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RESUMO

Introducéo: A talassemia alfa € uma hemoglobinopatia autossémica, recessiva,
caracterizada pela destruicdo dos eritrécitos. As alteracdes génicas que causam
talassemia alfa sdo resultantes da deficiéncia de um, dois, trés ou quatro genes
alfa-globina, sinténicos no cromossomo 16, causada principalmente por delecao
ou raramente por mutacdo pontual. As delecdes -a*’ e -a*? sdo as mais comuns e
atingem apenas um gene. A frequéncia global de portadores de talassemia alfa &
de 5-20% e no Brasil de 10-20%. O volume médio do eritrécito abaixo do valor de
referéncia é fortemente associado a presenca de talassemia alfa em homozigose.
Justificativa: Talassemia alfa deve ser considerada no diagnostico diferencial de
anemia. O diagnoéstico molecular da talassemia alfa é importante para garantir
gque o paciente talassémico ndo seja tratado inadequadamente com ferro,
evitando assim danos aos tecidos, disfuncao de 6rgdos e até morte. O diagndstico
precoce dessa hemoglobinopatia resulta em melhor qualidade de vida e assim
aumenta a sobrevida dos acometidos. Objetivo geral: Investigar a ocorréncia das
deleces -o*’ e -a*? através da metodologia de Gap-PCR em pacientes com
suspeita clinica de talassemia alfa atendidos no Ambulatério de Hematologia do
Hospital Geral de Guarus no municipio de Campos dos Goytacazes, Rio de
Janeiro. Métodos: Estudo transversal em 70 pacientes sob assinatura do Termo
de Anuéncia Livre e Esclarecido, com coleta retrospectiva de dados secundarios.
DNA genémico de amostras de sangue foram genotipados para as delecdes -o*’
e -a*? pela metodologia de Gap-PCR. Resultado do exame molecular foi
comparado com o0s exames hematologicos e bioquimicos. Resultados: Dos 70
pacientes, 40 (57,1%) foram identificados como portadores da delecdo -o*”.
Destes, 17 (24,3%) sd&o individuos heterozigotos (-a/aa) e 23 (32,8%)
homozigotos (-a/-a). A delecdo -a*? ndo foi encontrada. Cada paciente dos
ndcleos familiares aqui investigados herdou a delecdo -o®’. Uma paciente com
delecao -a*’ em homozigose apresentou diagndstico clinico de retardo mental.
Nesse caso, afastou-se a possibilidade de o retardo mental estar associado com a
talassemia alfa. Nenhum dos pacientes estudados apresentou a talassemia alfa
causada por delecdo de mais de um gene. Analise da distribuicdo por faixa etaria
revelou maior numero de talassémicos com idade entre 11 e 20 anos. Dentre os
portadores, 20% apresentaram volume médio do eritrécito na faixa do valor de

referéncia. Conclusfes: Com a implementacdo do método de Gap-PCR
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conseguimos rastrear as delecdes -a>’ e -a*? em 70 pacientes com suspeita
clinica de talassemia alfa em Campos dos Goytacazes. O estudo mostrou que a
delecdo -o’ é mais prevalente que a delecéo -a*? na populacéo estudada e que
a delecdo -a*’ foi encontrada em mais da metade dos individuos suspeitos.
Muitos jovens que apresentavam anemia a esclarecer foram identificados como
portadores e assim terdo melhor qualidade de vida sem as complicagfes clinicas
causadas pelo tratamento incorreto. Este estudo € o primeiro a investigar a
talassemia alfa através de exames moleculares na populacdo de Campos dos
Goytacazes. Ele confirma que o diagnostico hematolégico nem sempre é
conclusivo. Por outro lado, o diagnostico através da metodologia da Gap-PCR é

de resolucéo especifica.

Palavras-chave: Diagnostico molecular; Hemoglobinopatia; Gap-PCR,;
Talassemia alfa.
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ABSTRACT

Introduction: Alpha thalassemia is a recessive, autosomal hemoglobinopathy
characterized by the destruction of red blood cells. The genetic changes that
cause alpha thalassemia result from a deficiency of one, two, three or four of the
syntenic alpha-globin genes located on chromosome 16, mainly caused by a
deletion or rarely by a point mutation. -a*’ and -a*? deletions are the most
common and affect only one gene. The worldwide frequency of alpha thalassemia
is 5-20% and in Brazil ranges 10-20%. The average volume of red cells below the
reference value is strongly associated with the presence of alpha thalassemia
homozygous. Rationale: A scenario of alpha thalassemia should be considered in
the differential diagnostic of anemia. Molecular diagnostic of alpha thalassemia is
important to ensure that the thalassemia patients are not inadequately treated with
iron, thereby preventing tissue damage, organ dysfunction, and even death. Early
diagnosis of this hemoglobinopathy results in better quality of life and thus
increases survival of the affected. Objective: To investigate the occurrence of
deletions -o*’ and -a*? by Gap-PCR methodology in patients with clinical
suspicion of alpha thalassemia recruited at the Hematology Clinic of Hospital
Geral de Guarus in Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro. Methods:
Transversal study in 70 patients under signed consent, with retrospective
collection of secondary data. Genomic DNA blood samples were genotyped for the

37 _a*? deletions by Gap-PCR methodology. Result of the molecular tests was

-a
compared with hematological and biochemical exams. Results: Of the 70 patients,
40 (57.1%) were identified as carriers of the -a' deletion. Of these, 17 (24.3%)
are heterozygous individuals (-a/aa) and 23 (32.8%) homozygotes (-a/-a). The -
a*? deletion was not found in this study. Each patient from the nuclear families
here investigated inherited the -a>’ deletion. A patient with homozygous -a*’
deletion presented clinical diagnosis of mental retardation. In this case, the
possibility of the mental retardation being associated with alpha thalassemia was
ruled out. None of the patients had alpha thalassemia caused by deletion of more
than one gene. Distribution analysis by age group showed a higher number of
thalassemia among patients aged 11 and 20 years. Among carriers, 20% had a
mean erythrocyte volume in the reference value range. Conclusions: With the
implementation of Gap-PCR method, we are able to track the -o®*’ and -a*?

deletions in 70 patients with clinical suspicion of alpha thalassemia in Campos dos
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Goytacazes. The study showed that the -o*” deletion is more prevalent than the -
a*? deletion in the population studied and that the -a*’ deletion was found in more
than half of the subjects. Many young patients who had anemia were identified as
carriers, and, thus, will have better quality of life without clinical complications
caused by incorrect treatment. This study is the first to investigate the alpha
thalassemia through molecular tests in the population of Campos dos Goytacazes.
It confirms that the hematological diagnosis is not always conclusive. On the other

hand, the diagnosis through Gap-PCR methodology is of specific resolution.

