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Descricao de mutagdo rara para variante de ca-
deia B (P2 HIS-ARG)

Viviani NM, Almeida LP, Wengerkievicz AC, Martins DA, SilvaALS,
Mendes ME, Sumita NM

Hospital das Clinicas da Universidade de S&o Paulo — LIM 03,
Sao Paulo-SP, Brasil

Introdugdo: As sindromes resultantes de alteragdes na sintese
da hemoglobina constituem um grupo heterogéneo de disturbios
recessivos hereditarios, e podem resultar em alteragbes qualita-
tivas ou quantitativas. Enquanto as hemoglobinas variantes (HbV)
se originam de mutagdes que produzem uma estrutura polipeptidica
anormal, as talassemias representam um desbalango na sintese
das cadeias globinicas estruturalmente inalteradas. Os avangos
diagnosticos permitiram o reconhecimento de um numero cres-
cente de hemoglobinas anormais, porém a disponibilidade de téc-
nicas ainda é limitada na maioria dos laboratérios clinicos. Des-
crevemos neste trabalho a investigagéo laboratorial de um paci-
ente, que levou a deteccdo de Hemoglobina Deer Lodge. Relato
de Caso: Paciente masculino, 11 anos, admitido por quadro febril.
Durante a internagao foi diagnosticada anemia microcitica e
hipocrémica, com 5,03x10° eritrécitos/mm?, hemoglobina (Hb) de
11,1g/dL e hematdcrito de 35,6%. Apresentava niveis normais de
transferrina e capacidade total de ligagao do ferro, ferritina no
limite inferior de referéncia, ferro sérico e saturagao da transferrina
reduzidos. A pesquisa de hemdlise resultou negativa, e a conta-
gem de reticuldcitos foi normal. A eletroforese evidenciou a pre-
senca de hemoglobina migrando entre as posi¢bes das HbA e
HbS em meio alcalino, e na posigéo da HbA em meio acido, suge-
rindo presenca de HbV. A cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) caracterizou tempo de retengéo semelhante a HbA2 em
52,4% da Hb. Para o diagnostico diferencial, aplicou-se técnica
molecular de sequenciamento que detectou a troca de um
aminoacido Histidina (His) pela Arginina (Arg) no cddon 6, em
heterozigose, compativel com Hb Deer Lodge. Na pesquisa fami-
liar, 0 pai ndo apresentou anomalia, e a mée, de origem holandesa,
ndo pode ser investigada. Discussao: A Hb Deer Lodge é decor-
rente da substituigdo do aminoacido His por Arg na cadeia 32. Nao
ha sintomatologia significativa decorrente desta mutagéo, porém
a troca dos aminoacidos afeta a cinética e o equilibrio das liga-
¢des entre as globinas, e sua interagdo com outras moléculas
importantes no transporte e liberagdo do oxigénio (O,), com
consequente aumento da afinidade da Hb pelo O,. A eletroforese
demonstrou a presenca de Hb em posigéo indeterminada, seme-
Ihante a Hb Fetal. O HPLC, por sua vez, caracterizou aumento da
concentragdo de Hb com tempo de retengdo semelhante ao da
HbA2, levando as hipoteses de HbE e Hb Osu-Christiansborg. No
entanto, o diagndstico diferencial s6 pode ser concluido através
da Biologia Molecular. As técnicas moleculares séo fundamentais
para caracterizagao laboratorial das hemoglobinopatias.
Palavras-chave: Hemoglobinopatias; Deer Lodge; Hemoglobina.
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pB-Talassemia por mutagdao rara no gene da ca-
deia beta: stop codon 6 (G-T)

Viviani NM, Almeida LP, Wengerkievicz AC, Martins DA, SilvaALS,
Mendes ME, Sumita NM
Hospital das Clinicas da FMUSP — LIM 03, S&o Paulo-SP, Brasil
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Introducao: A B-talassemia é uma condigdo genética heterogé-
nea, decorrente da expressao diminuida da cadeia beta da
hemoglobina humana. Ja foram descritas aproximadamente 200
mutagdes, sendo que a maioria deve-se a mutagdes pontuais
afetando o gene globinico. No entanto, dele¢des de um ou mais
nucleotideos, inversdes ou rearranjos de sequéncias de DNA
também podem ser encontrados. Esse trabalho tem como objetivo
descrever uma mutagao rara no gene da beta globina encontrada
dentro de membros de uma mesma familia. Relato do caso: Paci-
ente feminino, 19 anos, foi internada apos parto para investiga-
¢ao de anemia sintomatica. Ao hemograma, apresentava hemacias
microciticas e hipocrémicas, com presenca de ovaldcitos e signi-
ficativa pecilocitose. A contagem de reticuldcitos e os niveis de
ferro sérico e ferrtina encontravam-se dentro do intervalo de
referéncia. A eletroforese de hemoglobina em meio alcalino detec-
tou diminuigéo relativa de HbA (89,3%), elevacéo da HbF (4,2%) e
HbA2 (6,5%). As hemacias apresentaram resisténcia osmotica
ao NaCl 0,36%. A méae de 42 anos apresentava quadro de anemia
com caracteristicas hematimétricas semelhantes. A sua filha, com
10 meses de idade, apresentava anemia microcitica e hipocrémica,
pecilocitose, e presenca de esquizdcitos, dacriécitos e policro-
masia ao hemograma. A contagem de reticulécitos encontrava-se
acima do intervalo referencial, bem como os niveis de ferro e
ferritina séricos. O padréo eletroforético das hemoglobinas era
compativel com um quadro de heterozigose para talassemia. Seu
outro filho de 5 anos, de pai diferente, apresentou perfil normal. A
analise molecular das acometidas revelou substituicdo do primeiro
nucleotideo, originando um stop codon (GAG—TAG), no sexto
codon da cadeia beta globinica. Discussdo e conclusdo: A
mutacdo nonsense originando um stop codon (GAG—TAG),
caracterizada nesta familia, & de ocorréncia rara na populagdo. A
primeira descrigao na literatura data do final da década de 90. A
mutacgao resulta numa interrupgéo prematura da sintese da ca-
deia beta, e origina um produto rapidamente degradado na célula,
que se apresenta fenotipicamente como uma o talassemia. A
paciente avaliada nesse estudo era clinicamente assintomatica e
passou a apresentar sintomas clinicos durante o pos-parto imedi-
ato, fato que motivou a investigagéo laboratorial da anemia. Acre-
ditamos que o relato apresentado seja o segundo caso descrito
para esse tipo de mutacéao.

