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RESUMO 

Objetivos Identificar a-talassemia em indivíduos com hipocromia e microcitose a 

esclarecer. Material e métodos Amostras de sangue e o prontuário de 23 

indivíduos com microcitose e hipocromia, selecionados dentre 7200 pacientes de 

um hospital público da cidade de São Paulo foram investigados para a deleção -

a 3
·
7

. Estes indivíduos apresentaram níveis normais de hemoglobina e metabolismo 

do ferro e eletroforese de hemoglobina sem alterações. Foi efetuado pesquisa intra

eritrocitária de hemoglobina H através do método do "Azul de cresil brilhante 1 % • e 

análise do DNA pela técnica da PCR, com a utilização de primers para detecção da 

deleção -a3
•
7 nos genes que codificam a a-globina. Resultados Onze dos 23 

indivíduos estudados (47,83 %) apresentaram a-talassemia, sendo 90,91 % (10/11) 

heterozigotos e 9,09 % (1/11) homozigoto para a deleção -a3
•
7

. Entretanto, somente 

36,36 % (4/11) dos indivíduos apresentaram pesquisa intra-eritrocitária de HbH 

positiva. Doze indivíduos apresentaram genótipos normais para a deleção -a3
•
7

• 

Conclusão A técnica da PCR utilizada neste estudo é uma técnica simples, prática 

e de baixo custo, podendo ser facilmente implantada na rotina de um laboratório. 
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Oliveira, C.S. Detection of a-thalassemia in a selected population 
with microcytosis and hypochromia by polymerase chain reaction 
technique (PCR). São Paulo, 2000. 71 p. Dissertação (Mestrado) 
- Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São 
Paulo. 

SUMMARY 

Objective To identify a-thalassemia in individuais with microcytosis and 

hypochromia. Materiais and methods Blood samples and medical records of 23 

individuais with microcytosis and hypochromia selected from 7200 patients of a 

public hospital in São Paulo city were investigate for -a.3•
7 deletion. They have been 

presented normal leveis of hemoglobin, iron metabolism and hemoglobin 

electhrophoresis. Supravital staining with brilliant cresyl blue to detect the presence 

of hemoglobin H bodies and polymerase chain reaction (PCR) DNA analysis with 

primers to detect the -a.3·
7 deletions at the a-globin gene cluster has been 

performed. Results Eleven of 23 individuais studied (47,83 %) showed a

talassemi~. 10 (90,91 %) with heterozygous and 1 (9,09 %) with homozygous 
\ . 

genotypes fór\ -a.-3,7 deletion. However, only in 4 of these 11 (36,36 o/o) hemoglobin H 
•,. 

bodies were ~b~erved. Twelve individuais showed normal genotypes for -a.3•
7 

deletion. Conclusiôn The PCR technique used in this study is useful, practical and 

very economic to introduce in the rotine for clinicai laboratoy. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Estrutura e função da hemoglobina 

A hemoglobina foi descoberta no início na década de 1950. Ainda 

nesta década a sua conformação de a.-hélice foi descrita por Linus Pauling. 

Na década de 1960, foram descobertas as cadeias a. (alfa) e J3 (beta) das 

globinas, o controle genético independente destas cadeias e as cadeias das 

hemoglobinas fetal e A2. Relacionou-se também a estrutura tridimensional 

da hemoglobina com suas propriedades funcionais. Estes conhecimentos 

junto com as descobertas de hemoglobinas anormais levaram a um rápido 

progresso em direção ao entendimento do controle genético da hemoglobina 

humana (Lehninger, 1988; Murayama, 1979; Weatherall et ai., 1989). 

A hemoglobina, contida nos eritrócitos, tem a capacidade de se ligar, 

transportar e liberar moléculas de 0 2 e CO2 ou íons H• através do 

organismo. A dinâmica da reação da hemoglobina com o oxigênio, a torna 

específica para a sua função. A molécula da hemoglobina possui quatro 

cadeias polipeptídicas (duas a. - alfa e duas J3 - beta) e um grupo heme 

ligado a cada uma destas cadeias. A combinação do primeiro heme de uma 

molécula de hemoglobina com o oxigênio, aumenta a afinidade do segundo 

grupo heme e assim sucessivamente, até a quarta ligação (Lehninger, 1988; 

Weatherall et ai., 1989). 

A molécula da hemoglobina apresenta ligações entre as cadeias que 

promovem a sua forma globular, ficando elas ligadas em a.1 '32 e a.2'31 por 

pontes de hidrogênio e interações hidrofóbicas. A interação entre as cadeias 

ocorre com menos firmeza com uma das cadeias dissimilares do que com a 
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outra e o local desta ligação é chamado plano natural de clivagem, o qual 

tem importância na regulação da afinidade da hemoglobina pelo oxigênio. As 

cadeias a. são as a.-globinas, com 141 resíduos de aminoácidos e as cadeias 

J3 são as J3-globinas, com 146 resíduos de aminoácidos (Fig. 1, pág. 4). O 

seqüenciamento de aminoácidos da hemoglobina humana, elucidado por 

Braunitzer em 1960, tornou possível calcular o peso molecular das cadeias 

da hemoglobina, totalizando este 64.500 daltons (Lehninger, 1988; 

Murayama, 1979; Weatherall et ai. , 1989). 

Dois fatores regulam a afinidade da hemoglobina pelo 0 2, sendo eles, 

o efeito Bohr e o 2,3-DPG ( 2,3-difosfoglicerato). O 'efeito Bohr", está 

intimamente relacionado ao pH. Para valores baixos de pH, a afinidade da 

hemoglobina pelo 0 2 é menor (Babior e Stossel, 1994). O 2,3 DPG que 

existe em grandes quantidades nos eritrócitos é produto do ácido 1,3 

difosfoglicérico, um intermediário glicolítico que aparece durante a conversão 

da glicose em ácido lático. A pressão parcial de 0 2 nos pulmões é que 

regula a afinidade da hemoglobina pelo oxigênio feita pelo 2,3 DPG, que se 

liga a hemoglobina através do N-terminal das cadeias J3, localizadas na sua 

cavidade central (Rawn, 1989). 

1.2 Ontogenia das hemoglobinas 

As cadeias das globinas que compõem as hemoglobinas humanas em 

diferentes estágios do desenvolvimento são as cadeias a. (alfa}, J3 (beta), y ( 

gama), ô (delta), e (épsilon) e Ç (zeta). As hemoglobinas provém das famílias 

a. (cadeias a. e Ç}, codificada pelo cromossomo 16 e J3 (cadeias J3, y, ô e e), 

codificada pelo cromossomo 11 (Weatherall et ai., 1989). 
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Figura 1: Estrutura tetramérica da molécula da hemoglobina humana (VOET & VOET, 
Biochemistry, John Wiley & Sons, INC. 1995 2a. ed., p.225). 

As hemoglobinas de células embrionárias são as hemoglobinas Gower 

1, constituída de duas cadeias Ç e duas g ( Çi€2 ), Gower li , que apresenta 

cadeias a. e g ( a.2€2) e Portland, com cadeias Ç e y ( C;ty2 ), sendo esta última 

a maior hemoglobina embriônica do tipo a. (Fig. 2, pág. 5). Estas 

hemoglobinas aparecem no embrião a partir da terceira semana de gestação 

e permanecem até a décima semana quando desaparecem, com exceção 

da hemoglobina Portland, que pode ser detectada em mínimas quantidades ( 

apenas traços ) no feto e nunca mais retorna (Olivieri, 1997; WHO Working 

Group, 1982). 

BIBLIOTECA 
Faculdade do C1e11cias Farrr.acêuticaa 

Universidade do São Paulo 



6 semana 

de gestação 

Nascimento 

5 

Figura 2: As cadeias de globinas durante as fases embrionária, fetal e pós nascimento 
(a-talassemia INTERNET Sabbath - slide 8) 

A hemoglobina fetal (Hb F) é composta por duas cadeias a e duas y ( 

azy2 ). Permanece no indivíduo até aproximadamente seis meses de vida, 

sendo a responsável por liberar oxigênio para os tecidos. Passado este 

período a hemoglobina fetal dá lugar as hemoglobinas Hb A1 ( a2Jh ) e Hb A2 

(a2ô2) (Rapaport, 1990; Weatherall et ai., 1965). 

Após seis meses de vida, a Hb A1 constitui cerca de 95 % da 

hemoglobina encontrada nas células vermelhas e é a mais sensível ao efeito 

do 2,3 DPG. A Hb A2 começa a aparecer após o nascimento, continua 

aumentando até o primeiro ou segundo ano de vida e não ultrapassa mais 

do que 1 - 3,5 % nas células. Contudo, a Hb A2 fornece instrumento médico 

como ferramenta para diagnóstico usual na avaliação de pacientes com p

talassemias, pois encontra-se aumentada (Rapaport, 1990; Weatherall et ai. , 

1965; Weatherall et ai., 1989). 

1.3 Base molecular das a-globina 

Na síntese das a-globinas, são incluídas as globinas com cadeias tipo 

ç (zeta) e a (alfa). O agrupamento dos genes das a-globinas, localizados no 
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braço curto do cromossomo 16, na região 16p.13.3 (Breuning et ai., 1987; 

Buckle et ai., 1988), é composto pelos genes l:2, a2 e a1, três pseudogenes 

\lls1, \ll<X2, \ll<X1 (psi-zeta, psi-alfa e psi-alfa, respectivamente) e um gene com 

função não muito bem definida, o gene teta (01) localizado à 

aproximadamente 4 Kb da região 3' do gene a1, sendo representado por 5' -

~\IIÇ1-\j/<X2-\ll<X1-<X2-<X1-81-3' com aproximadamente 40Kb (Fig. 3) (Hardison et 

ai., 1986; Higgs et ai., 1998; Lauer et ai., 1980; Marks et ai., 1986; Nicholls et 

ai., 1987; Shaw et ai., 1987; Weatherall , 1997). Acredita-se que os 

pseudogenes são produtos do processo evolutivo, representando 

previamente genes funcionais, nos quais alterações nas seqüências de 

regiões codificadoras e regulatórias levaram à inativação destes genes 

(Nienhuis et ai., 1984). Cada gene possui 3 éxons (regiões codificadoras) e 2 

íntrons (regiões não codificadoras) (Proudfoot e Maniatis, 1980). 

-10 Kb ... O Kb 10 Kb 20Kb 30Kb 

1 1 1 1 1 

5' e, 3' 

Figura 3: Disposição dos genes da hemoglobina a., localizados no braço curto do 
cromossomo 16. Os retãngulos preenchidos representam os genes. Os retangulos sem 
preenchimento representam os pseudogenes. 

A transcrição das seqüências de bases nitrogenadas do DNA de cada 

gene da globina se realiza após separação da molécula de DNA e é 

executada pelo RNA heterogêneo ou transcrito primário, o qual contém 

éxons e íntrons. Este RNA começa a ter suas primeiras modificações nas 

extremidades 5' e 3', que conferem a manutenção da estabilidade durante o 

processo de síntese protéica, até chegar à forma de RNA mensageiro 
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funcional. Na extremidade 5' um ácido guanílico forma uma estrutura cônica, 

denominada capuz metilado (cap site). Na extremidade 3' ocorre a adição de 

uma série de ácidos adenílicos, chamados de "cauda poli-A", a qual pode ser 

importante para o transporte do RNA mensageiro (RNAm) do núcleo para o 

citoplasma, assim como para a sua estabilidade (Darnell, 1982; Naoum e 

Domingos, 1997; Proudfoot e Browlee, 1976a; Proudfoot e Brownlee, 

1976b). 

Para que o RNA transcrito primário se torne um RNAm funcional 

existem seqüências fundamentais, que delimitam as regiões éxons-íntrons, 

para a remoção dos íntrons e união dos éxons. As seqüências de íntrons 

são removidas e as seqüências de éxons são unidas (splicing) na ordem 

correta para formar um molde (template) para a produção das a.-globinas. 