Keywords: Alpha thalassemia; Gap-PCR; Hemoglobinopathy; Molecular

diagnosis.
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1. INTRODUCAO

1.1. As talassemias: Aspectos genéticos e moleculares
A hemoglobina humana € uma proteina globular, que consiste em duas

cadeias alfa (a) e duas cadeias beta (B). As quatro cadeias conjugam 0 grupo
prostético heme, que liga reversivelmente uma molécula de oxigénio e a
transporta dos pulmdes para os tecidos periféricos (Perutz et al., 1960; Nienhuis,
1986).

As talassemias alfa e beta constituem um grupo de doengas monogénicas,
autossOmicas, recessivas e com distribuicdo mundial em torno de 5 a 20%. Na
talassemia alfa o defeito genético resulta da alteragdo quantitativa na producéo
das cadeias do tipo alfa da globina que junto as cadeias beta e o grupamento
heme formam a hemoglobina (Forget e Cohen, 2005; Weatherall, 2006). A
reducdo da sintese de uma das cadeias de globina pode levar a formacdo de
moléculas de hemoglobina anormal, causando anemia, sintoma caracteristico de
apresentacao da talassemia.

O aglomerado de genes que codificam as cadeias do tipo alfa da globina
(Figura 1A) estd localizado na regido telomérica 16p13.3 do braco curto do
cromossomo 16. Esse aglomerado compreende cerca de 30 kilobases (kb) e
inclui o gene zeta (¢), que se expressa durante o desenvolvimento embrionario,
dois pseudogenes (¢¢ e wa;), o gene mu (u), dois genes alfa (a, e a; também
denominados HBA1 e HBA2) e o gene theta (6) (Higgs, 1993; Hughes et al.,
2005). Ja o grupamento de genes que codificam as cadeias do tipo beta da
globina (Figura 1B), localizado na regido 11p15.5 do brago curto do cromossomo
11, comprende cerca de 65 kb e inclui o gene épsilon (€) expresso durante o
desenvolvimento embrionario, os genes gama expressos no feto (C°y “y), o
pseudogene (YB) e os genes delta () e beta (B) que séo expressos em adultos
(Fritsch et al., 1980).

Os genes HBAL1 e HBA2 séo paralogos com identidade de sequéncia maior
do que 96%, resultado da duplicagdo de um gene ancestral comum, ocorrida ha
milhdes de anos. Ambos 0s genes sdo compostos de trés éxons (I, Il e 1ll) e dois
introns (IVS-1 e IVS-2) (Higgs et al., 1989). Cada um desses genes esta
localizado dentro de uma regido homologa de 4 kb de comprimento, onde cada

regido € dividida em trés subsegmentos homodlogos, denominados X, Y e Z
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(Figura 2), separados por trés segmentos ndo homélogos, denominados |, Il e lll

(Lacerra et al., 2004).

A Genes que codificam as cadeias do tipo alfa (Cromossomo 16)
HS-40
¢ bt u dbay a o 6
- 3 = - b -\ —
: o i
B Genes que codificam as cadeias do tipo beta (Cromossomo 11)
3 Sy Ay yp g B
o S — e
3]

Figura 1. Localizacdo esquematica do grupamento de genes que codificam as cadeias do
tipo alfa (A) e do tipo beta (B) da globina. Adaptado de (Schechter, 2008).

o — R - 3
B 1 4
X Y Z X Y Z
4,2 Kb 3,7 Kb

Figura 2. Representacdo esquematica dos subsegmentos homdlogos X, Y e Z dos genes
responsaveis pela sintese da globina alfa. Os genes a, e a; estdo localizados dentro de dois
segmentos duplicados altamente homoélogos. Estes segmentos s&o subdivididos em trés
subsegmentos homologos X, Y e Z. Adaptado de (Higgs et al., 1984).
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Apesar dos éxons dos genes a; e qy serem muito semelhantes e
codificarem proteinas idénticas (Figura 3), 0 gene a, apresenta expressao duas a
trés vezes maior que o gene a; na producdo total de cadeias do tipo alfa
(Liebhaber et al., 1986). Porém, o mRNA de a; € traduzido com maior rapidez e,
por isso, a diferenca da expressdo entre os genes a; € a; ndo é tdo grande como

se poderia esperar (Naoum, 1997).

I Hemoglobina Al l

MVLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKGHGKKVADALTN
a8 e e 3k ok o ok ok 3k o ok o 6 ok o ok o ok ok ok e 6 ok ok ok ok ok ok ok ke o ke ok ke ok e o ke ok ek ok ke e ok ok ke ok ook ke ok ook sk sk ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok

AVAHVDDMPNALSALSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHCLLVTLAAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR

% 2K ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ke ke ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok sk ok ok ok sk ok ok ok ok ok ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok sk ko ok ok ok ok Rk ok ok ok ke

Figura 3. Comparagdo entre a sequéncia de aminoacidos da proteina codificada pelos
genes HBA2 e HBAL. Alinhamento das sequéncias de referéncia, acessos NCBI NP_000549.1 e
NP_000508.1 pelo programa CLUSTALW.

Mutacdes que afetam os genes que codificam as cadeias polipeptidicas da
hemoglobina podem causar alteracdes na sintese das globinas (Weatherall,
2004). Além das mutacdes que afetam os genes, ocorrem também mutacdes na
regido de regulagdo, chamada regido HS-40, que é hipersensivel a DNase |. Essa
sequéncia foi mais tarde denominada a-MRE - Principal Elemento Regulatorio alfa
(Ribeiro e Sonati, 2008).

O a-MRE é um elemento regulador, formado por um fragmento de 350
pares de bases (pb) que controla a expressao dos genes alfa. Esse elemento esta
localizado a 40 kb a montante do gene zeta no cromossomo 16, e sua integridade
€ essencial para expressdo dos genes. As dele¢cbes que removem essa
sequéncia silenciam a expressédo dos genes do aglomerado a jusante do a-MRE
(Jarman et al., 1991; Ribeiro e Sonati, 2008).
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As delegcbes envolvendo o a-MRE séo raras, mas caracterizam uma
categoria particular de talassemia alfa determinante em que o0s genes alfa sao
fisicamente intactos, mas funcionalmente inativos (Romao et al., 1991).