Palavras-chave: Talassemia; Stop Codon; Mutagao.
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Identificacdo molecular da mutagdo delecional
alfa 3.7 da talassemia alfa

Penna KGBD, Ramos ALM, Costa SHN, Bataus LAM
Universidade Federal de Goias, Universidade Catoélica de Goias,
GO, Brasil

As talassemias constituem um significativo problema de saude
publica no mundo, com uma alta frequéncia de portadores devido
a miscigenacgéo frequente. As talassemias sédo caracterizadas
por um vasto fenoétipo clinico e hematolégico heterogéneo. Elas
séo resultantes da redugao ou da auséncia da sintese de uma ou
mais cadeias de globinas. A talassemia alfa é classificada em
quatro tipos de acordo com o niumero de genes alfa afetado:
portador silencioso (-o/o); trago alfa talassémico (--/oo. ou -ou/-
a); doenga de hemoglobina H (--/-0) e hidropsia fetal (--/--). A
diminuicao na sintese de globina alfa causa a produgao inadequa-
da de hemoglobina que resulta em anemia microcitica e hipocrémica.
Causa também o acumulo de cadeias do tipo beta, no interior do
eritrocito, pela falta de balanceamento com a sintese da globina
alfa afetada. O resultado deste desbalanceamento é a formacgéao
de tetrameros de cadeias beta denominados Hb H. O diagnodstico
da talassemia alfa é baseado na detecgao da Hb H na eletroforese
alcalina em acetato de celulose ou na pesquisa dos agregados de
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Hb H no interior dos eritrocitos através de uma pesquisa cito-
l6gica. Porém no portador silencioso e no trago alfa talassémico
esta detecgao é imprecisa necessitando de uma analise molecular
para caracterizacdo do gendtipo e confirmagéo. Objetivo: O
objetivo do trabalho foi detectar a forma delecional mais prevalente
da talassemia alfa, a delegéo 0.3,7. Método: Para a confirmagéo
e caracterizagao da talassemia alfa, foram desenhados novos
oligonucleotideos. Através da técnica convencional da PCR, utili-
zando o par de oligonucleotideos 3.7F/KGBO01 foi possivel detec-
tar a delegdo 3,7, diferenciando o gendtipo normal (oo/oc), do
heterozigoto (-a.3,7/a.c) € do homozigoto (-0.3,7/-0.3,7). Apesar de
ter sido desenhado para detectar a delegéo 3,7, este par tam-
bém permitiu detectar a delegéo 04,2 quando em homozigose (-
o4,2/-04,2). Resultados: A delegcdo mais prevalente encontrada
foi a 04,2 (20,0%) sendo que destas podemos afirmar que 9,2%
estdo na forma homozigoética (-a4,2/-04,2). A delegéo do tipo 03,7
na forma heterozigética foi detectada em 12,3% dos pacientes.
Conclusédo: Os dados obtidos ratificaram a importéncia da in-
vestigacao de talassemia alfa utilizando técnicas moleculares,
visto que pacientes com eritograma normal apresentaram
mutacdes delecionais associadas ao gene alfa. Dessa forma a é
possivel esperar que os dados de portadores de talassemia alfa
sejam subestimados em nosso pais. A investigagdo molecular
para deteccao talassemia alfa deveria ser feita em pacientes que
apresentem: quadros hematoldgicos alterados, quadros hema-
tolégicos normais, mas com valores proximos aos valores limitrofes
€ em neonatos.

Apoio: Fapeg/Edital 01/2007.

Palavras-chave: Hemoglobinopatias; Talassemia-alfa; HbH;
Delegéo a.3,7.
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Construcdao de novos oligonucleotideos para
identificacdo molecular da delecdo alfa 4,2 da
talassemia alfa

Penna KGBD, Ramos ALM, Mesquita MM, Costa SHN, Bataus LAM
Universidade Federal de Goias, Universidade Catélica de Goias,
GO, Brasil

