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Introducdo: As mutacdes IVS-I-1, IVS-I-6 e CD 39 foram estudadas em 14 pacientes portadores de
B-talassemia, da populacdo de Fortaleza, capital do Ceara. Objetivo: Fornecer informacdes sobre a
caracterizacdo molecular dos pacientes B-talassémicos de Fortaleza, contribuindo para tracar o perfil
das mutacdes desta hemoglobinopatia na regido Nordeste e no Brasil. Métodos: A B-talassemia foi
diagnosticada pelo estudo hematolégico realizado no contador automatico de células sanguineas, com
revisdo de laminas, pelo teste de resisténcia globular osmética em NaCl a 0,36% e pela eletroforese
em pH alcalino em fitas de acetato de celulose. O DNA foi isolado de leucécitos a partir de amostras de
sangue total. A analise das mutacdes foi realizada por meio da técnica da reacdo em cadeia mediada
pela polimerase alelo-especifica (PCR-AE), sendo analisadas as muta¢des CD 39, IVSI-1, IVSI-6 e
IVSI-110 seguindo-se o protocolo do Laboratério de Hemoglobinas e Genética das Doencas
Hematoldgicas (LHGDH) da Universidade Estadual Paulista (UNESP). Resultados: A distribuicéo das
mutacdes identificadas foi: IVS-I-1 (14,3%), IVS-1-6 (35,7%) e CD 39 (21,4%). Os demais talassémicos
(28,6%) ndo apresentaram nenhuma das mutagdes estudadas. A maior frequéncia da mutacéo IVS-1-6
esta conforme o esperado, uma vez que estudos demonstram que esta mutacdo esta mais presente na
regido Nordeste, assim como a mutagdo IVS-I-1 na regido Sul e a IVSI-110 e CD39 na regido Sudeste do
pais. Conclusao: Esses resultados demonstram o perfil das mutacdes da p-talassemia na regido Nordeste,
contribuindo, assim, para o estudo da distribuicdo destas mutag¢6es no Brasil.

abstract ST

Introduction: IVS-1-1, IVS-I-6 and CD 39 mutations were studied in 14 patients with $-thalassemia from the
population of Fortaleza, capital of Ceard. Objective: To provide information on the molecular characterization
of B-thalassemia patients from Fortaleza, aiding to define the mutation profile of this hemoglobinopathy in
the Northeast region and Brazil. Methods: B-thalassemia was diagnosed by hematological study conducted
in automatic blood cell counter, with review of slides through the test of globular osmotic resistance in NaCl
0.36% and the alkaline electrophoresis on cellulose acetate strips. DNA was isolated from leukocytes extracted
from whole blood samples. The analysis of mutations was performed using the technique of allele specific
polymerase chain reaction. CD 39, IVSI-1-6 and IVSI-110 were evaluated according to the protocol used in
the Hemoglobin and Genetics Laboratory of Hematologic Diseases (LHGDH/UNESP). Results: The distribution
of identified mutations was: IVS-1-1 (14.3%), IVS-1-6 (35.7%) and CD 39 (21.4%). The other thalassemia
patients (28.6%) showed none of the studied mutations. The highest frequency was IVS-1-6 as anticipated,
since studies show that this mutation is more prevalent in the Northeast, as well as IVS-I-1 in the South,
and IVSI-110 and CD39 in Southeast of the country. Conclusion: These results demonstrate the profile of
B-thalassemia mutations in the Northeast region, thus contributing to the study of their distribution in Brazil.
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Introducao

As talassemias sdo hemoglobinopatias caracterizadas por
reducdo na producéo de uma ou mais cadeias polipeptidicas
que formam o tetramero de hemoglobina®.

A B-talassemia é a forma mais importante das talassemias
devido a elevada taxa de morbidade e mortalidade. Na
B-talassemia ocorre uma alteracéo quantitativa da sintese de
globinas beta decorrente de uma mutacdo em ponto, o que
resulta na delecdo ou insercdo de poucos nucleotideos!?.
E classificada como talassemia beta zero (B%, quando ha
auséncia na sintese de globinas, e talassemia beta mais
(B*), quando ocorre uma reducéo na sintese de globinas®.

A doenca apresenta heterogeneidade molecular e
expresséo fenotipica variavel, podendo ser assintomética
ou resultar em uma anemia que pode variar de leve a
intensa 22, O diagnéstico da B-talassemia é feito a partir
de dados clinicos, laboratoriais e moleculares, embasado
fundamentalmente na gravidade da anemia que se apre-
senta microcitica e hipocrémica nas trés formas: maior,
intermediaria e menor®.