Até o momento, foram descritas mais de 15 delecfes envolvendo o a-MRE,
11 dessas ja foram totalmente caracterizadas: - (aa) RA, (aa) SCO, (aa) CMO,
(aa) IDF, (aa) TAT, (aa) MB, (aa) MM (aa) IC (aa) Tl (aa) 13, (aa) ZW - que de um
modo geral, ocasionaram a remocao de 3.4 a 160 kb da regido situada a
montante do cluster alfa (Hatton et al., 1990; Liebhaber et al., 1990; Wilkie et al.,
1990; Romao et al., 1991; Flint et al., 1994; Wenning et al., 2002; Harteveld et al.,
2005; Viprakasit et al., 2006; Ribeiro e Sonati, 2008; Phylipsen et al., 2010).
Nestes casos, o comprometimento do a-MRE ocasiona a supressao da expressao
dos genes alfa no cromossomo afetado, culminando com a diminuicdo dos
valores do volume corpuscular médio (VCM < 80 fL) e de hemoglobina
corpuscular média (HCM < 25 pg), quadro este similar ao apresentado por
pacientes que contém dois genes alfa afetados (Ribeiro e Sonati, 2008).

A talassemia denominada a° é caracterizada pela auséncia da producao da
cadeia alfa, pois a mutacdo atinge os dois genes alfa em cis. Os tipos de
talassemia a° tém distribuicdo geogréfica limitada. Até o presente momento, foram
descritas 12 delecdes associadas com talassemia a°. As delecdes mais comuns

que causam a talassemia a° sdo denominadas --°%#, - --T"A! " comuns no

sudeste da Asia, e --Y¥P e -a®®° que ocorrem com mais frequéncia no
Mediterraneo (Figura 4) (Tan et al., 2001). Andlises detalhadas sugerem que as
guebras na regido do aglomerado de genes e pseudogenes que sintetizam as
cadeias do tipo alfa sdo estruturalmente similares aos que ocorrem nhas
translocacdes cromossdmicas que originam algumas doencas malignas (Naoum,

1997).
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Figura 4. Delecdes no aglomerado de genes que codificam as cadeias do tipo alfa da
globina. Os trés genes ativos (2, a2, a1 estdo representados pela caixa vermelha. Os quatro
pseudogenes estdo representados pela caixa branca. A extensdo das dele¢Bes € apresentada
com linhas azuis soélidas (Chui e Waye, 1998).

Por outro lado, a sintese reduzida de cadeia alfa configura a talassemia a”,
que é o defeito molecular mais comum. As dele¢Bes mais comuns que causam a
talassemia a* sdo: -o>’ e -a*?, que atingem apenas um gene que codifica a
sintese da cadeia alfa (Tan et al., 2001).

A delecdo -a>’ é originada por recombinacdo meiética (crossing-over)
desigual, entre as regibes homoélogas do tipo Z, que elimina 3.7 kb de DNA
(Figura 5A). A resolucdo do crossing-over produz um sO gene a/a; hibrido no
cromossomo com a delecdo de 3.7 kb, enquanto no outro cromossomo ha
insercao de um gene ay/a; hibrido entre os genes a; e a;.

A delecdo -a*? é originada por recombinacdo meiética (crossing-over)
desigual, entre as regibes homologas do tipo X, que elimina 4.2 kb de DNA
(Figura 5B). A resolucéo desse evento de recombinagéo produz um sé gene a; no
cromossomo com a delecdo de 4.2 kb, enquanto no outro cromossomo ha
insercdo de um gene a; entre os genes a, e a;. O cromossomo com genes
triplicados tende a se perder nas divisdes celulares subsequentes. Assim sendo,
existem gametas normais e gametas portando a delecéo -a>’ ou a delecdo -a*?
(Higgs et al., 1984).
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A delecdo -a*>’ é heterogénea em relacdo & localizacdo exata do ponto de
quebra (breakpoint), com trés subtipos diferentes conhecidos (I, 1l ou Ill) (Ballas,
2001).
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Figura 5. Mecanismo de recombinagdo desigual envolvendo os genes que codificam a
cadeia alfa. A) Delecao -a®’, B) Delecédo o™, Adaptado de (Wang et al., 2003).
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Cerca de 90% das mutagcOes nos genes alfa sdo delecbes e apenas 10%
mutacdes pontuais, raras, restritas a determinadas regifes geogréficas (Naoum,
1997; Tadmouri et al., 2006).

A delecdo do(s) gene(s) alfa provavelmente foi trazida para o Brasil por
escravos africanos e em menor grau por colonos portugueses, haja vista que
nenhuma delecéo dos genes alfa foi encontrada em tribos amerindias (Zago et al.,
1995).

A talassemia alfa também pode ser adquirida, sendo secundaria a um
processo patolégico primario, por exemplo: doencas linfo e mieloproliferativas,
anemia sideroblastica, doencas crénicas como Chagas e diabete melito. Todos os
casos confirmados e descritos na literatura apresentam pontos comuns: corpos de
inclusdo de hemoglobina H intraeritrocitaria, concentracées de hemoglobina H por
eletroforese variavel entre 10 e 60% e reducdo da sintese de cadeias alfa da
globina (Zago et al., 2004; Steensma et al.,, 2005). A talassemia alfa € uma
comorbidade patogénica secundaria em 5% dos pacientes com LuUpus
Eritematoso Sistémico (Castro et al., 2008).

Um caso aparte, relatou talassemia alfa adquirida associada ao retardo
mental, nesse estudo nenhum dos pais dos individuos com este tipo de
associacdo era portador do defeito para talassemia alfa. Analises citogenéticas
efetuadas nesses individuos néo revelaram anormalidades importantes no
cromossomo 16. Admite-se, atualmente, que em casos cujo complexo génico alfa
apresenta-se intacto, a expressao dos genes alfa pode ser afetada por delecéo
dos seus genes vizinhos (Harvey et al., 1990).

Ainda associado a talassemia alfa ndo adquirida, menciona-se a sindrome
conhecida como talassemia alfa associada ao retardo mental ligado ao X. O gene
ATRX codifica uma proteina que desempenha um papel essencial na regulacéo
da expressdo de outros genes atraves de um processo de remodelacdo da
cromatina (Xue et al., 2003). A proteina ATRX parece regular a expressao dos
genes HBAl e HBA2. A expressdo anormal de genes adicionais é a provavel
causa no atraso do desenvolvimento, caracteristicas faciais distintivas, e 0s outros
sinais e sintomas dessa sindrome. Mais de 125 mutac¢des no gene ATRX foram
identificados. As mutagbes somaticas do gene ATRX tém sido encontradas em
alguns casos de sindrome mielodisplasica (SMD). Quando a talassemia alfa

ocorre em pessoas com SMD, a combinacdo dos distirbios € muitas vezes
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referida como Sindrome mielodisplasica associada a talassemia alfa (ATMDS)
(Steensma et al., 2005). E importante considerar a sindrome ATRX em casos de
pacientes do sexo masculino com deficiéncia intelectual e sinais anormais na
substancia branca no exame de ressonancia magnética cerebral, mesmo em
pacientes sem dimorfismo facial e/ou anormalidades hematologicas (Lee et al.,
2015).