As talassemias constituem um significativo problema de saude
publica no mundo, com uma alta frequéncia de portadores devido
a miscigenagéo frequente. As talassemias séo caracterizadas
por um vasto fenoétipo clinico e hematoldgico heterogéneo. Elas
sdo resultantes da reducéo ou da auséncia da sintese de uma ou
mais cadeias de globinas. A talassemia alfa é classificada em
quatro tipos de acordo com o numero de genes alfa afetados:
portador silencioso (-o/o0); trago alfa talassémico (--/oc. ou -ou/-
a); doenca de hemoglobina H (--/-o) e hidropsia fetal (--/--). A
diminuicao na sintese de globina alfa causa a produgao inadequa-
da de hemoglobina que resulta em anemia microcitica e hipocrémica.
Causa também o acumulo de cadeias do tipo beta, no interior do
eritrocito, pela falta de balanceamento com a sintese da globina
alfa afetada. O resultado deste desbalanceamento é a formagao
de tetrameros de cadeias beta denominados Hb H. O diagndstico
da talassemia alfa é baseado na detec¢do da Hb H na eletroforese
alcalina em acetato de celulose ou na pesquisa dos agregados de
Hb H no interior dos eritrécitos através de uma pesquisa citologica.
Porém no portador silencioso e no trago alfa talassémico esta
detecgéo é imprecisa necessitando de uma analise molecular para
caracterizagdo do gendtipo e confirmacgao. Objetivo: O objetivo
do trabalho foi detectar a forma delecional da talassemia alfa, a
delegéo 04,2. Método: Para a confirmagéo e caracterizagéo da
talassemia alfa, foram desenhados novos oligonucleotideos. Atra-
vés da técnica convencional da PCR, utilizando o par de oligo-
nucleotideos KGB04/KGBO5 foi possivel detectar a delecéo 04,2,
porém sem diferenciar entre o genétipo heterozigoto e homozigoto.
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Resultados: A delegdo mais prevalente encontrada foi a 04,2
(20,0%) sendo que destas podemos afirmar que 9,2% estdo na
forma homozigética (-04,2/-04,2). Os dados obtidos revelaram a
importancia da detecgao molecular para talassemia alfa ndo se
restringir apenas na definigdo do genotipo, mas também na
detecgéo deste tipo de talassemia em pacientes que apresentem:
quadros hematoldgicos alterados, quadros hematolégicos normais,
mas com valores préximos aos valores limitrofes e em neonatos.
Palavras-chave: Hemoglobinopatias; Talassemia-alfa; Hemo-
globina H; Delecédo_o4,2.
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Prevaléncia das talassemias no Servico de Re-
feréncia de Triagem Neonatal (SRTN) - Apae de
Sdao Paulo

Hadach SM, Iskandar MAM, Braga JAP, Garcia LRG, Balieiro GS,
Corpa KKT
Apae de Sao Paulo, Universidade Federal de Sao Paulo-SP, Brasil

Introdugado: As hemoglobinopatias resultam de mutagdes nos
genes que codificam as cadeias globinicas alfa e beta da molé-
cula de hemoglobina. Desde 2001, foi incluida a pesquisa dessas
hemoglobinopatias no Teste do Pezinho. Uma das hemoglobinas
detectadas ¢é a Bart's (gama4), responsavel pela alfa talassemia.
Os recém-nascidos que apresentam somente a Hb fetal na Tria-
gem Neonatal terdo o diagndstico definido posteriormente, uma
vez que esse achado pode ocorrer em prematuros que ainda
nao produzem a Hb A ou em beta talassémicos ou devido a
persisténcia hereditaria da hemoglobina fetal e até mesmo em
criangas normais. O teste da triagem neonatal nao identifica a
beta talassemia menor e a intermédia. Objetivo: Descrever a
prevaléncia das talassemias encontradas na triagem neonatal
realizada pelo SRTN Apae de S&o Paulo entre os anos de 2004 e
2008. Casuistica e Método: Realizada a triagem neonatal em
1.565.439 criangas, provenientes de 295 municipios do estado
de Sao Paulo, para pesquisa de hemoglobinopatias, pelo SRTN
Apae de Sao Paulo, no periodo de 2004 a 2008 através de
Focalizacao Isoelétrica (FIE) e Cromatografia Liquida de Alto
Desempenho ("High Performance Liquid Chromatography"- HPLC
da Bio-Rad). Trata-se de um estudo retrospectivo, transversal e
descritivo destes resultados. Resultados: Do total de 1.565.439
exames, a hemoglobina de Bart's foi detectada em 0,59% dos
individuos. Destas, 76 recém-nascidos apresentaram a hemo-
globina Bart's em concentragdes elevadas, resultando em uma
prevaléncia de 0,005% de doentes. O traco alfa talassémico
apresentou prevaléncia de 0,58%. Em 14 recém-nascidos
diagnosticou-se apenas HbF, resultando em uma prevaléncia de
0,0009%. Estes casos foram encaminhados ao hematologista
para acompanhamento e posterior reavaliacdo diagnostica.
Conclusdo: A hemoglobina Bart's apresentou elevada
prevaléncia na populagéo estudada, o que demonstra a impor-
tancia da triagem neonatal, permitindo o diagnéstico, uma vez
que é no recém-nascido que conseguimos detectar esta hemo-
globina. O diagndstico de beta talassemia no recém-nascido ainda
nado é satisfatorio.

Palavras-chave: Talassemia Alfa; Beta Hemoglobina.
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Pesquisa de hemoglobinas anormais em uma
comunidade indigena no Ceara