Este processo ocorre no núcleo de uma célula vermelha precursora 

(reticulócitos). A seguir, estas moléculas processadas se movem para o 

citoplasma, onde atuam como um projeto (blueprint), através do qual, 

aminoácidos apropriados são colocados juntos para formar as cadeias 

definitivas das globinas. As talassemias resultam de mutações ou delações 

de genes envolvidos com um destes complexos passos (Nienhuis et ai., 

1984; Weatherall, 1997). 

As seqüências de bases nitrogenadas nos genes a2 e a1 apresentam 

grande homologia. Com exceção de duas regiões não homólogas, os dois 

genes estão embutidos em uma unidade de duplicação, cada uma ocupando 

aproximadamente 4 Kb do DNA cromossoma! (Hess et ai., 1983; Michelson 

e Orkin, 1983; Proudfoot e Maniatis, 1980). 

As proteínas codificadas por cada um destes loci são idênticas 

(Liebhaber et ai., 1981). A quantidade de RNA mensageiro (RNAm) para 

cada um dos genes a 2 e a 1 foi determinada em reticulócitos. Este 

experimento mostrou que o nível constante de RNAm a2 predomina sobre o 
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de RNAm a.1 numa proporção aproximada de 3: 1, provavelmente como 

resultado da diferença no nível de transcrição dos dois genes. Acredita-se 

que a diferença entre as quantidades de cada RNAm não reflita nos níveis 

das proteínas, pois a mensagem do gene a.1 é traduzida mais rapidamente. 

Portanto, a diferença de síntese entre estes dois genes não é significativa 

(Higgs et ai., 1998; Liebhaber e Kan, 1981; Naoum e Domingos, 1997; 

Smetanina et ai., 1996; Weatherall et ai., 1989). 

Cada gene alfa está localizado dentro de 2 regiões que apresentam 

grande homologia entre si, representadas pelas letras X, Y e Z, que são 

interrompidas por três regiões curtas e não-homólogas, sendo elas as 

regiões I, entre o pseudogene wa.1 e o gene a.2 e as regiões II e m entre os 

genes a.2 e a.1. No agrupamento dos genes alfa há duas regiões 

hipervariáveis (HVR), uma entre o gene S2 e o pseudogene wÇ1 e outra após 

o gene 01 (Fig. 4, pág. 9) (Hess, 1984; Naoum et al.1997; Proudfoot e 

Maniatis, 1980). O DNA entre os genes da globina incluem cópias de várias 

famílias de seqüências repetitivas (Fig. 4, pág. 9) (Nienhuis et ai., 1984). 

Apesar de as seqüências das porções 3' dos dois blocos X serem 

altamente homólogas, elas contém um número significativo de substituições 

de bases e pequenas delações ou inserções no DNA. A porcentagem de 

divergências nas regiões seqüenciadas é de aproximadamente 12,3 %. Os 

dois blocos X terminam com repetições da família A/u, que é a maior família 

de repetições intercaladas no DNA humano. Estas seqüências foram 

denominadas de Alu1 e Alu2. O final 3' da região não-homóloga I é ocupado 

por uma fusão de dois membros da família Alu, o Alu3, que ocorre em uma 

orientação invertida com relação as famílias A/u1 e Alu2 (Fig. 4, pág. 9) 

(Hess et ai., 1983). 
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5' inter -s HVR lj/0.1 A/u1 Alu3 a.2 Alt/2 a., e, 3'HVR 3' 

-+ ._ -+ 

• • X I y z X II YIII z 
• 4,2 Kb 

... • 3,7 Kb 
... 

Figura 4. Representação esquemática (modificada). Regiões X, Y e Z homólogas entre os 
espaços 'l'ª1 e cx.2 e entre os genes cx.2 e ex.,. Estas regiões homólogas têm diferentes 
tamanhos em número de bases nitrogenadas: 3,7 Kb e 4,2 Kb. Regiões I, II e m não
homólogas. Regiões hipervariáveis (HVR), representadas pelas linhas curvas. Setas 
superiores indicam as regiões que contém as famílias de repetições Alu. Linhas horizontais 
inferiores indicam a extensão das regiões delimitadas pelas setas. Os retângulos 
preenchidos indicam os genes cx.2, cx.1 e e, e o retângulo sem preenchimento o pseudogene 
\j/CX.1 (Naoum, 1997). 

1.4As a- talassemias 

1.4.1 Histórico 

A primeira suposição de talassemia ocorreu em 1925 quando Cooley 

e Lee relataram casos de esplenomegalia e alterações medulares em 

crianças. Em 1936 George H. Whipple e William L. Bradford publicaram uma 

avaliação dos achados patológicos destas doenças (ln: Weatherall , 1995). 

Em 1940 foram relatados vários casos de pacientes assintomáticos 

portadores de anemia, porém estes casos poderiam representar outras 

doenças que não talassemias (Chernoff, 1959). 

Simultaneamente aos estudos sobre a hemoglobina, também foram 

descritas na década de 1950 a anemia falciforme como sendo uma doença 

genética, a caracterização da sua patologia molecular e observações de 

varias partes do mundo, que levaram às noções de que a talassemia é uma 

desordem genética com muitas características em comum com 

hemoglobinas variantes (Weatherall et ai., 1989). 
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Na metade da década de 50, foi descoberta a hemoglobina H (Hb H), 

assim denominada por apresentar mobilidade eletroforética maior que a Hb 

A1 (Rigas et ai., 1955). No final desta década, foi estabelecida a estrutura da 

Hb H como sendo quatro cadeias J3 (J34), arranjadas na forma de um 

tetrâmero. Nesta época foram reconhecidas as maiores síndromes (Doença 

da Hb H e Hidropsia Fetal) resultantes das a. - talassemias, através da 

associação entre hemoglobinas anormais com anemia microcítica e 

hipocrômica sem a deficiência de ferro (Jones et ai., 1959). 

Em 1965, com a possibilidade de medir a proporção entre as sínteses 

das cadeias a. e J3 das globinas, foi observado uma diminuição progressiva 

na síntese da cadeia a. em portadores de a. - talassemias, Doença de Hb H e 

na Síndrome da Hidropsia fetal, respectivamente (Weatherall et ai., 1965; 

Weatherall et ai., 1989). 

Em 1969 foram relacionadas a Doença da Hb H com casamentos 

entre portadores de a. - talassemia 1 e a. - talassemia 2 e a Hidropsia fetal 

com casamentos entre portadores de a. - talassemia 1 (Higgs et ai., 1989). 

Detalhes sobre estes tipos de talassemias são encontrados no item 1.4.2 

Definição e classificação. No início de 1970 os pesquisadores estudavam 

sobre o controle genético da hemoglobina humana, as variantes estruturais, 

os defeitos biossintéticos e a heterogeneidade das a.-talassemias. Com 

todas estas informações e novas ferramentas da biologia celular e 

molecular, foi possível em menos de 1 O anos descrever muitas das 

patologias moleculares da hemoglobina. O campo estava pronto para as 

técnicas de DNA recombinante (Weatherall et ai., 1989). A explosão no 

entendimento sobre a organização e a estrutura dos genes marcou a 

caracterização de várias mutações específicas para a-talassemias com 

relação às seqüências de DNA (Nienhuis et ai., 1984). 

1.4.2 Definição e classificação 
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As a.-talassemias, um dos defeitos genéticos mais comuns distribuídos 

no mundo (Wilkie et ai., 1990), pertencem a um grupo heterogêneo de 

desordens da síntese da hemoglobina, caracterizadas pela produção 

ausente (a.0-talassemia) ou diminuída (a.+-talassemia ) das cadeias das a.

globinas (Ayala et ai., 1997; Embury et ai., 1980; Forget, 1979). Menos 

freqüentemente, as a.-talassemias resultam de pontos de mutações (então 

chamadas de a.-talassemias não-delecionais), envolvendo geralmente o 

gene a.2 (a.Ta.) e mais raramente o gene a.1 (a.a.T) (Hall et ai., 1993; Higgs et 

ai., 1989). Isto leva a um desequilíbrio na síntese destas cadeias, devido à 

uma disfunção em um ou mais genes dos quatro que aparecem no par de 

cromossomos 16 (Naoum et al.1997), que é a marca registrada das 

síndromes talassêmicas (Weatherall, 1989). 

As talassemias são doenças hereditárias autossômicas recessivas 

(George et ai., 1996). Assim, a maioria das formas de talassemias são 

herdadas de modo recessivo Mendeliano. Pais portadores que apresentam 

sintomas leves tem 25 % de chance de ter filhos severamente afetados 

(Weatherall, 1997). O indivíduo normal para a produção de a.-globinas tem 

seu genótipo representado por dois haplótipos a.a.. A espécie humana é 

diplóide e a representação para a presença normal dos genes alfa é a.ala.a. 

(Tab.1, pág. 12) (Naoum et al.1997). 

As síndromes talassêmicas são classificadas (Tab. 1, pág. 12) de 

acordo com o número de genes a. lesados. O grau da lesão pode ser 

variável, afetando o gene parcial ou totalmente. Esta classificação se divide 

em: a) portador silencioso, a.-talassemia mínima ou a.-talassemia-2 

heterozigota, que resulta da deleção de um dos quatro genes da a.-globina (

ala.a.); b) traço a.-talassêmico, a.-talassemia menor ou a.-talassemia-1, que 

resulta da delação de dois genes da a.-globina, normalmente no mesmo 

cromossomo ou a.-talassemia-2 homozigota, resultante da deleção de um 

gene de cada cromossomo (--/a.a. ou -ai-a., respectivamente); c) Doença de 
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HbH ou cx-talassemia intermediária, onde existe alguma síntese das cadeias 

da cx-globina, usualmente em níveis três vezes menores do que a 

quantidade da síntese da cadeia da '3-globina (-: -/-ex). Como resultado, 

excesso de '3-globinas se acumulam e formam tetràmeros que constituem a 

hemoglobina H e; d) Hidropsia Fetal (- -/- -), a qual resulta da completa 

ausência da função dos genes da cx-globina (exº) devido a homozigose para a 

cx-talassemia-1 (Bowie et ai. 1997; Forget, 1979; Naoum et al.1997; 

Steinberg et ai., 1986; Taylor et ai., 1974). 

Portador 3 - aian. 

- :..1aa 
-ai-a 
araiaa. ·· • 
--la-

- - lara 
aTaia.Ta. 

Hidropsla O · · • · a. la. · · · - -1- -
fetal ·• __ ,ara.r .·· · 

Legenda: Haplótipos: a. - representa gene com produção normal das cadeias da a.-globina; a.• -
representa gene com produção diminuída das cadeias da a.-globina; a0 

- representa gene com 
produção ausente das cadeias da a-globina. Genótipos: a.ai - normal; - ai - deteção de um gene a ; - -1 
- deteção dos dois genes a; arai - mutação não delecional no gene a.2 (normalmente as mutações 
acometem o gene a2). 
Nota: Tabela modificada (Lukens, 1993; Weatherall et ai., 1989). 

1.4.3 Base molecular da alfa talassemia 

Alterações nos genes cx2 e cx1 provocam a diminuição ou ausência da 

síntese das cadeias das cx-globinas, resultando no desequilíbrio entre as '3-

globinas, que continuam sendo produzidas normalmente, permanecendo 

assim em excesso. Tal desequilíbrio entre as cadeias caracteriza a base 

fisiopatológica das cx-talassemias. A grande maioria das mutações ocorrem 
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no gene da globina a2 (Chitayat et ai., 1997; Mach-Pascual et ai., 1996; 

Smetanina et ai., 1996). 

Como regra geral, as mutações que acometem os genes responsáveis 

pela produção das a-globinas e desencadeiam as talassemias são do tipo 

eis, as quais afetam somente o gene no qual ocorre a mutação, alterando 

diretamente sua estrutura, comprometendo sua função (Nienhuis et ai. , 

1984 ). Na maioria das vezes as a-talassem ias ocorrem por del~ções. Os 

genes a são aparentemente predispostos às deleções devido a presença de 

seqüências repetitivas duplicadas, que ocorrem neste agrupamento de 

genes (Lauer et ai. , 1980; Liebhaber et ai, 1981 ), acarretando à eventos de 

recombinação, que ocorrem particularmente por efeito de crossing-over 

desigual pelo desalinhamento entre as duas fitas de DNA de dois 

cromossomos separados durante o processo de meiose, promovendo a 

deleção de um ou dois genes da a-globina (Fig. 5) (Fichera et ai. , 1997; 

Naoum et al.,1997; Nienhuis et ai., 1984). 