A talassemia maior, a forma grave, é denominada de
talassemia beta homozigota; a talassemia menor, de hete-
rozigota; e a talassemia intermediaria é definida por uma
classificagdo mais clinica do que genética ou laboratorial®.

Entre as muta¢des mais estudadas da f-talassemia estdo:
BO CD 39, B* IVS-I-110, B IVS-I-1, B* IVS-I-619),

A mutacdo no cédon 39 é um tipo de mutacdo que
forma cédons de terminacéo na regido codificadora, inter-
rompendo a traducdo e impedindo a producéo de cadeias
B, levando ao gendtipo B°.

A mutacéo IVS-I-110 é um exemplo de defeito que
afeta o processamento do RNA, criando um sitio adicional
de splicing. Nesse tipo de mutacdo ocorre a substituigao
de A—G no nucleotideo 110 do intron 1, produzindo uma
forma grave de talassemia f*.

A mutacdo IVS-I-1 resulta da troca de G—A no primeiro
nucleotideo do primeiro intron, que impede o processa-
mento do RNA para retirar o intron, impedindo a sintese
de cadeias B e levando a talassemia o1 23 26),

A mutacao IVS-1-6 resulta da troca de T-C no nucleo-
tideo 6 do intron 1, resultando na talassemia B* leve. Eum
exemplo de mutacdo que afeta o processamento do RNA
por reducéo da eficacia do splicing®®.

As mutacdes sdo regionalmente especificas, dividindo-se
em quatro grupos de paises: Mediterraneo, india, Sudeste
Asiatico e Africa, sendo que cada populagéo tem o seu

espectro préprio de mutacdo, com um ou alguns alelos pre-
dominantes®. Ha atualmente mais de 200 alelos mutantes
descritos. A distribuicdo e a frequéncia de mutagdes das
hemoglobinopatias, especialmente para a p-talassemia, ja
foram caracterizadas na maioria dos paises® > 3.

No Brasil, tanto a o quanto a p-talassemia séo resultantes
da grande miscigenacdo da populacao brasileira com a imi-
gracao ocorrida no final do século XIX e inicio do século XX,
em que o Brasil recebeu cerca de 5 milhdes de imigrantes
europeus e asiaticos, principalmente representados pelos
italianos que se estabeleceram no Sul e no Sudeste do pais® 4.
As mutacdes p-talassémicas encontradas no Sul e Sudeste
brasileiros, representados por Porto Alegre, Ribeirdo Preto e
Sao Paulo, sdo IVS-I-1, IVS-I-6, IVS-1-110 e c6don 39 10.20),
No Nordeste, representado pela cidade de Recife, também
foi encontrada a mutagao IVS-I-5.

O presente estudo teve como obijetivo fornecer infor-
macOes importantes relacionadas com a caracterizagdo mo-
lecular dos pacientes com B-talassemia em Fortaleza, com
a finalidade de tracar o perfil das mutacdes p-talassémicas
na regiao Nordeste, contribuindo, assim, para o estudo da
distribuicdo destas mutacdes no Brasil.

Trata-se de um estudo de corte transversal em 15
pacientes com diagnésticos clinico e laboratorial de
B-talassemia atendidos no ambulatério do servico de he-
matologia de um hospital de referéncia em Fortaleza, resi-
dentes no estado do Ceara, todos voluntarios e de ambos
o0s sexos. A amostra representa 50% do total de pacientes
B-talassémicos cadastrados no centro. Todos os pacientes
eram portadores de -talassemia menor. O consentimento
informado foi obtido de todos os individuos e o estudo foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica da Universidade
Federal do Ceara (UFC).

A B-talassemia foi diagnosticada pelo estudo hematolo-
gico realizado no contador automético de células sangui-
neas, Sysmex KX-21N, com revisdo de laminas para analise
da morfologia eritrocitaria® '), pelo teste de resisténcia
globular osmética em NaCl a 0,36% e pela eletroforese
em pH alcalino em fitas de acetato de celulose™. O DNA
foi isolado de leucécitos a partir de amostras de sangue
total, seguindo o protocolo de Sambrook et al.@D. A andlise
das mutacdes foi realizada por meio da técnica da reacdo
em cadeia mediada pela polimerase alelo especifica (PCR-
AE), sendo analisadas as muta¢des CD 39, IVSI-1, IVSI-6 e
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IVSI-110, seguindo o protocolo do Laboratério de He-
moglobinas e Genética das Doencas Hematoldgicas da
Universidade Estadual Paulista (LHGDH/UNESP).