Gomes FVBAF, Oliveira LM, Franca LPS, Castro AJM, Pitombeira
MHS, Carlos LMB

Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara — Hemoce-CE,
Brasil
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Introdugao: Doenga falciforme € uma alteragdo hematoldgica
constitucional frequente em todo o mundo. No Brasil, entre os
anos 1551 a 1857 chegaram aproximadamente 3.500.000 africa-
nos, devido ao trafico de escravos negros. A doenca é distribuida
na populagéo considerando a miscigenacao racial entre negros,
indios e brancos. No Sudeste do Pais, a prevaléncia de portado-
res falcémicos é em torno de 2% para a populacédo miscigenada.
Estudos de prevaléncia estimam a presenca de mais de 3 milhées
de portadores de gene da hemoglobina S. Investigamos o perfil
eletroforético da hemoglobina em crianga de uma comunidade
indigena no municipio de Crateus-Ceara, a 365 km de Fortaleza-
CE. No Ceara séao identificadas comunidades indigenas, algumas
miscigenadas, pressupondo o aparecimento de doencas genéti-
cas que usualmente ndo seriam encontradas nessa populagéo.
Foi estudada a comunidade indigena Potiguar miscigenada, que
se comunica em lingua portuguesa, ndo dominando mais a lingua
nativa (Tupi-guarani). Casuistica e Método: A metodologia em-
pregada foi eletroforese em agar-amido em pH alcalino, teste de
solubilidade (ltano) e HPLC. Resultados: Estudadas 100 crian-
¢as na faixa etaria de 6 a 11 anos de idade, 57% eram do sexo
masculino. Nao foi encontrado Hb S nas amostras analisadas e a
Unica Hb anormal encontrada foi a HbAC, em uma crianga do sexo
feminino. Conclusao: Apesar da miscigenagcédo encontrada na
nossa populagéo nao foi evidenciada na comunidade estudada a
presenga de gene da hemoglobina S.

Palavras-chave: Hemoglobinas Anormais.
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Prevaléncia de hemoglobinas variantes no Ceara

Gomes FVBAF, Solon VRM, Castro AJM, Pitombeira MHS, Carlos
LvVB

Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara — Hemoce-CE,
Brasil

Introdugéo: As hemoglobinas humanas com padrao de heran-
ca definido geneticamente apresentam variagbes polimérficas
caracteristicas dentro de nossa populagéo, na dependéncia de
grupos raciais que formam cada regido. A ocorréncia de muta-
¢des nos genes responsaveis pelo sequenciamento e estrutura
de cada tipo de cadeia de hemoglobina provoca uma troca de
aminoacidos, resultando na formagdo de hemoglobinas anor-
mais, das quais as hemoglobinas S e C sdo as mais comuns.
Material e Método: Foram analisadas 112.225 amostras de
sangue pelo método da eletroforese de hemoglobina em gel de
agar-amido pH 8,6 acetato de celulose pH 8,6 e teste de solubi-
lidade. Resultados: Este trabalho apresenta os resultados de
estudo feitos entre os anos de 1987 a 2008, avaliando a fre-
quéncia de hemoglobinas anormais no estado do Ceara em popu-
lagéo de diferentes faixas etarias (1 dia a 87 anos) e ambos os
sexos, incluindo: 322 recém-nascidos, 660 criangas (6 meses-
12 anos), 202 jovens (13-21 anos),1.858 adultos (22-87 anos),
664 gestantes (14-46 anos) e 108.501 doadores de sangue.
Este estudo foi realizado em hospitais, creches, escolas, mater-
nidades e bancos de sangue situados em Fortaleza e algumas
cidades do interior do estado. Foram encontrados: dois casos
de SS (0,001%), 1.861 AS (1,65%); um SC (0,0008%); 341 AC
(0,30%); 42 AD (0,03%); trés AJ (0,002%). Entre doadores de
sangue, a presenca do traco falcémico variou de 1,3% a 2,4%,
com uma média de 1,75%. A porcentagem mais elevada (2,4%)
foi encontrada na regional sul do estado. Concluséao: A reco-
mendacgado da RDC n° 153/2004 para proceder a pesquisa da
forma heterozigoto AS é de importancia tanto para o doador,
identificando-o como portador do trago falcémico, como para o
receptor, que s6 recebera o sangue se estiver dentro das con-
dicdes preconizadas.

Palavras-chave: Prevaléncia de Hemoglobinas Variantes.
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Avaliacdo do perfil do ferro em pacientes porta-
dores de beta-talassemia heterozigética

Gongalves RP, Souza IP, Arruda ABL, Dutra LLA, Fonseca JC,
Silva AB, Santos BSC, Martins MF, Freitas PV
Universidade Federal do Ceara — Fortaleza-CE, Brasil