<X.1 

3,7 

• \jl<X.1 <X.2 cx.2/<X.1 <X.1 

ex.ex.ex. anti 3, 7 

4,2 3,7 3,7 

ÊJ • -a.3.7 

4,2 

Figura 5: Crossing-over desigual entre dois cromossomos 16. Inserção de três genes altas 
(cx.2, cx.2'cx.1, cx.1), representada como cx.cx.cx.ª"1i3.7, num dos cromossomos. No outro, um gene 
híbrido (cx.2/cx.1), representado por -cx.3·7 (Naoum, Hemoglobinopatias e talassemias, Sarvier 
Editora de Livros Médicos, 1997, p.101 ). 
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Há uma deleção que envolve a região homóloga 3' do pseudogene 

\j/a.1 de um cromossomo e a região 3' do gene a.2 , levando a remoção de 4,2 

Kb do DNA (Embury et ai., 1979). Há outra deleção envolvendo os 

segmentos homólogos do tipo Z contidos nos genes a.2 e a.1, que leva a 

perda de 3, 7 Kb do DNA e deixa um simples gene a.2 ou a.1 ou um gene a. 

híbrido (a.2/a.1) em um dos cromossomo (Fig. 6, pág. 15), devido a dois tipos 

de crossíng over, respectivamente. Um que ocorre nos segmentos I e II e 

outro que ocorre no segmento m da região Z. Nos segmentos I e II o ponto 

de recombinação aparece nas regiões de completa homologia entre os 

genes a.1 e a.2 apresentando RNAm do tipo a.1. Aquele que aparece no 

segmento III apresenta RNAm do tipo a.2. Os indivíduos mais afetados 

parecem ser os homozigotos (-a.3·
7 

/ -a.3•
7

) ou os duplos heterozigotos (-a.3•
7 

/ 

- a.) (Higgs et ai., 1984; Williams et ai., 1996; Rees et ai., 1998). Estes dois 

defeitos genéticos são conhecidos como delação -a.4•
2 ou deleção para a 

esquerda (/eftward) e deleção -a.3·
7 ou deleção para a direita (rigthward) 

(Dozy et ai., 1979; Fichara et ai., 1997; Naoum et al.,1997). 

Mais de dez deleções que causam a.-talassemia 1 foram relatadas no 

mundo (Ko et ai., 1998). As extensões destas deleções foram definidas por 

mapeamento com endonucleases de restrição e podem compreender de 5,2 

a 62 Kb (Nienhuis et ai., 1984; Weatherall et ai., 1989). As mais comuns são 

as deleções - _MED, -a.20•5 e - _sEA, que perdem de 20 a 30 Kb de DNA no 

agrupamento de gene da a.-globina ( Chang et ai., 1991 ; Chan et ai., 1996; 

Ko et ai., 1998; Nicholls et ai., 1987; Schilirà et ai., 1997). Outras que se 

encaixam nesta categoria são as delações - _CAL (Fortina et ai., 1991; 

Villegas et ai., 1994); - _BRIT, - - THAI e - _FIL, nas quais estão removidos mais 

de 30 Kb do DNA (Higgs et ai., 1985; Higgs et ai., 1999; Ko e Li, 1999; Ko et 

ai.; 1998) (Fig. 6, pág. 15), dentre outras. 

Várias formas de a.-talassemias ocorrem devido a mutações não

delecionais, as quais compreendem um grupo de mutações distinto e 
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heterogêneo, que leva à ausência ou redução na expressão dos genes a., 

que estão estruturalmente intactos (Nienhuis et ai., 1984 ). Existe uma 

sobreposição entre hemoglobinas variantes e talassemias. Algumas 

hemoglobinas anormais são produzidas em proporções reduzidas e são 

associadas com fenótipos clínicos de talassemias. As lesões moleculares 

que sublinham as formas não-delecionais das a.-talassemias são 

relativamente incomuns e suas distribuições geográficas são limitadas 

(Weatherall et ai. , 1989). 

-10 Kb ... O Kb 10 Kb 20 Kb 30 Kb 

1 1 1 1 1 

5' C;z \j/Ç1 \j/ex2 \j/ex1 ex2 ex, e, 3' 

SEA 

MED - -
CAI. 

IIIUT - -
llW 

FILL 

-<120.5 

5" 

• • -<15.2 

• • - -GEO 

• • 3 .71 - a 

• • _ ª3.70 

• • _ a3.7m 

• • • .2 -a 

Figura 6: Representação esquemática (modificada) dos principais tipos de deleções no 
agrupamento dos genes ex, que causam a a.0-talassemia. As linhas pretas são as chamadas 
"grandes deleções" (large deletions) (Chen et ai., 1993; Fei et ai., 1992; Fischel-Ghodisian et 
ai. , 1988; Fortina et ai. , 1991 ; Ko e li, 1999; Naoum, 1997; Oron-Kami et ai. , 1998; Pressley 
et ai. , 1980a; Pressley et ai., 1980b; Vandenplas et ai., 1987; Weatherall et ai. , 1989) 



16 

Foram identificadas mutações no códon de terminação (UAA) do 

RNAm da a.-globina, que levam ao alongamento das cadeias a.. As 

hemoglobinas que daí resultam são estruturalmente diferentes somente no 

aminoácido do códon terminal. A primeira hemoglobina deste tipo a ser 

descoberta foi a hemoglobina Constant Spring (HbCS) (Sudeste da Ásia) 

(Clegg et ai.; 1971 ). Posteriormente foram descobertas as hemoglobinas 

lcária (a.1ca.) em povos do Mediterrâneo, Koya Dora (a.KDa.) em povos do 

Oriente e Seal Rock (a.5Ra.) em negros, que também são hemoglobinas que 

apresentam mutações no códon terminal (Bradley et ai., 1975; Clegg et ai., 

1974; DeJong et ai., 1975; Higgs e Weatherall, 1983; Liebhaber et ai., 1987; 

Merrit et ai., 1997; Nienhuis et ai., 1984; Waye et ai., 1994). 

Duas outras mutações não delecionais afetam o processamento do 

RNA transcrito primário. Uma delas é a deleção de um pentanucleotídeo 

incluindo a região 5' do sítio de união do intron 1 (onde deveria ocorrer a 

junção de dois éxons - splice junction) do gene a.2 da globina {a.Hpha.), 

abolindo a remoção normal do intron 1 durante o processo (Felber et ai., 

1982; Orkin et ai., 1981; Traeger-Synodinos et ai., 1993). Outra é a 

substituição de uma única base no sinal de poliadenilação (cauda poli-A), 

descoberta a partir de um gene da a.-globina clonado do DNA de um 

indivíduo com Doença da Hb H, no início da década de 80, que leva à uma 

redução quantitativa na produção do RNA mensageiro e consequentemente 

da a-globina neste indivíduo (Higgs et ai., 1983). 

Dentre as mutações não-delecionais foram identificadas ainda: - uma 

mutação no códon de iniciação do gene a.2 (a.Ncoa.}, que revela uma 

substituição de ATG para ACG e abole a função deste gene por alteração no 

processo de tradução do RNAm (Ayala et ai., 1996; Pirastu et ai., 1984; 

Traeger-Synodinos et ai., 1993); - uma mutação no códon de iniciação do 

gene a.1, que resulta na substituição de AUG para GUG, alterando o 

processo de tradução do RNAm deste gene (Moi et ai., 1987); - uma delação 
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de um dinucleotídeo no códon anterior ao códon de iniciação, que também 

altera o processo de tradução do RNAm (Marie et ai., 1985) e; - uma deleção 

de um dinucleotídeo na região 3' do exon 1 próximo da junção com o intron 

1, produzindo um erro na leitura dos códons, gerando um códon de 

terminação prematuro ( Safaya et ai., 1992). 

Outras mutações que causam cx.-talassemia também estão 

relacionadas com hemoglobinas instáveis, sendo elas Hb Quong Sze, Hb 

Suan Dok, Hb Petah Tikvah, Hb Evaston, Hb Wayne, dentre outras (Honig et 

ai., 1984; Honig et ai., 1981; liebhaber e Kan, 1983; Sanguansermsri et ai. , 

1979; Seid-Akhavan et ai., 1976). 

1.4.4 Fisiopatologia das a-talassemias 

As conseqüências fisiopatológicas das cx.-talassemias são 

proporcionais ao tamanho do desbalanceamento ocorrido (Naoum et ai., 

1997). A deficiência de um ou mais genes da cx.-globina leva a duas 

conseqüências imediatas: a diminuição da síntese da hemoglobina e o 

desequilíbrio entre a produção das cadeias ex. e J3. A diminuição da síntese 

da hemoglobina é o maior determinante de hipocromia e microcitose, mais 

não é clinicamente significativa em heterozigotos. O desequilíbrio entre a 

produção das cadeias ex. e J3 é um fator mais importante. Na diminuição ou 

ausência de uma das cadeias das globinas, as cadeias complementares que 

permanecem com a síntese normal aparecem em excesso e formam 

agregados entre si, que precipitam no citoplasma, danificam a membrana 

celular e promovem a destruição prematura das células (Lukens, 1993). 

Em indivíduos com cx.-talassemia, o defeito na síntese das cadeias tipo 

ex. resulta em um acúmulo de cadeias y no período fetal e neonatal e de 

cadeias J3 no período subseqüente. Tetrãmeros de cadeias y (Hb Bart's) e de 

cadeias J3 (Hb H) são instáveis e termolábeis (Scott et ai., 1970). As 



18 

hemoglobinas Bart's e H são solúveis e não precipitam em grau significativo 

na medula óssea. Por isto, as cx-talassemias não são caracterizadas por 

uma eritropoiese ineficiente (Weatherall et ai., 1989). A afinidade destas 

hemoglobinas com o oxigênio é dez vezes maior do que a afinidade da Hb 

A1 pelo oxigênio e isto as tornam incapazes de liberar o 0 2 para os tecidos 

em condições fisiológicas. Estas hemoglobinas não apresentam efeito Bohr 

e não existem evidências de que ocorra a interação heme-heme. A Hb H é 

facilmente oxidada e tende a precipitar em células mais velhas ( Benesch et 

ai., 1961; Gabuzda, 1966). Assim, a anemia da Doença da Hb H deve-se 

principalmente ao breve tempo de sobrevivência dos eritrócitos, como 

conseqüência da danificação destas células na microcirculação do baço 

devido a presença dos corpos de inclusão (Weatherall et ai., 1989). 

1.4.4.1 Características clínicas e laboratoriais 

Os estados heterozigotos para ex• -talassemia (-a/cxcx}, revelam 

mudanças hematológicas mínimas em adultos, com valores de hemoglobina 

total (Hb total}, hemoglobina corpuscular média (HCM) e volume corpuscular 

médio (VCM) tipicamente tendendo em direção a média normal inferior. O 

estado homozigoto para ex• -talassem ia (-ai-a.) e o estado heterozigoto para 

cxº-talassemia (--/cxcx) são caracterizados por uma leve anemia microcítica e 

hipocrômica (Williams et ai., 1996). Neste contexto, o indivíduo que 

apresenta deleção ou mutação em apenas um gene alfa (portador 

silencioso) é assintomático. Embora apresente VCM discretamente 

microcítico ( < 80 µ3}, a morfologia eritrocitária é geralmente normal com 

microcitose em algumas células. O portador de traço cx-talassêmico tem 

como sintomas fraqueza, cansaço, dores nas pernas e palidez. Apresenta 

microcitose com alterações da morfologia eritrocitária e discreto grau de 

anemia (Naoum et al.1997). 

