1P 80,5 78,5 84,3
1M 88,5 90,5 90,1
2 75,7 88,3 86,7
2P 81,5 80,2 78,9
2M 88,5 90,8 91,4
3 79,4 85,7 85,7
3P 92,1 91,1 89,6
3M 79,4 89,7 783
4 75,5 88,3 77,2
4P 92,1 88,5 90,7
M 79,4 77,6 89,9
5 75,7 73,9 743
5P 90,5 89,8 90,5
5M 80,6 78,7 80,1
6 79,4 80,1 85,7
6P 91,2 92,1 89,9
6M 81,2 78,3 77,4
7 76,5 84,3 87,6
7P 787 89,4 89,3
™ 90,6 91,4 86,4
8 72,7 77,5 75,6
8P 88,6 90,3 88,6
8M 92,2 89,8 92,2
9 78 88,1 77,3
9P 89,7 91,5 89,7
9M 90,5 80,4 90,5
10 77,4 88,2 78,4
10P 91,2 90,6 91,2
10M 80,3 78,2 76,9

P: pai; M: mée.

talassemia alfa. No entanto, a auséncia de corpos de incluséo
de Hb H na PIEHH n&o exclui o diagnéstico? '3, uma vez
que essa técnica exige muita habilidade e, mesmo em indi-
viduos com delecéo de dois genes alfa, é comum encontrar
uma ou duas dessas inclusdes apds varios minutos duradou-
ros de busca®. Das criancas estudadas, oito apresentaram

variacdo com relacdo a presenca de Hb H nas amostras
coletadas em diferentes épocas.

Na anélise de resisténcia globular a salina 0,36% somen-
te a crianca 10 apresentou teste negativo, porém a Hb H foi
detectada pela visualizacdo dos corpos de inclusdo e pela
eletroforese, nas avaliacdes de 2001 e 2006. Isso acontece
porque o teste de triagem desenvolvido por Silvestroni e
Bianco'® (1975) é pouco especifico e visa apenas deteccdo
de células microciticas, dependendo diretamente da quan-
tidade dessas células e de seu volume médio. Com relagdo
aos pais, somente a made 9IM apresentou teste negativo em
2004 e 2006 e presenca de Hb H na eletroforese.

Todas as amostras que apresentaram Hb H apresen-
taram eritrécitos microciticos e VCM baixo (menor que
80 fL), demonstrando estreita correlacdo entre microcitose
e presenca de Hb H. Esses dados corroboram o trabalho de
Chan et al.®, que estudaram a importancia de se avaliar
pessoas com VCM normal em areas de alta incidéncia de
talassemia, principalmente quando os valores de VCM
forem préximos ao limite inferior (80 fL). Nesse estudo,
conduzido em Hong Kong, foram estudados 95 individuos
que apresentavam VCM entre 80 e 85 fL e, desses, 32,63%
apresentaram alfa talassemia.

Os dados obtidos nesse trabalho (Tabela T) sugerem que
o desbalanciamento entre concentracdes de cadeias alfa e
beta pode ser temporério, visto que ao serem comparadas
analises de épocas diferentes encontramos resultados contra-
ditrios para deteccéo de Hb H. E importante destacar que as
talassemias do tipo alfa podem ter duas origens: hereditéria
adquirida. As formas hereditarias atingem 4% da populacdo
brasileira, enquanto as formas adquiridas sdao normalmente
secundarias a processo patoldgico primario 2. Alguns
autores descrevem interacdo de hemoglobinas variantes
com talassemia alfa. Na anemia falciforme é descrita intera-
cédo benéfica com talassemia alfa, ocorrendo diminuicédo da
anemia hemolitica, inibicao da polimerizacéo intracelular da
hemoglobina S e diminuicéo da intensidade de hemdlise(® 1),

Trabalho realizado em nosso laboratério em popula-
cdo estudantil de Goids encontrou prevaléncia de 8,2%
de talassemia alfa e 2,1% de talassemia alfa associada a
Hb S, entretanto ndo foram investigadas as origens®.
Analisando amostras de individuos oriundos de 55 cidades
do estado de Goias detectamos a prevaléncia de 10,1% de
hemoglobinopatias, 5,2% de talassemia alfa heterozigdtica,
2% de heterozigose para hemoglobina S (Hb AS), 1% de
heterozigose para hemoglobina C (Hb AC), 0,7% de talasse-
mia beta menor, 0,5% de associacdo entre talassemia alfa e
heterozigose para Hb S, 0,3% de associacao entre talassemia
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alfa e heterozigose para Hb C e 0,3% de heterozigose para
hemoglobina D (Hb AD)®.

Doencas hematolégicas do tipo eritroleucemias, doencas
linfo e mieloproliferativas cronicas e agudas e anemia sidero-
blastica estdo normalmente associadas ao aparecimento de
talassemia alfa® 7. Outros tipos de doencas cronicas, tais como
doenca de Chagas e diabetes mellitus também podem levar a
quadro de talassemia alfa e a deteccéo de Hb H® 2%, Em nosso
laboratério também detectamos a talassemia alfa em 5% dos
individuos portadores de lipus eritematoso sistémico®.

Jé foram descritas algumas drogas capazes de afetar a
expressdo dos genes das globinas. Fibach et al.® (2003)
estudaram a inducdo da produgdo de Hb F utilizando mi-
thramycin, droga capaz de se ligar ao DNA, provocando
alteracdes estruturais que resultam em aumento dessa ex-
pressao. A cadeia gama foi a que apresentou maior indugédo
com o tratamento; as cadeias alfa e beta também foram
induzidas, mas demonstraram menor inducdo quando
comparadas com a cadeia gama.

Viola et al.?V (2008) apresentaram, utilizando técnica
de transcricdo reversa quantitativa (Q-RT-PCR), variacdo em
concentracdo dos mRNA de globinas em células tratadas
com psoralenos ou irradiadas com luz ultravioleta (UV). A
concentracdo de mRNA de globina alfa foi maior em células
tratadas com 5-metoxipsoraleno (5-MOP) em comparacdo
com células tratadas com 4,5’, 4'trimetilangelicina (TMA) ou
irradiadas com luz UV. O mRNA de globina gama apresentou
mesmo padrao, porém houve menor indugdo. Portanto, esses
dados e os de Fibach et al.® (2003) mostram claramente uma
inducdo dos genes globina em resposta ao tratamento com
diferentes substéncias.

Conclusao

Os dados obtidos neste trabalho mostram que a
presenca de Hb H na deteccdo de talassemia alfa pode
nao ser confirmada em analise posterior. Entre fatores
que podem influenciar o ndo aparecimento da Hb H em
pessoa comprovadamente com talassemia alfa esta a de-
ficiéncia de ferro no portador de Hb H. A talassemia alfa
esta associada a defeitos genéticos em genes codificadores
da cadeia alfa, mas também pode estar relacionada com
desbalanciamento temporario na expressao dos genes
das globinas (diminuicdo de alfa ou aumento de beta),
0 que poderia explicar o aparecimento de tetrameros de
cadeia beta (Hb H), sugerindo diagndstico de talassemia
alfa minima.

E provével que, além de defeitos genéticos associados
aos genes alfa, outros fatores possam induzir aparecimen-
to da talassemia alfa. Assim, o diagndstico dessa doenca
deve ser tratado com muito cuidado, principalmente em
suas formas mais brandas. A presenca de Hb H deve ser
confirmada por diferentes métodos, sendo associada a
microcitose e exames realizados em diferentes periodos,
devendo, sempre que possivel, ser confirmada por métodos
de diagnosticos moleculares.
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