Introducgao: A talassemia beta heterozigética € uma anemia he-
reditaria resultante da heterozigose para uma das mutagdes que
afetam a sintese das cadeias beta da hemoglobina. A sobrecarga
do ferro € um problema de significante morbidade e mortalidade
que ocorre em todo o mundo, cujas causas apresentam grande
variabilidade em diferentes grupos populacionais. Enquanto a
sobrecarga do ferro em beta-talassémicos em hipertransfuséo é
uma situacdo bem definida, existindo esquemas terapéuticos que
visam minimiza-la, o mesmo n&o acontece com a talassemia me-
nor, na qual estoques de ferro aumentados tém sido encontrados
de forma n&o consensual. Objetivos: Avaliar o perfil do ferro em
portadores de beta-talassemia menor, em acompanhamento ambu-
latorial no Centro de Hematologia e Hemoterapia do estado do
Ceara (Hemoce). Método: Realizou-se um estudo transversal
retrospectivo com vinte portadores de beta-talassemia heterozi-
goticos em acompanhamento ambulatorial no Hemoce. Foi consti-
tuido um grupo controle com vinte doadores de sangue proveni-
entes da instituicdo acima mencionada. Foram avaliadas as vari-
aveis; contagem de hemacias, dosagem de hemoglobina, hema-
tdcrito, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (HCM), concentragdo da hemoglobina corpuscular média
(CHCM), niveis de hemoglobina A2 (HbA2) e de hemoglobina fetal
(HbF), ferro sérico, capacidade de ligagao latente do ferro (CLLFe),
capacidade de ligagao total do ferro (CTLFe), indice de saturacéo
da transferrina (IST) e ferritina sérica. Resultados: O perfil dos
portadores do traco beta-talassémico se caracterizou por apre-
sentar, na sua maioria, idade variando de 21 a 30 anos (35,0%),
do sexo feminino (90,0%), sendo que 90,0% eram pardos, 5,0%
eram brancos e os outros 5,0% eram negros. Verificou-se a pre-
senca de anemia de grau discreto, caracterizada morfologicamente
por ser do tipo microcitica e hipocrémica, apresentando valores
reduzidos de hemoglobina (85,0%), hematécrito (80,0%), HCM
(95,0%), CHCM (40,0%), VCM (90,0%); com presenca de niveis
elevados de HbA2 (90,0%) e de HbF (75,0%). Em relacéo ao perfil
do ferro, os parametros: ferro sérico, CLLFe, CTLFe e IST nos
portadores de beta-talassemia, apresentaram-se, na grande mai-
oria, dentro da faixa de normalidade. Observou-se, no entanto,
niveis da ferritina sérica elevada em 20% dos pacientes, apre-
sentando diferenca estatistica significante entre os portadores
beta-talassémicos heterozigéticos e o grupo controle (p<0,05).
Conclusodes: Os resultados demonstraram a presenca de so-
brecarga de ferro, através da observagéo de valores aumenta-
dos de ferritina em alguns dos pacientes portadores de beta-
talassemia. Estudos adicionais sdo necessarios para confirma-
¢ao da presenca de sobrecarga de ferro, como a realizagdo de
Teste T2* de ressonancia magnética cardiaca e hepatica, teste de
elevado valor estimativo na avaliagdo do acumulo de ferro nestes
6érgaos.

Palavras-chave: Sobrecarga; Ferro; Beta-talassémicos; Anemia.
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Frequéncia de hemoglobinopatias em gestantes
atendidas no ambulatério de pré-natal de hos-
pital escola de Fortaleza

Gongalves RP, Souza IP, Arruda ABL, Dutra LLA, Fonseca JC,
Oliveira Filho JB, Araujo TDV, Santos BSC, Barbosa MC
Universidade Federal do Ceara — Fortaleza-CE, Brasil
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Introdugado: As hemoglobinopatias sdo doengas hereditarias da
hemoglobina humana, geneticamente determinadas que apresen-
tam morbidade e mortalidade significativas em todo o mundo. Ob-
jetivo: O objetivo deste estudo foi determinar, pelos testes de
triagem, a presenca de hemoglobinas variantes em gestantes
atendidas no Ambulatdrio de Pré-Natal da Maternidade-Escola Assis
Chateaubriand (MEAC), Fortaleza-Ceara, no periodo de julho de
2007 a julho de 2009. Método: Foram analisadas amostras de
sangue de todas as gestantes atendidas no Ambulatério de Pré-
natal da MEAC, totalizando 440 amostras, sendo excluidas ape-
nas aquelas que se recusaram a participar da pesquisa, néo
assinando o termo de consentimento. A metodologia empregada
para as analises constou de hemograma automatizado, com pos-
terior revisdo de 1aminas. Foram realizados testes de solubilidade
e de falcizagéo para a triagem da Hb S; resisténcia osmaética em
solugéo de cloreto de sodio a 0,36%, como teste de triagem para
talassemias, e eletroforese em pH alcalino em acetato de celulose
como teste confirmatério para hemoglobinas variantes. Resulta-
dos: Todas as gestantes atendidas no periodo participaram do
estudo, totalizando 540 gestantes. Os resultados mostraram que
12 gestantes (2,22%) apresentaram hemoglobinas anormais, sen-
do 11 Hb AS (91,6%) e uma Hb AC (8,4%). Conclusées: Com os
dados obtidos, foi confirmada a importancia da triagem de hemo-
globinopatias nos exames do pré-natal das gestantes, minimizando
assim os problemas clinicos, psicossociais e financeiros relacio-
nados a doenca.

Palavras-chave: Hemoglobinas Anormais; Triagem Neonatal;
Gestantes.
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Estudo do fenétipo da beta talassemia hetero-
zigotica entre estudantes da Faculdade de Far-
macia, Odontologia e Enfermagem/UFC - Ceara

Gongalves RP, Souza IP, Arruda ABL, Dutra LLA, Fonseca JC,
Barbosa MC, Oliveira Filho JB, Silva AB, Santos BSC, Araudjo TDV.
Universidade Federal do Cearéa — Fortaleza — CE, Brasil