A doença da Hb H, uma anemia hemolítica crônica, se expressa como 

uma forma moderadamente grave de talassemia, caracterizada por anemia 
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microcítica e hipocrômica, associada com o aparecimento de hemoglobina H 

no sangue periférico, Hb total entre 8 e 11 g/dl e aumento do baço e do 

fígado (Hall et ai., 1993; Naoum et al.1997). De modo geral, esta desordem 

genética resulta da interação entre talassemias a.0 (-) e a.• (-a.). Entretanto, 

esta condição pode ser produzida ou pela combinação de talassemias a.0 

com talassemias a.• não-de lecionais (a.Ta.) ou pelo estado homozigoto de 

defeitos não-delecionais (a.Ta.la.Ta.) (Fei et ai., 1992; Higgs et ai., 1991; 

Paglietti et ai., 1986), as quais tendem a serem as formas clinicamente mais 

severas da Doença da Hb H (Galanello et ai., 1983; George et ai., 1989; 

Higgs et ai., 1989). 

Quanto a Hidropsia fetal, esta é uma condição letal onde o feto morre 

no útero (23-24 semanas) causando aborto, ao nascer ou em poucos dias 

após o nascimento (Weatheral et ai., 1970). As crianças acometidas por esta 

talassemia apresentam anemia gravíssima com hemoglobina inferior a 7 

g/dl, eritroblastose fetal, edema e baço e fígado bastante aumentados 

(Naoum et al.1997). Entretanto, foram relatados casos de crianças com 

Hidropsia fetal, que sobreviveram com auxílio de transfusões intra-uterina e 

após o nascimento, durante anos (Abuelo et ai., 1997; Beaudry et ai., 1986; 

Bianchi et ai., 1986; Dame et ai., 1999; Lam et ai., 1992). 

1.4.5 Origem dos genes da a-talassemia 

1.4.5.1 Distribuição geográfica 

Entre as décadas de 1940 e 1950, foram observadas várias doenças 

que apresentavam características de talassemias. Os estudos da época 

indicavam uma incidência significativa destas doenças em povos do 

Mediterrâneo, principalmente Italianos, Gregos e Sul Asiáticos. Este tipo de 

doença parecia estar presente nos Estados Unidos em indivíduos 

estrangeiros, principalmente nos Chineses. Outros estudos relataram a 

incidência desta doença entre os Egípcios, Espanhóis, Portugueses e 
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Palestinos. Em adição a estas áreas, casos isolados de suposta talassemia 

envolviam pacientes Argentinos, Brasileiros, Mexicanos, Ingleses, Alemães, 

Franceses e Negros Americanos. Uma hipótese atrativa para explicar a 

distribuição da talassemia tão difundida é a migração em massa e o tipo de 

comércio da época, o que levou o defeito genético do Sul da China para as 

regiões do Mediterrâneo (Fig. 7) (Chernoff, 1959). 

DELETION 

gJ "' 0: -
Figura 7: Distribuição da a-talassemia (YVEATHERALL ET AL., The metabolic 

basis of inherited disease. N. York, MacGraw-Hill , 1989, 6a.ed., v. 2, p2327) 

A deleção -a.4•
2 é prevalente em indivíduos da raça Oriental (Lie-lnjo et 

ai, 1981) e a deleção -a.3•
7 apresenta distribuição entre vários grupos raciais, 

como em indivíduos de origem Mediterrânea, Negra e Oriental (Nienhuis et 

ai. , 1984). 

As deleções mais comuns encontradas nas regiões do Mediterrâneo 

são as deleções - _MED e -a.20
•
5 (Schilirõ et ai. , 1997) e na região do Oriente é 

a delação - _sEA (Chang et ai. , 1991 ; Chan et ai. , 1996). 
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Mais raramente, são encontradas as delações dos tipos, ~ 5•2, - _CAL na 

região do Mediterrâneo (Fortina et ai., 1991; Kattamis et ai., 1996; Villegas et 

ai., 1994); - _BRIT, em algumas regiões do Norte da Europa (Higgs et ai., 

1985) e - - THAI e - _FILL no Sudeste da Ásia (Higgs et ai., 1999). 

A Doença da Hb H é encontrada com maior freqüência em regiões 

tropicais e subtropicais, em populações do Mediterrâneo e do sul da Ásia, 

onde a a.-talassemia é comum, devido a interações entre vários alelos 

mutantes (Galanello et ai., 1983; Hall et ai., 1993). 

A a.0-talassemia homozigota, associada com Hidropsia fetal é um 

importante problema relacionado com a saúde no Sudeste da Ásia e no Sul 

da China, onde a a.-talassemia-1 apresenta uma freqüência de 3 % (Embury 

et ai., 1979; Winichagoon et ai., 1988). 

1.4.5.2 Hipótese da malária 

A a.-talassemia é a desordem genética mais comum, afetando mais 

que 80 % em algumas populações (Williams et ai., 1996a). J. B. S. Haldane, 

em 1949, foi o primeiro a propor o conceito da "hipótese da maláriaª. Para 

isto usou as seguintes palavras: 

Os corpúsculos de anêmicos heterozigotos são 

menores do que o nonnal e mais resistentes a soluções 

hipotônicas. É concebível que eles são também mais 

resistentes aos ataques pelos esporozoas que causam 

a malária. 

Desde então, a malária serve como modelo para o nosso 

entendimento da seleção natural nos homens. Acredita-se que a malária 

moldou o genoma humano durante o curso da história da humanidade mais 

do que qualquer outra doença, deixando rastros que ainda causam dúvidas 
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com relação a variedade de mecanismos de proteção envolvidos 

{Mockenhaupt et ai., 1999). A correlação geográfica entre talassem ias e 

malária, indicando proteção contra a infecção, é conhecida à algum tempo 

{Pasvol, 1996; Schrier, 1997). 

A a.-talassemia é encontrada nas regiões do mundo onde existe a 

malária, e pode, por conseguinte, ser levada em consideração conforme o 

modelo estabelecido para a '3-talassemia e anemia falciforme. Entretanto, 

existem poucas evidências de que a seleção natural devido a malária tenha 

sido responsável pela distribuição observada da a.-talassemia. A introdução 

de análises do DNA, tomou possível diagnosticar portadores para a maioria 

das a.-talassemias. Assim, estudos microepidemiológicos na Melanésia, 

implicaram fortemente a malária como agente seletivo responsável pela alta 

prevalência da a.-talassemia em regiões tropicais e subtropicais {Flint et ai., 

1966). 

Um estudo evidenciando a epidemiologia da malária em crianças, 

efetuado em Vanuatu {Ilha localizada no sudoeste do Oceano Pacífico -

Melanesia), reportou que a incidência da malária sem complicações clínicas 

e sem prevalência de esplenomegalia, que pode ser considerado um índice 

de infecção por malária, é significativamente mais alta em crianças com a.

talassemia do que em crianças normais. Além disto, este efeito é mais 

marcante em crianças mais jovens e com relação ao parasita não letal P. 

vivax. A a.-talassemia pode ter apresentado efeito benéfico por aumentar a 

suscetibilidade para o P. vivax, o qual age como uma vacina natural nesta 

comunidade, induzindo limitada proteção intra-espécies contra o P. 

falciparum, que é um agente mais severo para desenvolvimento da doença 

{Williams et ai., 1996a). 

Outra hipótese sugere que células a. e '3-talassêmicas parasitadas, de 

indivíduos que vivem em áreas endêmicas de malária, apresentam uma 
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quantidade maior de anticorpos do que as células dos indivíduos controle 

(Luzzi et ai, 1991 ). Esta observação fornece uma explicação plausível de 

proteção se a opsonização mediada por anticorpos e conseqüente remoção 

prematura de células infectadas for considerado um dos maiores 

mecanismos de proteção contra a malária (Pasvol, 1996). 

Alguns estudos mostram que a incidência de talassemia em regiões 

livre de malária é baixa quando comparada com regiões endêmicas para a 

malária (Siniscalco et ai., 1966). 

Mesmo existindo várias teorias para a "hipótese da malária", no fim do 

século 20 ainda não existem medidas fidedignas in vitro que esclareçam o 

mecanismo de proteção imunológica contra o malária com ralação a a

talassemia (Pasvol, 1996). 

1.4.6 Diagnóstico Laboratorial 

O diagnóstico laboratorial da a - talassemia é de grande importância 

para caracterizar uma anormalidade hematológica como discreta anemia 

microcítica ou microcitose, que são achados hematológicos comuns, 

usualmente relacionados com a deficiência de ferro ou 13-talassemia. 

Quando estas duas condições são excluídas, a a-talassemia deve ser 

considerada no diagnóstico diferencial (Mach-Pascual et ai., 1996). 

As a-talassemias clinicamente significativas, que resultam das 

deleções de três ou quatro genes, normalmente não apresentam 

dificuldades de serem diagnosticadas devido a sinais (clínicos e 

morfológicos dos eritrócitos) característicos. Entretanto, diagnósticos para 

doenças subclínicas causadas pela deleção de um ou dois genes não ocorre 

com a mesma facilidade e ainda hoje são diagnosticadas através de 

Southern Blot (Boriello et ai., 1994). 
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Os índices hematimétricos descritos no hemograma são de grande 

importância para esta triagem, suplementados pela determinação da 

concentração de Hb A2 com a finalidade de se excluir o traço J3 - talassêmico 

quando o HCM está significativamente reduzido ( < 25pg). Cabe salientar que 

a presença de traço J3 - talassêmico não exclui a possibilidade de existir a ex. -

talassemia (Sivera et ai., 1997, Bain et ai., 1998). Em adição ao hemograma, 

usa-se a contagem de reticulócitos e pesquisa de corpos de Hb H intra -

eritrocitária (Naoum e Domingos., 1998). 

Quando é detectado a presença da microcitose com ou sem hipocromia 

são efetuadas determinações de ferro sérico, da capacidade total de fixação 

do ferro no soro, da ferritina e saturação de ferro. Pode se fazer também a 

eletroforese de hemoglobina em acetato de celulose pH 8,6, onde a Hb H é 

diferenciada das hemoglobinas normais ( Hb A1, Hb A2 e Hb F) por 

apresentar mobilidade eletroforética maior do que as demais (Babior e 

Stossel, 1994). 

Muitas vezes os testes hematológicos e bioquímicos normalmente 

efetuados, disponíveis nos laboratórios de hematologia, não são capazes de 

diagnosticar com segurança o traço cx.-talassêmico em portadores que 

apresentam um ou dois genes inativos, mesmo que se obtenha resultados 

positivos de Hb H para pelo menos um dos testes e ainda não informam o 

tipo de ex. - talassemia (Sivera et ai. , 1997, Bain et ai., 1998). 

1.4.6.1 A técnica da PCR (Reação em cadeia da polimerase) 

Com o advento das técnicas de biologia molecular foi possível a 

caracterização e identificação do tipo de cx.-talassemia. Estes resultados são 

de extrema importância, uma vez que a complexidade da doença depende 

de quantos genes estão ausentes ou com a expressão diminuída. Além 

disto, as técnicas de biologia molecular fornecem subsídios para a detecção 

de portadores assintomáticos, podendo contribuir para a pesquisa, 
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aconselhamento genético e a escolha de uma terapêutica específica 

eficiente quando necessário. 

A técnica da PCR (polymerase chaín reactíon) permite amplificar seqüências 

selecionadas de DNA, com a utilização de primers consistindo de dois 

oligonucleotídeos (Reddy e Bowie, 1997). 

Sob condições ideais de força iônica e temperatura, dois primers 

complementares às fitas opostas do DNA molde são especificamente 

hibridizados ao DNA molde e utilizados para iniciar a síntese de DNA in vítro 

com o auxílio da DNA polimerase termoestável. As condições de anelamento 

e síntese da extensão do DNA são cuidadosamente controladas, limitando a 

síntese do DNA à seqüência localizada entre os dois primers. Após o 

anelamento os primers são polimerizados, gerando uma nova cópia da 

seqüência molde localizada entre estes dois oligonicleotídeos (Fig. 8, pág. 