Outro caso que envolve a talassemia alfa associada com ma formacao
facial e atraso mental é conhecido como sindrome ATR-16. Essa sindrome é
causada por delecdo, que elimina cerca de 2 Mb, numa porgéo distal no braco
curto do cromossomo 16 na regiao 16p13.3 Nao se conhece o gene causador
dessa sindrome complexa. O gene SOX8 é um dos genes eliminados nos
pacientes com essa sindrome. As proteinas SOX formam uma grande familia de
fatores de transcrigéo e sao conhecidas por desempenharem um papel importante
no desenvolvimento embrionario. O gene SOX8 codifica a proteina que pode
estar envolvida no desenvolvimento e funcdo do cérebro. A expressao de sox8 no
cérebro e na medula espinal de ratos em desenvolvimento, juntamente com forte
expressdo no primeiro e segundo arcos branquiais e invagina¢cfes nasais, é
consistente com o envolvimento desse gene. No entanto, uma vez que esta
sindrome esta sempre associada com grandes delecdes, ainda ndo é possivel
identificar firmemente SOX8 como o gene responsavel por ATR-16 (Pfeifer et al.,
2000; Steinberg et al., 2009).

A deficiéncia na sintese de cadeias do tipo alfa provoca o excesso de
cadeia do tipo beta, que leva a formacdo de tetrameros de cadeias beta (em
adultos) ou cadeias gama (em neonatos). O tetramero de cadeias beta constitui a
hemoglobina H e o tetrdmero de cadeias gama a hemoglobina de Bart (Forget e
Cohen, 2005; Weatherall, 2006).

As hemoglobinas H e de Bart apresentam maior afinidade pelo oxigénio do
gue a hemoglobina Al (hemoglobina normalmente presente em adultos). Como
consequéncia, quantidades insuficientes de oxigénio serdo liberadas para os
tecidos, o que resulta em andxia tecidual (Chui et al., 2003).

A producéo dessas hemoglobinas resulta em danos nos eritrocitos (Forget
e Cohen, 2005; Weatherall, 2006). A hemoglobina H pode precipitar-se sobre a
membrana do eritrécito e diminuir a sua sobrevida (Naoum, 1997). A fagocitose

ocorre devido a rigidez desses eritrocitos. Esta propriedade retarda a passagem



23

dos eritrocitos através da microvasculatura (Olivieri e Weatherall, 2009). Se a
hemoglobina H ou de Bart estiver presente nos eritroblastos podera comprometer
a eritropoiese (Naoum, 1997). A apoptose de eritroblastos contendo essas
hemoglobinas provavelmente ocorre devido a perda da assimetria normal dos
fosfolipidios da membrana, particularmente a exposicdo de fosfatidilserina na
superficie da célula talassémica (Boas et al., 1998; Kuypers et al., 1998; Pootrakul
et al., 2000; Schrier, 2002).

1.2. Manifestacdes clinicas e hematoldgicas
O individuo que apresenta delecao de um gene alfa (-a/aa) é chamado de

portador silencioso (ou talassemia alfa minima); delecéo de dois genes alfa (--/aa)
ou (-a/-a) é conhecido como portador do traco alfa-talassémico (ou talassemia
alfa menor); de trés genes alfa (--/-a) portador da doenca da hemoglobina H (ou
talassemia alfa intermédia). Ja individuos que apresentam delecdo dos quatro
genes alfa (--/--) ndo sobrevivem, pois, essa condi¢do € incompativel com a vida.
Essa patologia € conhecida como sindrome da hidropsia fetal (Naoum, 1997).

O traco a* talassémico (-a/-a) e o trago o° talassémico (--/aa) caracterizam-
se por apresentarem eritrocitos hipocrdomicos (eritrécitos palidos devido a
pequena quantidade de hemoglobina - geralmente entre 11,0 e 13,0 g/dl), valor de
VCM entre 75 e 80 fL (valor de referéncia: 80 — 96 fL), anisopoiquilocitose discreta
e presenca de hemoglobina de Bart entre 5% a 10% ao nascimento. A
hemoglobina H formada na vida adulta é rapidamente proteolisada pelo préprio
eritrocito, o que dificulta a sua deteccédo (Weatherall, 2004; Sonati e Costa, 2006).

A interagdo das formas o e o* (--/-a; trés genes alfa afetados) resulta na
doenca da hemoglobina H. Os individuos portadores dessa forma apresentam
25% a 50% de hemoglobina de Bart ao nascimento e 5% a 30% de hemoglobina
H na vida adulta. As altera¢cdes hematologicas do paciente com hemoglobina H
sdo mais acentuadas e clinicamente caracterizam pela presenca de eritrécitos
hipocrémicos (hemoglobina entre 8,0 e 11,0 g/dl), microciticos (VCM entre 55 e 65
fL), com poiquilocitose, policromatofilia e eritrocitos em alvo, ictericia e
esplenomegalia (Weatherall, 2004; Sonati e Costa, 2006).

A homozigose da talassemia a® (--/--) denominada hidropsia fetal, é a forma
mais grave das sindromes alfa-talassémicas, sendo causa de morte intrauterina

ou morte logo apds o nascimento. Nesses casos, a eletroforese de hemoglobina
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mostra a presenca de quase 100% de hemoglobina de Bart e, no sangue
periférico observa-se hipocromia, microcitose e anisopoiquilocitose intensa, além
do aumento significativo da porcentagem de eritroblastos (Weatherall, 2004;
Sonati e Costa, 2006).

1.3. Associagéao da talassemia alfa com doencga falciforme
A anemia falciforme € uma doenca autossémica recessiva caracterizada

pelo estado homozigoto da hemoglobina S (Hemoglobina S; 6 (Al) Glu>Val),
variante resultante de uma mutacdo de ponto no gene beta da globina
(HBB:c.20A>T) (Steinberg, 2008).