Introdugao: O Brasil € um pais caracterizado por grande misci-
genagao, haja vista que, além dos amerindios que ja viviam no
pais, houve a povoacgéo pelos europeus e africanos. Tal fato
contribuiu para a disseminagéo de diversos defeitos genéticos
entre a populagao brasileira que foi se formando. Dentre as alte-
ragdes genéticas estao as hemoglobinopatias (hemoglobinas va-
riantes e talassemias). No Brasil, a prevaléncia dessas altera-
¢bes na populagéo varia muito, pois depende dos grupos étnicos
que colonizaram cada regido. A determinagéo da prevaléncia dos
genes causadores dessas anemias hereditarias ou hemoglobi-
nopatias € complicada, porque, na maioria dos casos, os hetero-
zigotos séo assintomaticos e desconhecem o defeito genético do
qual sédo portadores. Para oferecer um diagnéstico a essas pes-
soas, é necessaria a realizagao de testes de triagem e especifi-
cos. Além do diagnéstico, a identificagdo dos tragos, principal-
mente em uma populagéo de individuos em idade fértil, como uni-
versitarios, € importante também para a realizagcdo de um aconse-
Ihamento genético. Objetivos: O presente estudo teve como ob-
jetivo principal a determinagédo do fendtipo para B-talassemia
heterozigética, entre os alunos da Faculdade de Farmacia, Odon-
tologia e Enfermagem da Universidade Federal do Ceara (FFOE/
UFC). Metodologia: Trata-se de um estudo transversal pros-
pectivo com um total de 102 estudantes recrutados de forma
aleatdria. Foram colhidos 5 mL de sangue venoso em tubo con-
tendo o EDTA, como anticoagulante, e, para cada amostra, foram
realizados hemograma, teste de resisténcia osmética em NaCl a
0,36%, eletroforese de hemoglobina em pH alcalino. Para as amos-
tras que apresentaram VCM abaixo de 80fL, foi feita a dosagem
de hemoglobina A2 (HbA2) em microcoluna de intercambio idnico.
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi realizada nas
amostras que apresentaram perfil eletroforético com hemoglobinas
variantes. Resultados: Dos 102 estudantes, 46 foram do sexo
masculino e 56 do sexo feminino, com idades variando de 17 a 31
anos, sendo 48 pardos, 47 brancos, 3 negros, 3 amarelos e um
amerindio. A maior parte da populagcédo avaliada foi natural de
Fortaleza-CE — 91 (89,2%). Das 102 amostras, duas apresenta-
ram perfil eletroforético similar a HbS. Apds a realizagéo da HPLC
verificou-se que uma das amostras obteve um perfil cromatografico
compativel com Hb AD-Los Angeles, e outro confirmou o perfil de
heterozigose para HbS. Nao verificamos nenhum achado de tra-
¢o beta talassémico. Conclusao: A auséncia de portadores do
traco beta talassémico em nossos resultados pode ser justificada
por se tratar de uma doenca rara no Nordeste e, provavelmente,
pela pequena amostragem utilizada na pesquisa. Ja os tracos de
HbS e HbD, que sdo mais frequentes no nosso estado pela liga-
¢ao com a populagéo de afrodescendentes, devem ser confirma-
dos por estudos moleculares.

Palavras-chave: Beta Talassemia; Triagem Neonatal.
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Possiveis fatores de transcrigcdo envolvidos na
persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal
tipo brasileira

Roversi FM, Cunha AF, Lanaro C, Brugnerotto AF, Albuguerque
DM, Costa FF

Universidade Estadual de Campinas-Unicamp — Campinas-SP,
Brasil

Persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal (PHHF) é uma de-
sordem hereditaria benigna e incomum na qual a expressao dos
genes gama globina persiste na fase adulta. O fenétipo PHHF esta
associado a extensas dele¢des no grupamento beta (PHHF dele-
cional) ou mutagdes de ponto no promotor do gene gama (PHHF
néo delecional). A PHHF n&o delecional tipo Brasileira é caracteri-
zada pela mutagéo de ponto C—G na posigao —195 do promotor
do gene gama A. A elevagédo dos niveis de hemoglobina fetal
(HbF) nesta mutagao ocorre por um mecanismo diferente da PHHF
tipo Inglesa (—198) pelo fato de ndo ser mediado pela proteina
ativadora da transcrigdo Sp1. Os mecanismos genéticos e mole-
culares responsaveis pela persisténcia da expressao do gene
gama A na PHHEF tipo Brasileira ainda ndo estdo completamente
elucidados. Objetivo: Identificar possivel(is) fator(es) de trans-
cricdo envolvidos na ativacéo ou repressdo do gene gama A
globina na PHHF tipo Brasileira. Métodos: Um individuo controle e
um portador de PHHF tipo Brasileira foram selecionados a partir
da observagéo do perfil eletroforético e de dados hematimétricos.
Esses individuos apresentaram os seguintes indices: VCM: 92,4fL
e 98,2fL, Hb: 14,3% e 13,3%, e HbF: 0,5% e 15,9%, respectiva-
mente. Além disso, a regido promotora do gene gama A foi ampli-
ficada e sequenciada para a determinagao do gendtipo. Células
CD34+ de cada individuo foram isoladas do sangue periférico e
cultivadas por 13 dias para maturagéo e diferenciagao eritroide.
Um ensaio de array DNA-proteina foi aplicado para a analise si-
multanea de diversos fatores de transcricdo a partir do extrato
nuclear obtido de células coletadas no 10° dia de cada cultura.
Resultados: Resultados preliminares sugerem que alguns fato-
res de transcricdo apresentam diferenca na sua atividade em
fungdo da presenga ou auséncia da mutagdo -195 no promotor
do gene gama A. No ensaio de array referente ao individuo con-
trole, foi possivel observar uma maior atividade dos fatores de
transcrigdo NF-E1/YY1 e EKLF. O NF-E1/YY1 & um repressor dos
genes epsilon e gama globina e um recrutador das enzimas histonas
deacetilases, as quais, por inibirem a translocagcao nuclear do
mitdgeno p38, levam a uma diminuigado na for¢a de ligacao de
fatores ativadores as ilhas CpG do gene gama globina. O EKLF &
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um ativador do promotor do gene beta globina, envolvido no
switching de Hb. No ensaio de array relativo ao portador de PHHF
tipo Brasileira, observou-se uma maior atividade do fator de trans-
cricao Tat. Esse fator aumenta a processividade da RNA polimerase
e previne a terminagao prematura da transcricdo de diversos
promotores génicos. Conclusdes: Resultados preliminares indi-
cam um possivel envolvimento dos fatores de transcrigdo NF-E1/
YY1, EKLF e Tat na PHHF tipo Brasileira, sendo o primeiro relato
do envolvimento desses fatores na expressédo continuada do
gene gama A globina.