26). Quando a extensão do prímer é completada, o DNA duplex é 

desnaturado pelo aquecimento da amostra por alguns segundos, 

regenerando aproximadamente duas vezes mais o número inicial de fitas 

simples utilizadas como molde para o anelamento do par de primer no 

próximo ciclo. Assim, uma série de ciclos é realizada, durante os quais o 

DNA molde é desnaturado, os primers especificamente anelados e extensos 

com o auxílio da DNA polimerase termoestável em cada ciclo (Davis et ai., 

1994). 
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Figura 8: Esquema da "Reação em cadeia da polimerase". Cada ciclo consiste de 
desnaturação da frta molde, anelamento dos primers em cada fita alvo complementar e 
síntese da seqüência entre os primers (Farah, DNA: Segredos e Mistérios, Sarvier Editora 
de Livros Médicos Ltda, 1997, p.123). 
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1.4.7 Mutação estudada 

Sabe-se da existência de centenas de mutações que acometem os 

genes responsáveis pela produção das cadeias das a.-globinas. Entretanto, 

a maioria destas mutações são específicas de certas populações e um tanto 

quanto raras. No presente trabalho, foi estudada a deleção -o.3•7 (Fig. 6, pág. 

15). 

A deleção -a.3•
7 foi escolhida por ser a forma mais comum encontrada 

nas a.• -talassemias e por ser observada em todas as partes do mundo. 

Optou-se por determinar o sítio que compreende a região 5' do gene 91 

como controle dos resultados obtidos. A população brasileira é composta 

praticamente da mistura de raças provenientes do continente Europeu. 

Dentre estas raças européias estão os povos italianos, portugueses e 

espanhóis, onde se encontram a deleção -a.3•
7 com freqüência (Foglietta et 

ai., 1996; Kattamis et ai. , 1996; Sonati et ai., 1992; Velati et ai., 1986; Zago 

et ai., 1983), cujo número de descendentes no Brasil é bastante significativo. 

Segundo a literatura, parte da população negra do Brasil é 

aparentemente diferente daquelas da América do Norte, Jamaica e África. 

Existe uma mistura maior com europeus, como indicado pela grande 

quantidade de pacientes classificados como mulatos. Mesmo em negros 

encontra-se a deleção -a.3•
7 (Sonati et ai., 1992; Zago et ai., 1985). 
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2. OBJETIVOS 

Os objetivos deste trabalho são: 

• Identificar a deleção -a.3·
7 no agrupamento de genes que codificam as cx.

globinas em indivíduos com microcitose e hipocromia não esclarecidas, 

utilizando a técnica da PCR (reação em cadeia da polimerase); 

• Avaliar esta técnica quanto ao auxílio diagnóstico do portador silencioso 

e do traço ex. - talassêmico. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Casuística 

Foram triadas pelo Ambulatório de Anemias do Serviço de 

Hematologia e Hemoterapia do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo dentre 7200 pacientes, que 

passaram pelo ambulatório no período de 1996 a 1998, 23 pacientes com 

idades entre 3 e 63 anos, apresentando microcitose e hipocromia sem 

deficiência de ferro. Foram obtidos os consentimentos livre e informado dos 

pacientes ou de seus representantes legais para a utilização de suas 

amostras no presente estudo. 

No prontuário de cada paciente foram coletados dados de análises 

laboratoriais tais como hemograma completo (Cell-Dyn® 3000 ABBOTT -

Unipath Corp., Mountain View, CA), contagem de reticulócitos (método de 

"Azul de cresil brilhante" 1 %), investigação intra-eritrocitária de hemoglobina 

H (método de "Azul de cresil brilhante" 1 %), eletroforese de hemoglobina 

em pH alcalino 8,6 e quantificação da Hb A2 (Dacie e Lewis, 1984), 

quantificação da Hb F [método de Betke modificado (Dacie e Lewis, 1984)), 

determinação de ferro sérico [método da batofenantrolina modificado 

(Maspes et ai., 1982)), capacidade total de fixação de ferro do soro (Maspes 

et ai., 1982), saturação da transferrina e ferritina (método imunoenzimático 

(ELISA) com a utilização de kit fabricado pela Dade / Baxter lnc., Miami, 

USA)) {Tab. 2, pág. 33). Estas análises foram efetuadas pelo Laboratório de 

Hematologia do Serviço de Hematologia e Hemoterapia do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo e da 

Fundação Pró-Sangue Hemocentro de São Paulo. As amostras de DNA 
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destes pacientes foram analisadas para a detecção da deleção -a.3·7 , que 

acomete o agrupamento de genes responsáveis pela produção das cadeias 

das a.-globinas. 

Tabela 2: Dados dos pacientes, eritrograma, percentual de hemoglobinas, pesquisa de Hb 
H e erfil do ferro. 
é' P. ' ... lda<lit:'" _S :.· :,, E .. 

anos .-: 
Hli .. Ht. 

1, ,: % 

1 2 
29 · M 4,87 

1 3 
11 F 3,75 

1 4 
3 F 4,30 

9,6 28,0 78,9 27,0 
11,7 35,8 83,0 27,0 

1 5 
31 F 5,38 12,7 41,0 76,3 23,6 

1 6 
30 M 6,22 13,9 46, 1 74,2 22,4 
11 M 6,58 13,2 42,4 64,5 20, 1 

1 7 
1 8 

24 M 5,53 
15 M 4 88 

12,4 38,5 69,6 22,4 
12 1 37 4 78 6 24 8 

9 45 F 552 136 41 5 751 246 328 
10 48 F 4 29 104 32. 1 74 7 241 323 
11 38 F 4 30 11 9 361 799 277 330 
12 42 F 5,48 13,7 4~1 76,8 25,0 32,5 
13 50 F 5,62 13,0 41,3 71,0 22,3 31,5 
14 63 M 5,96 14,2 45,5 76,2 23,8 31,3 
15 57 F 5,42 13,0 38,8 71,7 24,0 3315 
16 82 F 5 30 11 7 37 7 71 1 22 1 31 1 
17 25 F 4 72 11 7 368 780 248 318 
18 57 F 488 120 364 na 255 328 
19 14 M 508 131 38 7 782 258 339 
20 F 581 138 431 74 2 236 320 
21 16 F 3gg 101 390 n • 252 326 
22 15 F 499 12.0 373 74 7 240 321 
23 12 M 396 11 O 33.2 700 27.8 33.1 

'RCNF Ret""'HbA1. .. HbA2::·· Hb:F 
. .. 'Jl, .:c· .. ·,':c,,,:'14 ...... ,'Jl, ,.:c,. 'Jl, :c 

NO 0,1 >85 <5 < 1 
15,6 0,2 97, 1 0,5 
13,0 0,2 96,5 1,0 
14,5 NO 96,9 2,4 0,7 
15,0 NO 96,0 3,4 0,6 
39,0 NO > 95 <5 < 1 
13,9 0,1 95,7 3,2 1, 1 
138 12 964 3 0 06 
14 9 01 97 2 23 05 
163 06 979 20 0 1 
131 1 4 956 33 1 1 
16,4 0,2 95,9 2,9 1,2 
14,8 1,0 > 95 <5 <1 
15,8 0,3 96,2 3,2 0,6 
16,0 NO 96,5 2,6 0,11 
163 NO 965 30 05 
NO 02 967 29 04 
146 NO 859 27 1 4 
138 · 0 2 > 95 <5 < 1 
148 1 O 959 29 1 2 
148 1 5 116 5 30 05 
13 7 1 4 952 31 1 7 
130 NO >"" <~ < 1 

86 295 NO 
0,9" 74 29 27 

N 72 340 32 21 
98 321 209 30 

N 110 423 NO 
N 87 292 NO 30 
N 98 61 20 
N 96 301 NO 30 
N 87 384 19 23 
N 107 249 54 42 
N 39 308 32 13 
N 122 333 
N 94 206 224 41 
7 89 303 16 29 
N 72 291 20 25 
3 91 433 17 21 
N 94 384 176 24 
1 114 NO NO NO 
N 92 357 NO 28 
2 106 437 12 24 
N 95 243 NO 39 
N .,,.. 337 Nn 17 

,o -~-Legenda. P. Pacientes, S. Sexo, E. Entrócitos (10 /mm )Hb. hemoglobina, Ht hemotócnto, VCM. 
volume corpuscular médio, HCM: hemoglobina corpuscular média, CHCM: concentração da 
hemoglobina corpuscular média, RDW (Red Ce/1 Distribution Width): Amplitude da distribuição das 
hemácias (ADH), Ret. : reticulócitos, CTFF: capacidade total fixação do ferro. Ferrit. : ferritina, Sat.: 
Saturação do ferro./ F: sexo feminino, M: sexo masculino/ N = não foi encontrado Hb H em lâmina/ • 
fração H (eletroforese)/ ND: não determinado. Valores normais: Eritrócitos (106/mm3): F: 4,0-5.4, M: 
4,4 - 5,9/ Hb (g/dl): F: 12 - 16, M: 13 - 18/ Ht (%): F: 35 - 47, M: 40-52/ VCM (µ3): 80 - 100/ HCM 
(pg): 27 - 32/ CHCM (g/dl): 32 - 37/ Rr:J,N (%): 11,6 - 14,8/ Reticulócitos (%): 0,5 - 1,5/ Hb A1 (%): 
95,0 - 98,0/ Hb A2 (%): 2,0 - 3,5/ Hb F (%): < 3,0/ Hb H: nenhuma célula/ Ferro (µg/dl): 75 - 135/ 
CTFF (µg/dl): 250 - 350/ Ferritina (ng/ml): F: 6 - 186, M: 32 - 284/ Saturação(%): 20 - 30. 
Nota: Dados obtidos através da consultaaos prontuários dos pacientes. 
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3.2 Materiais 

3.2.1 Reagentes 

3.2.1.1 Extração do DNA genômico 

O cloreto de sódio, o cloreto de potássio, o etanol absoluto e o ácido 

clorídrico fumegante foram obtidos da MERCK, S.A. (lnd. Química, R. J., 

Brasil); o hidróxido de sódio foi obtido da CARQ (Cromato Produtos 

Químicos Ltda, SP, Brasil), o cloreto de magnésio foi obtido da SIGMA 

Chemical Co. (St. Louis, MO, Estados Unidos), o Tris (hidróximetil) 

aminometano ultrapuro e o EDTA foram obtidos da GIBCO BRL, Life 

technologies, lnc. ( Gaithersburg, MD, Estados Unidos), o dodecilsulfato de 

sódio foi obtido da SERVA Feinbiochemica, Heidelberg, (N. Y., Estados 

Unidos) e o Triton X-100 foi obtido da Rohm & Haas Co. (Estados Unidos). 

3.2.1.2 Reação em cadeia da polimerase 

Os iniciadores (primers) foram obtidos da GIBCO BRL, Life 

technologies, lnc. (Gaithersburg, MD, Estados Unidos), as soluções de 

dNTPs ultrapura (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) e o cloreto de magnésio 25 

mM foram obtidos da PHARMACIA Biotech, lnc. (Uppsala, Suécia); a Taq 

DNA polimerase 250 U e o tampão da reação 1 0x concentrado foram obtidos 

da BIOTOOLS UNISCIENCE do Brasil (SP, Brasil); a KlenTaq1 DNA 

polimerase 25 - 30 U/µI, com capacidade para amplificar fragmentos 

maiores que 1500 bp foi obtida da Ab Peptides, lnc. (St. Louis, MO, USA) e 

o DMSO foi obtido da SIGMA Chemical Co. (St. Louis, MO, Estados Unidos). 

3.2.1.3 Eletroforese e revelação 

A agarose ultrapura, o ácido bórico ultrapuro, o Tris-base ultrapuro, o 

EDTA ultrapuro e o marcador de tamanho molecular de 100 bp foram 



34 

obtidos da GIBCO BRL, Life technologies, lnc. (Gaithersburg, MD, Estados 

Unidos), o hidróxido de sódio foi obtido da CARO (Cromato Produtos 

Químicos Ltda, SP, Brasil), o brometo de etídeo e o marcador de tamanho 

molecular de 1 Kb foram obtidos da PHARMACIA Biotech, lnc. (Uppsala, 

Suécia), o azul de bromofenol foi obtido da BIO-RAD Laboratories, lnc. 

