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As talassemias alfa (a) caracterizam-se pela sintese deficiente das cadeias globinicas a da hemoglobina (Hb), e sao
causadas, principalmente, por delecdes que afetam um [alelo a* (-a)] ou ambos [alelo a® (--)] os genes (HBA1 e/ou HBA?2)
no genoma haploide. A Doenca da Hb H ocorre guando apenas um gene a encontra-se funcional (interacao a*/a®). Assim,
0 excedente de cadeias beta ([3) forma a Hb H ([3,), tetramero instavel que causa anemia hemolitica moderada/grave.

Objetivo

Apresentar um recorte dos casos de Doenca da Hb H caracterizados de 2002 ate 2023 pelo Laboratério de
Hemoglobinopatias do Laboratorio de Patologia Clinica (LPC) do HC/Unicamp, referéncia no diagnostico da talassemia a.

Metodologia

Na triagem protéica foram realizadas eletroforeses, HPLC e identificacao da Hb H em esfregaco sanguineo (Figura 1). Na
caracterizacao molecular, as delecoes/mutacoes foram rastreadas por Multiplex-gap-PCR, MLPA, analise de restricao,
PCR alelo-especifico e/ou sequenciamento direto (Figura 2).

Resultados

Foram identificados 32 casos de Doenca da Hb H, em 27 familias. Os alelos a* identificados: -a3/, 0 mais frequente na
populacao mundial (n=29), -a*< (n=1), uma mutacao no sitio doador de splicing do primeiro intron do gene HBA2 e um
caso envolvia Hb instavel (Hb Icaria). Alelos a®resultaram de diferentes delecdes extensas: do teldbmero com variagcoes

até o gene SOX8 (225-1050kb) (n=8), -->A(n=7), do elemento requlatorio do cluster a (HS40) com variacdes até o gene
AXIN1 (15-175kb) (n=6), --MEP (n=6), apenas no HS40 (n=3) e -(a)?%> (n=2).
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Figura 1. Eletroforese de Hb em acetato de celulose evidenciando a presenca das Hb Bart's e Hb H,
em pH alcalino (A) e pH neutro (B). HPLC de troca cationica (Variant Il, Bio-Rad) evidenciando a
presenca das Hb Bart's, Hb H e Hb A (C). Esfregaco de sangue periférico corado com Azul Brilhante
de Cresil, evidenciando o aspecto de “bola de golfe” das hemacias na presenca de inclus6es de Hb
H (D).

Conclusao

Esses resultados evidenciam a expressiva variabilidade de
mutacoes a-talasseémicas em nossa populacao, e reforca a
Importancia do diagnostico preciso para uma assisténcia
laboratorial de qualidade.
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Figura 2. (A) Multiplex-gap-PCR: representacao do cluster dos genes da globina a (acima); resultados
com diferentes genotipos de a (abaixo), em vermelho exemplos de combinacdes alélicas que resultam
em Doenca da Hb H. (B) Grafico gerado da analise por MLPA: o0 eixo X representa as sondas (Genbank
NG_000006.1) e o0 eixo y a razao entre a intensidade das sondas da amostra testada e a intensidade
media das amostras de referéncia (razao 1. presenca de ambos os alelos / razao 0,5: perda em 1 alelo /
razao 0. perda em ambos os alelos). Caso de Doenca da HbH causado por delecao de 19 sondas em
um alelo combinada a delecéo - a3’ no outro. (C) Géis de agarose 0,8%, resultados da digestdo do gene
da globina a com Ncol (esquerda) e Hphl (direita): (1) Ladder 100pb (Invitrogen), (2) controle negativo e
(3) controle positivo. (D) Sequenciamento direto (Sanger) dos genes da globina a. Acima, sequéncia
normal do final do gene HBA2 e abaixo uma mutacao de ponto que resulta em uma variante instavel
(alelo a*): Hb Icaria [a2 142 Stop>Lys (HBAZ2:c.427T>A)] (eletroferograma gerado pelo software
Chromas® verséo 2.6.5); a seta indica o local da mutacdo, em hemizigose.
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