Apoio financeiro: Fapesp e CNPq.

Palavras-chave: PHHF; Fatores de Transcrigao.
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Investigacdao de talassemia alfa+ (delegdao -03.7)
em individuos da cidade de Mossord, estado do
Rio Grande do Norte

Bezerra CM, Barbosa MV, Alcoforado GHM, Medeiros WRDB,
Serafim ESS, Fernandes TAAM, Medeiros TMD
Universidade Federal do Rio Grande do Norte-RN, Brasil

Objetivo: Investigar a prevaléncia da talassemia alfa+ (delegao -
03.7) em pacientes da cidade de Mossor6/RN atendidos no Cen-
tro de Oncologia e Hematologia de Mossor6 e encaminhados ao
Laboratério de Hematologia da Universidade Federal do Rio Gran-
de do Norte para elucidagéo diagndstica de anemia e/ou micro-
citose. Método: No periodo de julho de 2008 a maio de 2009
foram analisadas 68 amostras de sangue de pacientes proveni-
entes da cidade de Mossoro, regiao oeste do estado do Rio Gran-
de do Norte com solicitacdo para diagnodstico de talassemia alfa.
As amostras de sangue periférico foram obtidas por pungéo ve-
nosa e distribuidas em tubos estéreis contendo EDTA. O hemograma
foi realizado no contador automatico de células Micros 60 (ABX
Diagnostics) e a analise do perfil de hemoglobina consistiu de
eletroforese de hemoglobina em pH alcalino, dosagem de Hb A2
seguida de eluicdo, dosagem de Hb Fetal por desnaturacgao alca-
lina e teste de solubilidade, quando necessario. O DNA foi extra-
ido utilizando-se o kit blood genomicPrep Mini Spin (GE
Healthcare, USA) e a investigagéo da talassemia alfa (delegéo -
03.7) foi realizada através de PCR segundo o protocolo de Dodé
etal., 1993. Resultados: Das 68 amostras analisadas, 13 (19,1%)
apresentaram a delec¢éo -0.3.7, sendo 11 heterozigotos (-0.3.7/owot)
e 02 homozigotos (-03.7/-0.3.7), tendo sido observado em todos
estes microcitose (VCM = 74,2 £ 6,1 fL) e hipocromia (HCM = 23,5
+ 2,6 pg). Conclusdo: Os resultados encontrados reforgcam a
importancia do diagnéstico molecular desta hemoglobinopatia em
nossa populagao, uma vez que a talassemia alfa e a deficiéncia
de ferro sdo importantes causas de microcitose e hipocromia.
Este diagnostico foi implantado ha dois anos e ainda permanece o
Unico no estado, tendo contribuido para a elucidagdo diagndstica
de pacientes ndo so6 da cidade do Natal, como também de outros
municipios do Rio Grande do Norte anteriormente tratados, na
maioria das vezes, como deficientes de ferro.

Suporte financeiro: CNPq (Processo n° 475855/2006-0).
Palavras-chave: Talassemia Alfa; Diagndstico Molecular.
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Parental awareness and cascade screening of
Thalassaemia major

Mahanama BS, Premawardhena AP, Nishad AAN, Sampath A
University of Kelaniya Sri Lanka

Introduction: A strategy to prevent new births with thalassaemia
major in countries where abortion is illegal is to screen the at risk

population for the carrier state and advocating "safe marriages".
One of the highest risk groups to have the thalassaemic gene
are the relatives of individuals with a child with thalassaemia
major. A "cascade screening" of such relatives is an effective
way to initiate and precede a much wider population screen. We
wanted to identify the level of awareness of disease transmission
and the extent to which cascade screening was already
happening in families with affected children with thalassaemia
major in Sri Lanka. Methods: A self administered questionnaire
was used on parents of children with transfusion dependent
thalassaemia attending the Thalassaemia Unit, Ragama to collect
information on their awareness and screening of the first degree
relatives. Results: A total of 101 parents were questioned.
60(59%) fathers and 92(91%) mothers knew their carrier state,
53(52.5%) fathers and 90(89.1%) mothers knew their carrier
state has caused the illness of the child; only 65(64.4%) parents
were using Long term contraception. Mothers had 370; fathers
had 298 siblings and those siblings had 707 and 596 children
respectively. Only 40 (10.8%) of maternal siblings and 12 (3.6%)
of their spouses had been screened. 15(5%) of the paternal
siblings and 15(5%) of their spouses had been screened for
thalassaemia. Only 40 (5.6%) of maternal side children and 18
(3%) of paternal side children has been screened. Conclusion:
Screening of relatives of patients with thalassaemia at present
seems to be very limited and wider awareness and a screening
programme targeting these high risk population must be launched
without delay.