As moléculas de hemoglobina S formam polimeros alongados que
modificam o citoesqueleto dos eritrocitos, dando origem a forma caracteristica de
foice, em situacdes como: hipdxia, desidratacdo e acidose. Os principais
determinantes das manifestacdes clinicas da anemia falciforme sé@o: fenbmenos
vaso-oclusivos e a hemolise acentuada (Stuart e Nagel, 2004; Frenette e Atweh,
2007).

Estudos relatam que a coexisténcia de talassemia alfa pode modificar as
caracteristicas clinicas e hematoldgicas da anemia falciforme (Embury et al.,
1982; Higgs et al., 1982). A talassemia alfa inibe a polimerizacdo da hemoglobina
S na doencga falciforme e diminui a anemia hemolitica (Steinberg et al., 1984;
Tome-Alves et al., 2000).

A associacdo com talassemia alfa € muito comum, podendo atingir cerca
de 20% da populacéo falcémica (Neto e Pitombeira, 2003; Tadmouri et al., 2006).

Sabe-se que individuos com talassemia alfa também apresentam efeito
protetor contra Plasmodium falciparum (protozoario parasita que causa a malaria).
Os eritrcitos dos individuos alfa-talassémicos quando parasitados apresentam
dificuldade de aderéncia as células endoteliais microvasculares e aos monacitos.
Consequentemente, evita os efeitos pro-inflamatorios da citoaderéncia (Krause et
al., 2012).

Acredita-se que a selecao natural seja a responsavel por elevar e manter
alta a frequéncia da talassemia em varias regides do mundo onde a maléaria é
endémica ou que tenha sido. A evidéncia tem crescido constantemente,
confirmando que a malaria € de fato a principal for¢a por trds da alta frequéncia

de hemoglobinopatias hereditarias. Quatro fontes sustentam essa afirmacao: a
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semelhanca entre as distribuicbes de malaria e hemoglobinopatias em escalas
locais, regionais e globais; predicbes da idade historica da populagéo; estudos
clinicos realizados em areas endémicas de malaria; estudos tanto in vitro e ex
vivo (Williams e Weatherall, 2012).

Em estudos realizados em Papua Nova Guiné observou-se que individuos
com talassemia alfa apresentavam expressdo reduzida do receptor de
complemento (CR1) na superficie dos eritrocitos. O CR1 é um receptor que
medeia a adesdo de eritrocitos ndo infectados pelo P. falciparum. In vitro, os
eritrocitos ndo infectados aderem aos eritrocitos infectados e formam rosetas
(Cockburn et al., 2004).

Estudos realizados no Quénia e em Gana mostraram que, individuos que
herdaram apenas uma das hemoglobinopatias (talassemia alfa ou anemia
falciforme) adquiriram um efeito fortemente protetor contra P. falciparum, mas os
individuos que herdaram ambas hemoglobinopatias ndo apresentaram efeitos
protetores (Williams et al., 2005; May et al., 2007).

1.4. Perfil populacional de Campos dos Goytacazes
Campos dos Goytacazes é o maior municipio do estado do Rio de Janeiro,

com uma area de 4.031,9 Km?, e o décimo municipio em populacdo no interior do
Brasil com 480.648 habitantes (Ibge, 2010b). Esta localizado na regido Norte
Fluminense.

Dados do Censo 2010 do IBGE mostram o percentual de mais de 50% da
populacdo do Brasil é negra ou parda (Tabela 1). O dado se repete no municipio
de Campos dos Goytacazes, que tem forte historia ligada a escravidao (lbge,
2010a; Cidac/Pmcg, 2014). No século XVIII, o municipio de Campos dos
Goytacazes tinha 35.688 (63,72%) escravos numa populacdo de 56.000
habitantes. No que diz respeito as procedéncias, 0s inventarios post-mortem e 0s
registros de batismo demonstraram que a maioria dos escravos vinha da Africa
Central (Soares, 2010).
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Tabela 1. Distribuicdo percentual da populacdo segundo autodeclaracdo — Brasil
e Campos dos Goytacazes (2010).

Cor Brasil (%) Campos dos Goytacazes (%)
Branca 47,70 47,73

Preta 7,60 14,50

Parda 43,10 37,08

Amarela ou indigena 1,50 1,09

N&o declararam 0,00 0,04

Uma consulta exploratéria sobre a prevaléncia de pacientes com anemia
persistente realizada no Ambulatério de Hematologia do Hospital Geral de Guarus
no municipio de Campos dos Goytacazes no estado do Rio de Janeiro sugere que
exista uma alta prevaléncia de talassemia alfa entre esses individuos.

E, apesar disso, as pessoas com suspeita clinica de talassemia alfa
apresentam grandes dificuldades de acesso ao exame confirmatorio, pois tem que
se deslocar para os grandes centros e ainda enfrentam filas de espera, em
decorréncia da grande demanda. ldentificar e informar o diagnéstico de
talassemia alfa para individuos com suspeita clinica impactardo favoravelmente

na confianca e no bem-estar dos pacientes acometidos.

1.5. Diagnéstico indireto
A grande dificuldade do diagnéstico da talassemia alfa esta relacionada a

metodologia empregada para a avaliacdo dessa hemoglobinopatia.

O diagndéstico de talassemia alfa em recém-nascidos é possivel através da
presenca de hemoglobina de Bart que desaparece até 6 meses apds O
nascimento. A hemoglobina de Bart pode ser detectada por eletroforese em
acetato de celulose, pH alcalino (8,6 - 8,9) e sua confirmacdo deve ser feita em
tampéo fosfato (pH 6,5 - 7,0). No entanto, concentragfes muito reduzidas dessa
hemoglobina, geralmente inferiores a 1%, dificultam sua detec¢do. Todavia, a
hemoglobina de Bart € instavel, pois desnatura rapidamente e assim sua analise
exige processamento rapido da amostra. Estima-se que cerca de 50% dos
individuos talassémicos heterozigotos (a-/aa) ndo séo detectados por essa
técnica (Dias-Penna et al., 2010).

Apoés os 6 meses de idade, o diagndéstico de talassemia por eletroforese

convencional torna-se mais dificil, ou até impossivel, pois a hemoglobina de Bart
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ndo estad presente nos eritrocitos. Alternativamente se investiga a presenca de
corpos de inclusBes em eritrocitos apds incubagdo com Azul de Cresil Brilhante.
Os corpos de inclusdo sédo formados pela precipitacdo dos tetrameros de cadeias
beta, denominados hemoglobina H (Naoum, 1997).

A pesquisa da hemoglobina H no sangue periférico é um teste
relativamente simples e de baixo custo. Entretanto, trata-se de uma técnica de
coloracdo e visualizacdo ao microscopio com grande variabilidade, ja que é um
método subjetivo (Dias-Penna et al., 2010).