Resultados

As mutacdes identificadas nos 15 pacientes com
B-talassemia menor foram: IVS-I-1 (6,7%), IVS-1-6 (33,3%),
CD 39 (26,7%) e outras (33,3%) (Tabela 1).

As Figuras 1, 2 e 3 mostram exemplos de individuos
portadores de p-talassemia heterozigota para IVS-I-1,
homozigota para IVS-I-6 e heterozigota para CD 39, res-
pectivamente. A Figura 4 demonstra a auséncia do alelo
mutante para a mutacdo [VS-I-110.

Discussao

Aproximadamente 7% da populacdo mundial sao por-
tadores de -talassemia. Nascem por ano 300 mil a 500 mil
criangas com a forma severa desta doenca‘®.

Distribuicao dos individuos portadores

de p-talassemia menor quanto ao tipo de
Tabela 1 gulijelen]

Mutacéo Numero de individuos (%)

IVSI-1 1(6,7)

IVSI-6 5(33,3)
IVSI-110 0

CD 39 4(26,7)
Outras* 5(33,3)

Total 15 (100%)

*Mutagdes néo caracterizadas no estudo.
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Figura 2 - Foto de um gel de agarose a 1,5% com amostra de homozigoto para a
mutagéo IVS-1-6 no individuo de nimero 13

N: alelo normal; M: alelo mutante; Ladder: marcador de peso molecular 100pb;
(+): controle positivo.
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Figura 3 - Foto de um gel de agarose a 1,5% com amostra de heterozigoto para a
mutagdo CD 39 no individuo de nimero 7
N: alelo normal; M: alelo mutante; Ladder: marcador de peso molecular 100pb.
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Figura 1 - Foto de um gel de agarose a 1,5% com amostra de heterozigoto para a
mutagéo IVS-1-1 no individuo de ndmero 11
N: alelo normal; M: alelo mutante; Ladder: marcador de peso molecular 100pb.

Figura 4 - Foto de um gel de agarose a 1,5% com amostra sem o alelo mutante
para a mutagéo 1VS-1-110
N: alelo normal; M: alelo mutante; Ladder: marcador de peso molecular 100pb.

A elevada imigracao representada por portugueses, afri-
canos, asiaticos e indigenas tem colaborado para a diferente
distribuicdo das mutacdes da f-talassemia no nosso pais('®.

No presente estudo, entre as mutagdes caracterizadas,
a IVS-1-6 (T—C) foi a mais presente, sendo encontrada em
33,3% dos pacientes. Essa mutacdo tem maior prevaléncia
no Mediterraneo, em populacdes do centro de Portugal,
onde corresponde a 29,4% dos alelos', assim como nas
regides montanhosas da Palestina, onde compde 48,5%
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dos alelos da populacdo®. Este resultado esta conforme o
esperado, uma vez que a colonizacéo do estado do Ceara
foi realizada principalmente por portugueses. Aradjo et al.®
encontraram resultados similares na cidade de Recife: de
86 cromossomos, 17 séo homozigotos e sete heterozigotos
para a mutacao IVS-I-6™.

Estudos demonstram um perfil diferente de mutacdes
da p-talassemia de acordo com cada regido brasileira. Maior

frequéncia da mutacdo IVSI-6 foi encontrada no Nordes-
te; da IVSI-110 e da CD39, nas regides Sudeste e Sul do
paist 71020 (Tabela 2).

Os resultados apresentados sdo relevantes para a
obtencdo de informacdes sobre a distribuicdo das muta-
¢Oes da P-talassemia em Fortaleza, contribuindo para a
caracterizacdo molecular da doenca na regidgo Nordeste
e no Brasil.

Distribuicao molecular das mutacdes mais frequentes da [-talassemia nas cidades de Sao Paulo,

IELEIEWAR Porto Alegre, Recife e Fortaleza

Mutacdes Ribeirao Preto” Séo Paulo™
IVSI-1 - 4,3%
IVSI-6 27,0% 18,6%

IVSI-110 15,0% 18,6%
CD 39 47,0% 54,3%
Outras 11,0% 4,8%

Porto Alegre®® Recife® Fortaleza*
12,9% 5,9% 14,3%
9,5% 53,6% 35,7%
18,1% 3% 0%
50,9% 7,7% 21,4%
8,6% 14,9% 28,9%

*Presente estudo.
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