(Hércules, CA, Estados Unidos), o xilenocianol-FF da Fluka Chemie AG 

(Suíça) e o glicerol foram obtidos da MERCK, S.A. (lnd. Química, R. J., 

Brasil). 

3.2.2 Amostras biológicas 

As amostras de sangue dos pacientes foram colhidas através de 

punção venosa, através da utilização do sistema de coleta a vácuo 

(Vacuntainer BD, São Paulo, Brasil). Coletou-se aproximadamente 5 mi de 

sangue em tubos contendo EDTA como anticoagulante. A amostra foi 

utilizada inicialmente para a realização do hemograma, contagem de 

reticulócitos e eletroforese de hemoglobinas. Uma alíquota de 1 mi de 

sangue total foi retirada e acondicionada em tubos de microcentrífuga de 1,5 

mi para a extração do DNA. As amostras para as determinações séricas do 

ferro, ferritina e capacidade total de fixação de ferro do soro, foram coletadas 

em tubos sem anticoagulante. 

3.3 Métodos 

3.3.1 Determinação da deleção -a.3•
7 no agrupamento de genes da a.-globina. 

3.3.1.1 Extração do DNA genômico 

Utilizou-se aproximadamente 1 mi de sangue total acondicionado em 

tubo de microcentrífuga de 1,5 mi. Centrifugou-se a 5000 rpm por 5 minutos 

e em temperatura ambiente, em centrífuga tipo Eppendorf, modelo 5415C 

(Brinkmann lnstruments, lnc., Westburg, Alemanha). Removeu-se o 
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sobrenadante e acrescentou-se 0,9 mi de tampão TM1 (Tris-HCI 10mM pH 

7,6; KCI 10 mM; MgCl2 10 mM e EDTA 2 mM) contendo Triton X-100 a 2,75 

%. Homogeneizou-se por inversão várias vezes e centrifugou-se a 5000 rpm 

por 5 minutos, à temperatura ambiente, em centrífuga tipo Eppendorf. 

Desprezou-se o sobrenadante. Repetiu-se este procedimento por mais duas 

vezes com TM1. Este procedimento foi repetido quantas vezes foi 

necessário até que o sedimento se tomasse livre de pigmento 

hemoglobínico. Adicionou-se neste sedimento 0,2 mi de tampão TM2 [(Tris

HCI 10 mM pH 7,6; KCI 10 mM; MgCl210 mM, EDTA 2 mM, NaCI 0,4 mM e 

20 µI de dodecilsulfato de sódio a 1 O % (SOS)]. Agitou-se levemente com 

pipeta automática e incubou-se em banho de água a 56°C por 15 minutos. 

Em seguida, adicionou-se 60 µI de NaCI 5 M, agitou-se vigorosamente e 

centrifugou-se a 12000 rpm por 5 minutos, à temperatura ambiente, em 

centrífuga tipo Eppendorf. O sobrenadante foi transferido para um tubo de 

centrífuga de 1,5 mi e neste adicionou-se dois volumes de etanol absoluto 

gelado. Homogeneizou-se por inversão várias vezes para a precipitação do 

DNA (nesta solução o DNA pode ser guardada em geladeira por validade 

indeterminada). Centrifugou-se novamente a 12000 rpm por 5 minutos, à 

temperatura ambiente, em centrífuga tipo Eppendorf. Descartou-se o 

sobrenadante. Lavou-se o precipitado duas vezes com etanol 70 % gelado e 

repetiu-se mais uma vez a centrifugação a 12000 rpm por 5 minutos, à 

temperatura ambiente, em centrífuga tipo Eppendorf. Desprezou-se o 

sobrenadante e o DNA precipitado secou a temperatura ambiente até 

completa evaporação do etanol. Posteriormente, adicionou-se ao precipitado 

100 µI de tampão TE (Tris-HCI 10 mM pH 7,5 e EDTA 1 mM pH 8,0.). 

Homogeneizou-se levemente. Incubou-se em banho de água a 56. C por 15 

minutos antes de ser utilizado para a reação da PCR. 

3.3.1.2 Dosagem e confinnação da extração do DNA genõmico 

Para confirmação da extração do DNA genômico efetuou-se 

eletroforese em gel de agarose a 1 % com tampão TBE (Tris-HCI 0,45 mM, 
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ácido bórico 0,45 mM e EDTA 2,5 mM) contendo 0,5 µIde brometo de etídeo 

1 O mg/ml, em uma cuba eletroforética da GIBCO BRL, Life Technologies lnc. 

(Gaithersburg, MD, Estados Unidos). Adicionou-se na cuba tampão TBE 

para imersão do gel e aplicou-se 8 µI das amostras sendo, 5 µI de DNA 

dissolvido e 3 µIde tampão de aplicação Loading-buffer (azul de bromofenol 

0,25 %, xilenocianol-FF 0,25 % e glicerol 30 %). Simultaneamente aplicou-se 

um marcador de tamanho molecular de DNA de 1 Kb (PHARMACIA Biotech, 

lnc., Uppsala, Suécia). Efetuou-se a separação eletroforética a 100 volts. por 

30 minutos, utilizando fonte modelo EPS 200, Pharmacia LKB (Uppsala, 

Suécia). Visibilizou-se as bandas de DNA em transiluminador UV (Macrovue, 

Pharmacia LKB, Uppsala, Suécia). 

Determinou-se a concentração do DNA através de espectrofotometria 

em UV (Espectrofotômetro Beckman OU Modelo 640, Palo Alto, CA., USA). 

Diluiu-se 1 :50 a solução contendo DNA em tampão TE e efetuou-se a leitura 

em comprimento de onda a 260 e 280 nm. A concentração de DNA foi 

ajustada em aproximadamente 100 ng/µI para utilização em reação da PCR. 

3.3.1.3 Amplificação in vitro do DNA pela técnica da PCR 

3.3.1.3.1 Otimização da amplificação de fragmentos do DNA para detecção da deleção 
-«3,7 

Para pesquisar a deleção -a.3•
7 foram utilizados os seguintes primers 

obtidos da GIBCO-BRL, Life technologies, lnc. ( Gaithersburg, MD, Estados 

Unidos): 

• P1 - 5' - CCC TCC CCC TCg CCA AgT CCA CCC C - 3', 

• P2 - 5' - ggg Agg CCC ATC ggg Cag gAg gAA C - 3' e 

• P3 - 5' - ggg ggg Agg CCC Aag ggg CAA gAA - 3'. 
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O produto da amplificação gênica tanto para a deleção -o.3·7 como 

para o gene a2 normal é de 1,76 Kb (Tab. 4). O primer comum P1 sense 

posiciona-se na região promotora +5671 - +5695 do gene a2. O primer 

antísense P2, que caracteriza o gene a2 normal localiza-se na posição 

+7431 - +7409, na região 3' UTR do gene a2 e o prímer anfísense P3, que 

caracteriza a deleção -a.
3

•
7 está localizado na posição +11254 - +11231 , na 

região 3' UTR do gene a1 (Fig. 9). Assim, a amplificação dos primers P1 e 

P2 mostra que o gene a2 está normal e a amplificação dos primers P1 e P3 

mostra que existe a deleção. (Smetanina e Huisman, 1996). 

[:] 
~ 

[:] 
-10 Kb ... O Kb 10 Kb 20 Kb 30 Kb 

1 1 1 1 :L. 1 

5' Çi 1j1Ç1 "'ª2 "'ª , 91 3' 

-
Figura 9: Diagrama da deleção -a · e localização dos primers utilizados. Os genes 
funcionais estão representados por retângulos preenchidos de azul. O retângulo vennelho 
indica a extensão da deleção. As localizações dos primers estão indicadas por linhas 
verticais e suas direções por setas. O par de primers P1/P2 amplifica o segmento nonnal. O 
par de primers P1/P3 amplifica o segmento que identifica a deleção -a 3.7_ 

Foram testadas as concentrações de 1,5 a 3,0 mM de cloreto de 

magnésio, para a amplificação dos fragmentos contidos no agrupamento dos 

genes que codificam as a-globina utilizando-se os primers P1/P2 e P1/P3. 

Foi avaliada a necessidade da adição de um desnaturante, o DMSO, nas 

concentrações de 7,0 e 10,0%. Os testes foram avaliados nas temperaturas 

de hibridação de 58 ºC a 68 ºC. 
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Para demonstrar a presença do genótipo -a.3•
7

, duas reações 

separadas correram simultaneamente para cada amostra de DNA. Uma 

reação continha o par de primer que amplifica um segmento do cromossomo 

com a delação (P1/P3), consistindo das seqüências 5' e 3' desta delação 

(Fig. 9, pág.37), enquanto o outro par de primer (P1/P2) amplifica o 

fragmento que caracteriza o gene a2 normal. O desenho de cada primer 

reverso é baseado nas divergências das seqüências entre os genes a 2 e a 1. 

Assim sendo, o DNA genômico (~ 100 ng / µI), foi submetido a 

amplificação pela técnica da PCR onde foi utilizado 1,5 U de KlenTaq1 DNA 

polimerase 25 - 30 U/µI, com capacidade para amplificar fragmentos 

maiores que 1500 bp (Ab Peptides, lnc, St. Louis, MO, USA). A mistura da 

reação (50 µI) continha 20 pM dos primers que flanqueavam as regiões de 

interesse (P1/P2, P1/P3), 5 µI do tampão da reação 10x concentrado (Ab 

Peptides, lnc, St. Louis, MO, USA) e 200 mM de cada dNTP (dATP, dCTP, 

dGTP e dTTP (PHARMACIA Biotech, lnc., Uppsala, Suécia). Foi 

padronizado a utilização de 3,5 µI de DMSO (SIGMA Chemical Co., St. 

Louis, MO, Estados Unidos). O procedimento para amplificação foi efetuado 

em termociclador de DNA (Progene, Unicience, SP, Brasil). Um total de 30 

ciclos de amplificação foram efetuados sob as condição descritas nas 

tabelas 3. 

Tabela 3: Primers 1, 2 e 3. Programa para amplificação dos 
locais que flanqueiam as regiões 5' e 3' dos genes cx2 e ex,, 
respectivamente (P1 e P2) e do local que flanqueia a região 
5' e 3' do ene ex P1 e P3 . 

:· ·:::·::::::::-:-: 
:.::::;::::-:.:::::: :-:-: :·: :: :: ::: .. ·:: · · : .. : ··_ , '. .. . : : 

; AMF>LIFICAÇÃC> {j ÊMPERAl"URA (oC) (ÍEMPO (min) •· 

.. · Desnaturação . . 5 .. 
· ·:·,, . ... ,e::... Inicial · i 

Desnaturação 95 

Anelamento 1 

Extensão 2 

. . Extensão final 72 . . .. ,: . 10 

~lBLJOTE:CA 
r:.1cufdade de Ciências Farmacêuticas 

Universlcl2do da São Paulo 
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3.3.1 .3.2 Otimização da amplificação do fragmento do DNA que flanqueia a região 5• 

do gene 01 

Os primers utilizados para a detecção do fragmento que flanqueia a 

região 5' do gene 01 foram sintetizados pela GIBCO-BRL, Life technologies, 

lnc. ( Gaithersburg, MD, Estados Unidos), sendo eles: 

• P5 - 5' - TAC AgC AgA gTg AgT gCT gCA T - 3' e 

• P6 - 5' - ggA gAA gTA ggT CTT CgT ggC - 3'. 

O produto da amplificação gênica para este fragmento é de 1 000bp 

( Bowden et a 1. , 1992; Bowie et ai. , 1994). 

-10Kb ... OKb 10 Kb 20 Kb 30 Kb 

1 1 1 1 1 

5' 3' 

Figura 10: Diagrama ilustrando os locais que flanqueiam a região 5' do gene 01 e a 
localização dos primers utilizados. Os retângulos preenchidos em azul representam os 
genes funcionais. Os retângulos sem preenchimento representam os pseudogenes. A 
localização dos primers estão indicadas por linhas verticais e suas direções por setas. 