A hemoglobina H também pode ser detectada por eletroforese em pH
alcalino. O hemolisado deve ser preparado em tampao fisiolégico sem a presenca
de solventes organicos (Weatherall, 2004; Sonati e Costa, 2006).

A presenca de hemoglobina H nos exames hematoldgicos confirma o
diagnostico de talassemia alfa, mas a sua auséncia ndo permite a exclusdo do
diagnéstico, principalmente em caso de portador silencioso (Thompson et al.,
1989; Skogerboe et al., 1992; Trent, 2006; Naoum e Bonini-Domingos, 2007).

O problema com a investigacdo de hemoglobina H reside em que, a sua
deteccdo pode ndo ser confirmada em amostras seriadas, haja vista que hé
resultados contraditorios, o que limita a validacéo (Dias-Penna et al., 2010).

Resumindo, o diagndstico indireto da talassemia alfa, principalmente em
suas formas mais brandas é dificil e as vezes é inconclusivo. A hemoglobina H
deve ser confirmada por diferentes técnicas, sendo associada a morfologia
eritrocitaria e exames realizados em diferentes periodos, devendo, sempre que
possivel, ser confirmada por métodos de diagndstico direto (Dias-Penna et al.,
2010).

1.6. Diagnéstico direto
As delegbes causadoras das diferentes formas de talassemia alfa podem

ser identificadas por hibridagdo com sondas pela técnica de Southern blot
utilizando DNA genbmico digerido com enzimas de restricdo cujos sitios de
reconhecimento flanqueiam a regido de delecdo. A aplicacdo desta técnica a
qualquer programa de triagem em larga escala é extremamente dificil, apesar de
ter sido util para o diagndstico individual.

Com o advento da Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR), a deteccao

das delecbes em individuos com suspeita de talassemia alfa tornou-se
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relativamente simples (Olivieri et al., 1987; Liu et al., 2000; Shaji et al., 2000).
Essa metodologia é limitada pelo tamanho do fragmento alvo a ser amplificado.
Para pequenas delecdes, menos de um kilobase, o produto de amplificacao tera
tamanho menor que o produto sem a delecdo. O fragmento menor resultante € o
alelo com a delecdo. Porém, para grandes dele¢cdes, como € o caso da
talassemia alfa, a distancia entre os dois iniciadores flanqueados é grande demais
para amplificar eficientemente o alelo selvagem e o produto s6 é obtido a partir do
alelo com a delecéo. Neste caso o alelo selvagem pode ser detectado através do
meétodo de Gap-PCR (Lederer et al., 2009) ou por PCR de longa distancia (Foord
e Rose, 1994). O principio do método de Gap-PCR baseia-se na amplificacdo ao
longo de um dos pontos de interrupcdo usando um iniciador complementar a
sequéncia excluida e um complementar ao DNA.

Uma das vantagens da utilizacdo da Gap-PCR é a multiplexacdo de
iniciadores em uma Unica reacdo para alvos diferentes, por exemplo, as duas
principais delec8es de talassemia alfa (-a>’ e -a*?). A escolha das posicdes para
os iniciadores € estratégica para permitir amplificar longos fragmentos que nao
sdo gerados facilmente pela técnica de PCR convencional, devido a distancia
entre os iniciadores que flanqueiam a delecédo. Gap-PCR além de ser um método
confidvel para o diagnéstico pré-natal de talassemias alfa (Ko et al., 1992), é
também especialmente vantajoso para detectar portadores silenciosos (Zhou et
al., 2002).

1.7. Relevancia do diagndéstico molecular
Na auséncia de um diagnéstico definitivo, o paciente com suspeita de

talassemia alfa corre o risco de ser tratado de forma inadequada com
suplementos de ferro para curar a anemia persistente. As consequéncias
causadas por esse tratamento errado sdo muitas. Quando a saturacdo de
transferrina no soro é superior a 70%, espécies livres de ferro sdo formadas e séo
eles os principais responsaveis para a geragdo de espécies reativas de oxigénio.
Essas espécies causam danos aos tecidos, disfuncdo de orgaos e morte (Fibach
e Rachmilewitz, 2008). O crescimento normal e o desenvolvimento podem ser
alcancados na primeira década de vida (Piomelli et al., 1974). No entanto, o dano
induzido pelo ferro para o sistema hipotalamo-hipofisario pode causar retardo de

crescimento puberal e no desenvolvimento sexual, mesmo quando se inicia o
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tratamento com quelante de ferro na infancia. Portanto, avaliagdes enddcrinas
anuais sdo recomendadas, incluindo medidas de péancreas, tiredide, paratirdide,
funcdo gonadal e saude 6ssea com nutricionista (De Sanctis et al., 2004).

A terapia quelante de ferro nos pacientes alfa-talassémico tem sido a Unica
opcdo para amenizar 0 estresse oxidativo. A intolerancia a terapia quelante é
considerada a principal causa de morte em pacientes com acumulo de ferro
(Rachmilewitz e Giardina, 2011).

Com o diagnostico molecular, o acometido sera direcionado ao tratamento
correto, e até mesmo, se necessario, encaminhado aos programas de
aconselhamento genético. Nesses programas, profissionais sao habilitados a
conscientizar os individuos dos seus problemas, sem privar do direito de decisao
reprodutiva.

Como a talassemia alfa é uma doenca autossbmica recessiva, 0S
portadores do alelo mutante sdo assintomaticos. Casais em que ambos sao
portadores da mutacao (--/aa) ou (--/-a) apresentam um risco de 25% de ter um
feto com hidropsia.

A interrupcdo da gravidez € uma opcao para maes gravidas com fetos
hidropicos, embora seja uma das maneiras mais dificeis de lidar com a aceitacdo
do diagnostico da doenca (Cheung et al., 1996; Chiu et al., 2002).

O governo chinés ja preconiza o diagnéstico pré-natal da talassemia alfa.
Todavia, o Diagnéstico Genético Pré-Implantacional (PGD) é considerado como
uma alternativa para o diagnostico pré-natal (Xu et al., 2009). O estabelecimento
de um protocolo de diagnéstico molecular proporciona uma oportunidade de evitar
as consequéncias adversas, como: interrupcao da gravidez.

Quantidades adequadas de DNA fetal podem ser obtidas de forma segura
em torno da 10® semana de gestacdo, pela bidpsia de vilo corial e até a 182
semana de gestacédo, pela amniocentese para fazer o diagnostico pré-natal para
talassemia alfa. Uma tecnologia que utiliza o DNA fetal obtido a partir de plasma
materno ou do sangue periférico materno foi também desenvolvida, mas néo é
rotineiramente usada (Cheung et al., 1996; Chiu et al., 2002).