Palavras-chave: Thalassaemia; Trait; Cascade Screening.
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Fatores hereditarios para anemias hemoliticas:
estudo de frequéncia em pacientes submetidos
a tratamento dialitico

Isaias L, Santos ALB, Ribeiro EL, Vieira SB
Universidade Federal Fluminense-UFF — Niter6i-RJ — Brasil

Introducgao: A insuficiéncia renal cronica (IRC) é o estado de
disfungéo renal persistente, geralmente decorrente de um pro-
cesso patoldgico lentamente progressivo que acomete 2 milhdes
de brasileiros. Entre os individuos com IRC submetidos a didlise,
28% nao possuem a causa da nefropatia diagnosticada, entre-
tanto é sabido que uma das causas classicas de IRC ¢ a
nefropatia falciforme, causada em presenca da hemoglobina S
(Hb S) que é um fator hereditario para anemias e pode levar a
frequentes crises hemoliticas. Os principais fatores hereditari-
os para as anemias hereditarias sdo hemoglobinopatias, defici-
éncias enzimaticas e talassemias. Portanto avaliar a presenca
de Hb S e de Hb H e realizar um teste qualitativo para deficiéncia
de G6PD, que sédo muito prevalentes em nossa populagdo, nos
pacientes em tratamento dialitico seria informativo sobre o pos-
sivel impacto que esses fatores podem ter sobre a fungéo renal.
Casuistica e Método: Foram selecionados 110 individuos sub-
metidos a tratamento dialitico no Hospital Universitario Antonio
Pedro (HUAP/UFF) e clinicas de doengas renais (CDR) da cida-
de de Niterdi, dos quais 12 sdo submetidos a dialise peritoneal e
98 a hemodialise. A abordagem acontecia no momento do trata-
mento, onde recebiam os esclarecimentos do estudo e assina-
vam termo de consentimento livre aprovados pelo comite de
ética da universidade. Coletamos 5 mL de sangue em tubo com
EDTA para posterior realizagédo dos exames de eletroforese de
hemoglobina, teste de solubilidade, teste de afoicamento, pes-
quisa de qualitativa de G6PD e de Hb H. Resultados: Encontra-
mos 4 individuos com Hb S e 1 com Hb C, ambos submetidos a
hemodidlise. Na pesquisa de Hb H observou-se 38 individuos
(38%) positivos, sendo 32 (84%) submetidos a hemodialise e 6
(16%) submetidos a didlise peritoneal. Na pesquisa de deficién-
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cia de G6PD encontramos 4 (4%) individuos positivos, ambos
submetidos a hemodidlise. Concluséao: As frequéncias da Hb S
e da deficiéncia de G6PD, apresentaram-se muito semelhantes
aos dados populacionais, enquanto na pesquisa da Hb H, obser-
vou-se uma frequéncia pouco maior. Ampliar o tamanho da amos-
tra pode auxiliar na compreenséo destes fatores.

Apoio: Proac/UFF.

Palavras-chave: Hemoglobinopatias; Hemodialise; Talassemia;
Hematologia.
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Acuracia do teste de Brewer na triagem de re-
cém-nascidos do Centro de Atencdo Integral a
Saude da Mulher - CAISM/Unicamp

Souza DS, Bezerra MAC, Albuquerque DM, Fachini FP, Pinto AC,
Machado APC, Cassone AL, Costa FF, Saad STO, Mezzacappa MA
Universidade Estadual de Campinas-Unicamp, Campinas-SP,
Brasil

A deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) é um
problema de saude publica que afeta aproximadamente 400 mi-
Ihdes de pessoas no mundo, € um defeito enzimatico das hema-
cias que pode causar episddios de hemdlise aguda ou anemia
hemolitica crénica ou ainda ser assintomatica. A enzima é
produzida por um gene que esta localizado no cromossomo X;
assim, as mulheres precisam ser homozigotas para apresenta-
rem sintomas clinicos; por outro lado, os homens, quando her-
dam um gene defeituoso (hemozigotos), apresentam manifesta-
¢Oes clinicas. O diagndstico pode ser realizado através da me-
dida da atividade da enzima. Testes de baixo custo, tais como o
teste de Brewer, podem ser utilizados como testes de triagem
desta deficiéncia, principalmente no monitoramento de recém-
nascidos que estdo sob o risco de desenvolver ictericia. Obje-
tivo: O objetivo deste trabalho foi verificar a acuracia do teste
da reducao da meta-hemoglobina na detecgéo da deficiéncia da
enzima em um grupo de recém-nascidos. Casuistica e Méto-
dos: Foram examinadas 697 criancas, onde foram coletados 5
ml de sangue do corddo umbilical, em tubos contendo EDTA e
mantidos a 4°C. O teste colorimétrico da redugcédo da meta-
hemoglobina, denominado teste de Brewer, foi realizado em até
8 horas apds a coleta do sangue. O DNA genémico foi extraido
do sangue restante pela técnica de fenol/cloroférmio, e a ampli-
ficagdo do gene da G6PD dos éxons 4 e 6 foi realizada pela
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) seguida de
RFLP, detectando assim as mutagdes Africana e Mediterranea,
utilizando as enzimas Nlalll e Mboll respectivamente. Resulta-
dos: Das 697 amostras analisadas, 8,61% (n=60) foram detec-
tadas como positivas pela técnica de Brewer. Todas as amos-
tras foram submetidas a técnica de PCR e RFLP, onde foram
detectados 6,45% (n=45) de casos positivos para a mutagéo
Africana (202) e nenhum caso para mutacdo Mediterranea. Por-
tanto, a acuréacia do teste da redugdo da meta-hemoglogina foi
de 97,56%, pois apresentou resultado falso-positivo em 26,67 %
(n=16) dos casos e apenas 0,16% (n=1) de resultado falso-
negativo. Conclusées: Com a observacado dos resultados ob-
tidos, concluimos que o teste da redugéo da meta-hemoglobina
(teste de Brewer) pode ser utilizado como um teste preditivo da
doenca de deficiéncia de glucose-6-fosfato desidrogenase,
apresentando um baixo custo e uma alta eficiéncia.

Apoio: Fapesp

Palavras-chave: G6PD Ictericia; Cromossomo X; Anemia Hemo-
litica.
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