Foram testadas as concentrações de 1,5 a 3,0 mM de cloreto de 

magnésio, para a amplificação do fragmento contido no agrupamento dos 

genes que codificam as a.-globina utilizando-se os primers P5/P6. Foi 

avaliada também a necessidade da adição de um desnaturante, o DMSO, 
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nas concentrações de 7,0 e 10,0%. Os testes foram avaliados em três 

temperaturas de hibridação, sendo elas 55, 56 e 57 ºC. 

O DNA genômico (~ 100 ng / µI), foi submetido a amplificação pela 

técnica da PCR utilizando-se 2,5 U de Taq DNA polimerase 250 U 

(BIOTOOLS, UNISCIENCE do Brasil, SP, Brasil). A mistura da reação (50 µI) 

continha 20 pM dos primers que flanqueavam as regiões de interesse 

(P5/P6), 5 µI do tampão da reação 10x concentrado (BIOTOOLS, 

UNISCIENCE do Brasil, SP, Brasil) e 200 mM de cada dNTP (dATP, dCTP, 

dGTP e dTTP (PHARMACIA Biotech, lnc., Uppsala, Suécia). Padronizou-se 

a utilização de 2,6 µIde cloreto de magnésio 25 mM (PHARMACIA Biotech, 

lnc., Uppsala, Suécia) e 3,5 µIde DMSO (SIGMA Chemical Co., St. Louis, 

MO, Estados Unidos). O procedimento para amplificação foi efetuado em 

termociclador de DNA (Progene, Unicience, SP, Brasil). Um total de 30 ciclos 

de amplificação foram efetuados sob as condição descritas nas tabelas 4. 

:=: ='.::= :::·: :: :•.: ~)r==?=::·:::: : ::.:=::: -... 

. . ... . Anelamento 

Extensão 

·•·• Extensão final 

3.3.1 .4 Análise dos produtos amplificados 

Os produtos da PCR obtidos através da amplificação foram submetidos 

a eletroforese em gel de agarose a 1 % em tampão TBE (Tris-HCI 0,45 mM, 

ácido bórico 0,45 mM e EDTA 2,5 mM) contendo 0,5 µI de brometo de 

etídeo, em uma cuba eletroforética da GIBCO BRL, Life Technologies lnc. 
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(Gaithersburg, MO, Estados Unidos}. Aplicou-se 12 µI das amostras, sendo 

1 O µI do produto da PCR adicionado de 2 µI de tampão de aplicação 

(Loading-buffer), composto por azul de bromofenol 0,25 %, xilenocianol-FF 

0,25 % e glicerol 30 %. Simultaneamente aplicou-se um marcador de 

tamanho molecular de ONA de 1 Kb para os pares de primers P1 /P2 e P2/P3 

(PHARMACIA Biotech, lnc., Uppsala, Suécia} e 100 bp para o par de primer 

PS/PS (GIBCO BRL, Life Technologies lnc., Gaithersburg, MO, Estados 

Unidos}. Efetuou-se a separação eletroforética a 100 volts por 35 minutos, 

utilizando fonte Pharmacia LKB, modelo EPS 200 (Uppsala, Suécia}. Os 

fragmentos de ONA (Tab. 5) foram visibilizados em transiluminador UV 

(Macrovue, Pharmacia LKB, Uppsala, Suécia}. 

Tabela 5: Fragmentos dos produtos de amplificação pela PCR em 
pares de bases, utilizando-se primers que flanqueiam a região de 
interesse. 

::•::;;.::::::_::.:.: 

·{•,:• • .• ,•, .• :=···-.-- •. ·.· -.·.-. __ : 

· P1 e P2 \'· Gene a, normal . 1760 bp 

P2e P3 Dele o -a.
3

•
7 1760 bp 

. . -.: 

PS e P6} . . Região 5' do ,.·., ..•. 1000 bp . 
enee 
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Resultados 
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4. RESULTADOS 

4.1 Otimização da PCR. 

4.1.1 Avaliação da concentração de cloreto de magnésio, temperatura de 

hibridação e adição de desnaturante químico. 

Para os primers P1/P2 e P1/P3, os quais avaliam a deleção a.
3

•7, 

verificou-se que a concentração do cloreto de magnésio ideal foi a de1 ,5 mM 

(Fig. 11, pág. 44), mas apenas com adição de 7,0% de DMSO, na 

temperatura de hibridação de 68ºC. A concentração de cloreto de magnésio 

de 3,0 mM foi inadequada apresentando bandas inespecíficas (resultados 

não mostrados). As temperaturas de hibridação testadas de 58 a 67ºC, não 

apresentaram amplificação do fragmento de interesse. 

Quando se observou a presença do fragmento de 1760 pb para os 

primers P1 e P2 pode-se determinar o gene a.2 normal. A ausência deste 

fragmento para estes primers determina que o gene a.2 está comprometido. 

Os primers P1 e P3 também fornecem fragmentos de 1760 pb, onde a 

amplificação deste fragmento representa a deleção (Fig. 11, pág. 44). 

Mesmo com a concentração de cloreto de magnésio de 1,5 mM, com 

a adição de 7,0 % de DMSO e tºC de hibridização de 68°C, só houve a 

amplificação do fragmento desejado com a utilização da Taq DNA 

polimerase com capacidade para amplificar fragmentos maiores que 1500 

bp. 

As amostras 2, 5, 21 e 12 foram previamente testadas por Southern 

blot (resultados não mostrados) (Lauer et ai., 1980). Os genótipos 
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determinados pela técnica da PCR estão de acordo com os genótipos 

obtidos através do Southem blot. 

1 2 3 4 5 

Figura 11: Gel de agarose 1 %. A linha 1 é o marcador de 1 Kb. As linhas 2 e 4 
representam os primers P1 e P2. A presença do fragmentos na linha 4 mostra o gene a.2 

normal. As linhas 3 e 5 referem-se ao produto da PCR obtido com os primers P1 e P3. A 
presença do fragmentos demonstra a deleção a.3•

7
• 

Os resultados da avaliação da concentração de cloreto de magnésio 

mostrou melhor amplificação em 3,0 mM. (Fig. 12, pág. 45) com os primers 

P5/P6, utilizados para confirmação da deleção -a.3•
7

. No entanto, essa 

amplificação foi possível apenas com adição de 7,0% de DMSO e 

temperatura de hibridação de 57°C, onde os resultados foram reprodutíveis. 

Utilizando as mesmas concentrações de cloreto de magnésio nas 

temperaturas de hibridação de 55 e 56°C, não houve amplificação do 

fragmento desejado. Para as amostras submetidas a mistura que continha 

os primers PS e P6, foi possível vizibilizar a banda esperada de 1000 pb 

(Fig. 12, pág. 45), o que a presença da região 5' do gene 01 . 
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234 5 67 8 

Figura 12: Gel de agarose 1 %. A linha 1 é o marcador de 100 pb. As linhas de 2 a 8 
representam os primers P5 e P6. A presença dos fragmentos mostra que o indivíduo possui 
a região 5' do gene e,. 

4.2 Análises das amostras dos indivíduos com microcitose e 

hipocromia não esclarecidas 

A tabela 6 na página seguinte mostra os resultados do estudo para 

detecção da deleção -a3
·
7 nos 23 indivíduos com microcitose e hipocromia a 

esclarecer. Verificou-se a existência da deleção -a.3·
7 em 47,83 % (11/23) 

dos casos, sendo 90,91 % (10/11) heterozigotos e 9,09 % (1/11) 

homozigoto. Apresentaram resultados normais para a deleção -a3
•
7

, 52,17 % 

(12/23) . 

Os indivíduos identificados como 8, 12, 14 e 22 que apresentaram 

resultados negativos para a pesquisa de hemoglobina H, confirmaram a 

presença da deleção -a3
•
7 de forma heterozigota, pela técnica da PCR ( 

Tab.6) . 

Os indivíduos identificados como 1, 3, 5, 17, 19 e 21 que 

apresentaram resultados positivos para a pesquisa de hemoglobina H, 
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confirmaram a presença de a.-talassemia apresentando a deleção -a3•7 de 

forma heterozigota. 

O indivíduo identificado como 15 apresentou resultado positivo para a 

pesquisa de hemoglobina H e a presença da deleção -a3
•
7 de forma 

homozigota. 

Tabela 6: Genóti os dos indivíduos estudados 
Paciente~,< P1IP2 P1/P3 : :. f.>5/P6 , :•(;enótipc>,:: Hb H •. 

cél. . · 

+ + 20 
2 + + N 
3 + + -a. · la.a. . . •• · 0,9* . · 
4 + + a.a.la.a. N 
5 + + 1 

+ + N 
. N 

N 
.N: 
N 

N 
> + .. ·· N 

+ N 
· ··.+ ..• 7 .• 

+ a.a.la.a. N 
. + .· -a. . la.a. 3 

+ a.a.la.a, N 
+ •: -a. · la.a. · .. •. .. 1 

20 + + a.a.la.a. N 

22 + + + -a. · la.a. N 

Legenda: Primers: P1/P2 gene a.2 normal; P1/P3 deleção -a.3.
7

; 

P5/P6 região 5' do gene 81/ "+": ocorreu amplificação dos 
fragmentos/·-·: não ocorreu amplificação dos fragmentos/ N: 
não foi encontrado Hb H em lâmina/• fração H (eletroforese). 
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Discussão 
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5. Discussão 

A cx.-talassemia é um defeito hereditário onde a síntese das cadeias 

das cx.-globinas está diminuída ou ausente. Tem sido observado que a 

entidade clinicamente reconhecida como talassemia tem origem em uma 

série de alterações moleculares (Steinberg e Adans Ili, 1982). Esta é uma 

das desordens genéticas de maior prevalência na população humana. Sua 

distribuição geográfica é altamente variável e em populações com alta 

incidência de malária a cx.-talassemia pode atingir em torno de 80% da 

população (Villegas et ai., 1998). 

Indivíduos normais apresentam quatro genes ex., dois em cada 

cromossomo (ex.ala.ex.). Os homozigotos para cx.•-talassemia (- al - ex.) e 

heterozigotos para cx.0-talassemia (- -/ex.ex.) apresentam um quadro clínico 

moderado com uma leve anemia microcítica. Os indivíduos heterozigotos 

para ex.+ -talassem ia (- ala.ex.) geralmente apresentam mudanças 

hematológicas insignificantes, com valores de hemoglobina, volume 

corpuscular médio e hemoglobina corpuscular média tendendo ao limite 

inferior dos valores de referência (Villegas et ai., 1998). 

As formas suaves de cx.-talassemias (portador assintomático ou traço 

cx.-talassêmico) por alterações envolvendo um ou dois dos quatro genes 

funcionais, apresentam pequenas influências nas características fenotípicas 

dos eritrócitos. Uma vez que tais alterações não trazem conseqüências 

clínicas que se manifestem de modo a prejudicar o indivíduo, não é dada 

importância para estas características fenotípicas e para um diagnóstico 

adequado. Assim, o indivíduo permanece sem conhecer sua condição de 

portador. 
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Sem dúvida o diagnóstico das a-talassemias pelas técnicas 

convencionais em um portador assintomático ou num indivíduo que 

apresenta o traço a-talassêmico é bastante difícil, devido aos parâmetros 

hematológicos tais como hemoglobina, volume corpuscular médio e 

hemoglobina corpuscular média apresentarem características muito 

próximas as da normalidade. Quando estes dados são sugestivos para a

talassemia, são efetuadas as análises quantitativas das Hb A1, Hb A2 e Hb F 

e as determinações bioquímicas relacionadas com o metabolismo do ferro. 

Se os resultados destas análises se apresentarem dentro dos valores de 

referências, outros tipos de triagem como pesquisa intra-eritrocitária de Hb H 

e/ou a eletroforese de hemoglobina para determinação da fração de Hb H 

são utilizados. Nem sempre é possível visualizar a Hb H intra-eritrocitária, 

mesmo que esta hemoglobina tenha sido detectada através da eletroforese 

e vice-versa. Entretanto o aparecimento da Hb H por qualquer um destes 

testes é indicativo de a-talassemia cabendo o diagnóstico definitivo ao 

médico. (Naoum e Domingos, 1998). 