Aléem de evitar o tratamento incorreto com ferro e permitir o
aconselhamento de pais portadores, o diagndéstico correto reduz a angustia de
pacientes por conta das sucessivas consultas e internagcbfes baseadas em

diagnoésticos incorretos. Por outro lado, evita investigacbes hematologicas
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desnecessarias (que sao realizadas para elucidar a etiologia microcitose e/ou
hipocromia).

A implantac&o do diagnostico molecular no Sistema Unico de Satde (SUS)
€ vantajosa ja que, sem o diagnostico correto, 0 paciente apresenta mais gasto
com medicamentos, consultas e internacoes.

E importante destacar que ndo ha estudos relatando talassemia alfa na
regido Norte Fluminense, jA que foi feita uma busca de artigos cientificos
indexados no PubMed e na Bireme com os descritores “thalassemia”, “talassemia”
e “Campos dos Goytacazes” sem restricdo de data de publicagdo e idiomas e

nenhum resultado foi encontrado.

1.8. Hospital Geral de Guarus
Hospital Geral de Guarus (HGG), mantido pela Fundacdo Municipal de

Saude (FMS) de Campos dos Goytacazes, pessoa juridica de direito publico,
integrante da administracdo indireta do Municipio de Campos dos Goytacazes/RJ,
com sede a Av. Senador José Carlos Pereira Pinto, nimero 400, Parque
Calabouco, Guarus, é um braco importante para satde no municipio que oferece
a populacéo um total de 31 especialidades médicas, dentre essas, hematologia.

O desenvolvimento de programa para diagnostico, tratamento e controle da
talassemia alfa ndo é facil porque requer a inclusdo de abordagem genética em
sistemas de saude (Modell e Darlison, 2008). No Brasil foi instituido o Programa
Nacional de Atencdo Integral as Pessoas com Doenca Falciforme e outras
Hemoglobinopatias, no ambito do Sistema Unico de Satde — SUS de acordo com
a Portaria MS n° 1.018 de 2005. Em junho de 2011, esse programa foi inaugurado
no municipio de Campos dos Goytacazes. Hoje, o programa ja tem registro de
250 pessoas cadastradas. Além de Campos dos Goytacazes, o Programa
Nacional de Atencdo Integral as Pessoas com Doenca Falciforme e outras
Hemoglobinopatias, também atende aos pacientes de outros quatro municipios do
Norte e Noroeste Fluminense: S&o Francisco de Itabapoana, Sdo Joao da Barra,
Séao Fidélis e Bom Jesus do Itabapoana. A estrutura de atendimento conta com
uma equipe formada por oito profissionais: duas assistentes sociais, uma
enfermeira, duas assistentes administrativas e dois médicos pediatras e um

médico hematologista (Datasus, ; Fernandes, 2014).
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1.9. Nucleo de Diagnéstico e Investigacdo Molecular
Sediado no Hospital Escola Alvaro Alvim (HEAA), o Ndcleo de Diagnostico

e Investigacdo Molecular (NUDIM) é 6rgao executor do convénio/parceria técnico-
académica e cientifica entre a Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF) e a Faculdade de Medicina de Campos (FMC). O espaco fisico do
NUDIM é de aproximadamente 350 m? consta de 5 areas para atendimento
especializado: Servi¢o Social, Secretaria e Administracao, Coordenacgdo Cientifica
e Confeccdo de Laudos, Coleta de amostras bioldgicas, Analises moleculares.
Desde o ano de 2002, o Nucleo assiste a comunidade em procedimentos de
exames de DNA (tipagem molecular) visando a: determinagéo de vinculo genético
fiial e familiar (maternidade e paternidade, irmandade, meia-irmandade);
investigacdo de paternidade por reconstrucdo com suposto pai falecido; rastreio

de cromossomopatias.

2. JUSTIFICATIVA

Talassemia alfa deve ser considerada no diagndstico diferencial de anemia.
O diagnostico molecular da talassemia alfa é importante para garantir que o
paciente talassémico ndo seja tratado inadequadamente com ferro, evitando
assim danos aos tecidos, disfuncdo de 6rgaos e até morte. O diagndstico precoce
dessa hemoglobinopatia aumenta a sobrevida e qualidade de vida dos
acometidos, atenuando as complicacdes clinicas.

No Brasil, pouco se sabe sobre as frequéncias das delecdes -a>’ e -a*2.
Poucas regides foram estudadas (Tabela 10). No estado do Rio de Janeiro existe

apenas um (1) estudo que investigou a presenca da delecao -o*’.

3. HIPOTESE DO ESTUDO

A prevaléncia de pacientes com suspeita de talassemia alfa no Ambulatério
de Hematologia em Campos dos Goytacazes no estado do Rio de Janeiro € alta
(28% dos 250 pacientes cadastrados).

As delecdes -a*’ e -a*? sdo as mutacdes mais comuns responsaveis pela
talassemia alfa. Essas dele¢bes predominam em todas as partes do mundo onde
a talassemia alfa esta presente, com diferentes frequéncias (Kattamis et al., 1996;
Tan et al., 2001; Harteveld e Higgs, 2010).
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Dados do Censo 2009/2010 do IBGE mostram que mais de 50% da
populacdo de Campos dos Goytacazes é negra ou parda (lbge, 2010a;
Cidac/Pmcg, 2014). Existem registros que comprovam que Campos dos
Goytacazes tem forte histéria ligada a escraviddo. A maioria era procedente da
Africa Central (Soares, 2010).

A delecdo -0’ é a mutacdo mais prevalente na Africa subsaariana
(Kattamis et al., 1996; Higgs e Weatherall, 2009).

Desta forma, a nossa hipétese de trabalho € que a frequéncia da delecéo -

a*’ e -a*? da talassemia alfa na populacdo estudada é alta.

4. META DO PROJETO

Este projeto visa introduzir o método de Gap-PCR como método direto para
o diagnoéstico de talassemia alfa em pacientes atendidos no Ambulatério de
Hematologia do Hospital Geral de Guarus em Campos dos Goytacazes,
referéncia para anemia falciforme e hemoglobinopatias. Dessa forma, o servico
gue ja abrange o atendimento e cuidado com o paciente, ird também dispor de um
método confidvel para o diagndstico dessa hemoglobinopatia. Esse trabalho
também tem o compromisso de enfatizar a importancia dos programas de
aconselhamento genético, para alertar casais em que sdo ambos portadores da
mutacédo (--/aa) correm um risco de 25% de ter um feto com hidropsia sem privar

do direito de deciséo reprodutiva.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo Geral
Investigar a ocorréncia das delecdes -a*’ e -a*? através da metodologia de

Gap-PCR em pacientes com suspeita clinica de talassemia alfa atendidos no
Ambulatério de Hematologia do Hospital Geral de Guarus no municipio de

Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro.