A caracterização de defeitos moleculares das formas delecionais das 

a-talassemias foi durante muito tempo realizado através da análise do DNA 

genômico com enzimas de restrição seguida das técnicas de Southern blot 

e hibridização com sondas marcadas com substâncias radioativas. O 

advento da técnica da PCR (reação em cadeia da polimerase) marcou uma 

evolução no diagnóstico laboratorial através da biologia molecular e 

simplificou a detecção das a-talassemias mais comuns. Quando comparada 

com a técnica da análise do DNA genômico com enzimas de restrição, a 

técnica da PCR é simples, confiável, rápida e de baixo custo (Kattamis et ai., 

1996), podendo assim ser facilmente implantada na rotina de um laboratório. 

A amplificação de alelos mutantes ou normais através de primers que 

flanqueiam a região de interesse tem sido aplicada tanto para a detecção 

das formas delecionais quanto para a detecção das formas não-delecionais 
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das a.-talassemias (Baysal e Huisman, 1994; Chang et ai., 1993; Dodé et 

ai., 1992; Galanello et ai., 1998; Makonkawkeyoon et ai., 1993). Para a 

detecção das formas delecionais, os primers que representam as 

seqüências que flanqueiam as duas extremidades da região deletada são 

utilizados para amplificar seletivamente os locais adjacentes aos pontos de 

quebra da deleção. A amplificação desta região no DNA que não apresenta 

a deleção, usualmente não ocorre com a utilização das enzimas T aq 

polimerase de uso costumeiro em laboratórios, uma vez que os dois primers 

estão separados por uma distância muito grande. No DNA que apresenta a 

delação, esta distância é menor, ocorrendo assim a amplificação do 

fragmento esperado. Um segundo par de primers, que amplifica uma região 

contida no fragmento delatado é utilizado. Neste caso, somente o alelo 

normal é amplificado. Assim, é distinguido o heterozigoto do homozigoto 

(Kattamis et ai., 1996). 

Para a detecção da deleção -a.3•
7 foi utilizada a estratégia descrita por 

Kattamis et ai. com sucesso. Para os primers utilizados houve a necessidade 

de alguns ajustes com relação a concentração de cloreto de magnésio e ao 

desnaturante químico (DMSO), que não foram as mesmas utilizadas por 

Smetanina e Huisman, 1996. A enzima Taq DNA polimerase utilizada para a 

amplificação dos fragmentos de 1760 pb, que caracterizam o gene a.2 normal 

e a deleção -a.3·
7

, foi uma enzima com capacidade para amplificar fragmento 

maiores que 1500 pb, sem a qual não houve amplificação alguma. Quatro 

amostras previamente analisadas pela técnica de Southem blot (resultados 

não mostrados) foram utilizadas como controle da otimização do protocolo 

efetuado neste trabalho e os resultados encontrados com as duas técnicas 

foram compatíveis. 

A deleção -a.3•
7 é a forma mais comum da a• -talassem ia citada na 

literatura até a presente data, porém é prevalente nas regiões do 

Mediterrâneo e em Africanos (Embury et ai., 1980). A a.-talassemia foi 

BlBlrOTECA 
Faculdade de Ciências F _ 

U . armaceutlca, 
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introduzida no Brasil principalmente por imigrantes do norte da Itália, que 

colonizaram várias regiões do Brasil no final do século 19 e início do século 

20, assim como portugueses e espanhóis (Zago et ai., 1983). Algumas 

deleções como a do tipo - -MED ou ~ 20
•
5 também são comumente 

encontradas nas regiões do Mediterrâneo. Anteriormente, foi encontrada a 

deleção - _MED em uma mulher negra no Brasil, cujo pai era de origem 

italiana (Sonati et ai. , 1992) portanto, não se pode desconsiderar a 

existência de outras deleções além da deleção ~ 3
•
7

, apesar de serem raras 

e características de certas regiões do mundo. Foi utilizado para confirmação 

dos resultados obtidos, a amplificação da região 5' do gene 01, uma vez que 

a deleção ~ 3
•
7 não elimina esta região. As deleções que acometem a região 

lateral 5' do gene 01 compreendem aproximadamente 30 Kb e deletam os 

genes a.2 e a.1 totalmente. 

No presente trabalho foram estudados 23 pacientes com dados 

hematológicos e bioquímicos sugestivos para a.-talassemia, sendo eles 

microcitose, hipocromia e perfil bioquímico relacionado com metabolismo de 

ferro normal. Estes pacientes foram selecionados num período que 

compreendeu aproximadamente 3 anos, pelos médicos do Ambulatório de 

Anemias do Serviço de Hematologia e Hemoterapia do Hospital das Clínicas 

da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo. Este serviço 

atende em média 50 pacientes por semana, aproximadamente 2400 

pacientes/ano. De aproximadamente 7.200 pacientes que passaram pelo 

ambulatório de 1996 a 1998, apenas 0,32% (23/7200) foram selecionados 

para este estudo. Esta quantidade pode estar subestimada, uma vez que 

pacientes com outras patologias foram excluídos do estudo e existem dados 

que o percentual de a.-talassemia 2 (delação ~ 3
•
7

) entre indivíduos com 

anemia falciforme é de 17,5 % (Figueiredo et ai., 1996). Os indivíduos 

estudados eram brancos e mulatos, entretanto este parâmetro não foi pré

requisito. Levando-se em consideração o total de pacientes do ambulatório 

pode-se considerar que a a.-talassemia é observada em baixa freqüência no 
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Brasil. Mesmo assim é importante que o indivíduo assintomático conheça 

sua condição de portador, uma vez que possa vir a se casar com outro 

portador assintomático, dando chance do nascimento de um filho com 

Doença da Hb H, embora esta doença seja rara no Brasil. 

Apesar de os 23 pacientes estudados apresentarem dados 

hematológicos similares e compatíveis com a a.-talassemia, foi observado a 

presença da deleção -a.3•
7 em 47,83 % dos indivíduos estudados. Dados 

precisos sobre a prevalência e variabilidade da a.-talassemia no Brasil não 

são disponíveis. Alguns estudos efetuados no Brasil relatam maior 

prevalência de a.-talassemia entre populações de negros, onde a freqüência 

do haplótipo -a.3·
7 é de 0,13 (Sonati et ai., 1992). O resultado encontrado no 

presente trabalho é maior do que aquele encontrado em um estudo efetuado 

numa população de Ribeirão Preto (interior de São Paulo - Brasil) com 

microcitose e hipocromia a esclarecer, que mostra um percentual em tomo 

de 15 % para a a.-talassemia (Naoum e Domingos, 1998). Entretanto, a 

origem racial da população de cada região é diferente e as desordens 

genéticas podem apresentar uma distribuição desigual dentro do país 

(Sonati e Costa, 1990; Zago et ai., 1983). 

Sete dos 23 (30,43 %) pacientes apresentaram pesquisa intra

eritrocitária de HbH positiva e a deleção -a.3·
7

. Verificou-se que a quantidade 

de células contendo Hb H em seu interior não influencia no grau da lesão. O 

indivíduo 1 apresentou 20 células (eritrócitos) contendo corpos de Hb H em 

seu interior e resultado heterozigoto para a deleção -a.3•
7 (-a.3 •

7/a.a.), enquanto 

o indivíduo 15 apresentou 7 eritrócitos contendo corpos de Hb H em seu 

interior e resultado homozigoto para a deleção -a.3•
7 (-a.3•

7/-a.3 ·
7

) . Assim, não 

se pode levar em consideração o número de células encontradas para se 

avaliar o grau de lesão do agrupamento de genes das a.-globinas nos casos 

de indivíduos portadores ou ainda aqueles que apresentam o traço a.

talassêmico. 
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Quatro indivíduos que apresentaram resultados negativos para 

pesquisa intra-eritrocitária de HbH apresentaram a delação -a.3•
7 de forma 

heterozigota (-a.3·
7/a.a.) pela técnica da PCR, confirmando a dificuldade de 

diagnóstico através das técnicas convencionais utilizadas para a triagem da 

a.-talassemia. Assim, em 11 indivíduos que apresentaram a delação -a.3•7, foi 

detectado a presença intra-eritrocitária de HbH em 63,64 % (7/11 ). Os 36,36 

% (4/11) restantes, cujos resultados da pesquisa intra-eritrocitária de Hb H 

foram negativos, poderiam ter sido considerados como normais para a 

presença de a.-talassemia. Este fato caracteriza o resultado falso-negativo e 

confirma a ineficiência das técnicas convencionais de triagem. 

Dos 23 indivíduos estudados, 52,17 % (12/23) apresentaram 

genótipos normais (a.a.la.a.) para a a.-talassemia com relação a delação -a.3•
7

, 

mesmo apresentando índices hematimétricos característicos de a.

talassemia. Nenhum destes indivíduos apresentaram pesquisa intra

eritrocitária de Hb H positiva. Não foi avaliado no presente estudo a 

presença de formas não-delecionais de a.-talassemia. Deste modo, não se 

pode excluir a possibilidade da existência de mutações que acometem o 

gene a.2, as quais levam a ausência ou redução na expressão destes genes, 

que estão estruturalmente intactos, embora estas mutações sejam raras e 

suas distribuições geográficas limitadas (Nienhuis et ai., 1984; Weatherall et 

ai., 1989). 

Mesmo sendo pequena a quantidade (0,32%) de indivíduos 

selecionados que apresentam microcitose e hipocromia, sem a deficiência 

de ferro, sabe-se que o quadro de a.-talassemia ocorre na população. Assim, 

ela não pode ser ignorada uma vez que a tendência dos defeitos genéticos 

que não causam sintomas ou agravos a saúde das pessoas é permanecer 

na população ou, a longo prazo, causar um impacto negativo inesperado no 

processo evolutivo das populações. Sob este ponto de vista, salienta-se a 

importância de se detectar os defeitos genéticos silenciosos, através de 

técnicas rápidas e seguras, disponibilizando os resultados aos portadores e 
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oferecendo a estes indivíduos esclarecimentos sobre sua condição ou até 

um aconselhamento genético adequado. Sabe-se que o casamento entre 

portadores do traço cx.-talassêmico gera formas mais graves de cx.

talassemias, as quais poderiam aparecer a longo prazo na população 

brasileira se não existir a possibilidade, através de técnicas seguras, de se 

fornecer diagnósticos conclusivos para casos de microcitose e hipocromia. 

Portadores de cx.-talassemias geralmente não são afetados 

clinicamente e são aparentemente saudáveis. Entretanto, em casais onde 

ambos são portadores de uma mutação, existe um risco de concepção de 25 

% de uma criança estar afetada (Yong et ai., 1999). 

Com o advento das técnicas de biologia molecular, pode-se admitir a 

chegada da "era da triagem molecular". A triagem populacional através de 

"bioships" para portadores heterozigotos de doenças autossômicas 

recessivas comuns (que são normalmente restritas a certos grupos étnicos e 

raciais), possibilita estudar no presente momento mais de 4.000 mutações, 

onde estão incluídas provalvelmente, as principais alterações metabólicas 

graves, e sem dúvida num futuro próximo estarão incluídas as talassemias e 

a anemia falciforme, que tem o objetivo de identificar portadores para 

aconselhamento genético mais adequado (Motulsky, 1997). 
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Conclusão 
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6. CONCLUSÃO 

A PCR padronizada possibilitou o diagnóstico rápido da deleção ,:x.3·7 

em indivíduos com características fenotípicas sugestivas para a-talassemia. 

A freqüência de indivíduos com microcitose e hipocromia a esclarecer 

encontrada na população de brasileiros portadores de anemia foi de 0,32%. 

A freqüência de deleção ,:x.
3

·
7 em pacientes com características 

fenotípicas sugestivas para a-talassemia foi de 47,3%. 

A metodologia padronizada é de utilidade para auxiliar no diagnóstico 

laboratorial colaborando na elucidação da microcitose e hipocromia não 

esclarecidas e pode ser facilmente implantada na rotina de um laboratório de 

para triagem. 
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