5.2. Objetivos Especificos
e Implementar o método de Gap-PCR para o rastreio regional das delecdes -
a*’ e -a*? em pacientes com suspeita clinica de talassemia alfa em
Campos dos Goytacazes;
e Determinar a frequéncia da delecao -a*"na populacéo estudada,;

e Determinar a frequéncia da delecéo -a*? na populacédo estudada;
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e Determinar o tipo de delecdo a°, se presente na populacédo estudada;

e Comparar os resultados dos exames hematolégicos e bioquimicos ao
resultado do exame molecular de cada paciente do estudo;

e Fornecer dados aos profissionais hematologistas interessados em
aprimorar a atengéo voltada a esses pacientes.

6. MATERIAL E METODOS

6.1. Tipo de estudo
Estudo transversal de populacdo fechada de pacientes (n = 70) com

suspeita de talassemia alfa atendidos no Ambulatorio de Hematologia do Hospital
Geral de Guarus no municipio de Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro.

6.2. Aspectos éticos
Os objetivos deste estudo estdo inseridos no contexto dos projetos de

pesquisa “Desenvolvimento de testes moleculares rapidos, altamente eficientes e
econdmicos para o diagnostico de doencas genéticas humanas: Fortalecendo a
interiorizacdo da Genética no SUS” e “Implantacdo do ambulatorio de genética
médica do Hospital Escola Alvaro Alvim: rumo & interiorizacdo do diagndstico
genético na rede de saude” aprovados pela Comissdo Regional de Etica em
Seres Humanos da Faculdade de Medicina de Campos, com folhas de rosto
FR278769 (13 de maio de 2010) e FR278771 (19 de agosto de 2009),
respectivamente.

A inclusdo dos sujeitos da pesquisa neste projeto foi voluntaria por meio de
assinatura do Termo de Anuéncia Livre e Esclarecido (Anexo A).

O levantamento de dados secundarios foi feito com o consentimento do Dr.
Wilson Rodrigues Cabral Filho (Diretor Geral do Hospital Geral de Guarus) (Anexo
B). Ele também deu autoriza¢do para que o home da instituicdo possa constar no

trabalho, bem como em futuras publicacfes na forma de artigo cientifico.

6.3. Sujeitos da pesquisa
As caracteristicas da populacdo estudada estdo associadas ao motivo da

realizacdo do teste genético e a percepcdao do risco associado suspeita de
talassemia alfa, uma vez que se trata de amostra intencional, cuja selecdo e

participacdo estdo primariamente vinculadas a indicacdo da testagem.
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Pacientes com suspeita clinica de talassemia alfa, voluntarios da pesquisa,
atendidos no Ambulatério de Hematologia do Hospital Geral de Guarus, foram
encaminhados ao Nucleo de Diagnostico e Investigacdo Molecular (NUDIM) pelo
médico hematologista Dr. Jodo Tadeu Damian Souto Filho. Os pacientes foram
elegiveis segundo os seguintes critérios de inclusdo: pacientes com anemia
persistente (valor de hemoglobina abaixo de 13,0 g/dl, eritrcitos hipocrémicos e
microciticos). Os critérios de exclusdo foram: pacientes com indices
hematimétricos com valores dentro do parametro de normalidade (seguindo o

valor de referéncia) e pacientes anémicos por deficiéncia alimentar.

6.4. Coleta de dados
Dados secundarios de pacientes (n = 70) com suspeita de talassemia alfa

atendidos no Ambulatério de Hematologia do Hospital Geral de Guarus no
municipio de Campos dos Goytacazes foram coletados retrospectivamente. Essa
coleta foi feita com a autorizacdo do médico hematologista Dr. Jodo Tadeu
Damian Souto Filho. Os dados secundarios foram transcritos a partir de
informacBes arquivadas em computadores da instituicdo. Fizeram parte dos
dados levantados para a pesquisa: nome, sexo, idade, endereco, telefone e
diagndstico clinico.

Os dados coletados foram acessados apenas pelos pesquisadores
responsaveis (ENRIQUE MEDINA-ACOSTA, coordenador da pesquisa, JOAO
TADEU DAMIAN SOUTO FILHO, médico hematologista, e KATRINE DA SILVA
LEONARDO, pesquisadora técnica), que se comprometeram a manté-los em
absoluto sigilo.

A fim de garantir a confidencialidade, as informacdes e/ou resultados foram
divulgados em eventos cientificos e serdo publicados na forma de artigo cientifico
com codificagdo dos nomes por sequéncias numéricas, de acordo com a
Resolucdo CNS n° 466 de 2012.

6.5. Material biologico
A amostra de sangue foi coletada sem dissociacdo dos dados levantados.

A coleta foi feita através de puncéo venosa dos pacientes, em 2 tubos contendo
anticoagulante Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA) na concentracdo de
1/50 e 1 tubo sem anticoagulante. Essa coleta foi realizada no NUDIM. Um tubo

de coleta com EDTA e o tubo sem anticoagulante foi repassado ao laboratorio de



35

Andlises Clinicas do Hospital Escola Alvaro Alvim a fim de atualizar os dados
referentes aos exames hematoldgicos e bioquimicos. O segundo tubo coletado
com EDTA ficou sob a posse do NUDIM para Pesquisa intraeritrocitaria de
hemoglobina H, extracdo de DNA gendmico e investigacdo molecular da patologia
em questdo. A analise determinou a presenca ou auséncia da delecdo
investigada. Essa informacéo foi utilizada de maneira sigilosa para predizer o

estado de portador dessa alteracdo genética.

6.6. Exames hematoldgicos e bioquimicos
Os exames realizados foram: hemograma completo (contagem de

eritrécitos, hemoglobina, hematécrito, volume corpuscular médio, hemoglobina
corpuscular média, concentracdo de hemoglobina corpuscular média), contagem
de reticulécitos, dosagem de gama glutamil transpeptidase, ferro, ferritina,
transferrina, saturacdo da transferrina, transaminase glutdmica oxalacética,
transaminase glutamica piravica, bilirrubina total, bilirrubina direta, bilirrubina
indireta, fosfatase alcalina, lactato desidrogenase, eletroforese de hemoglobina
Al, hemoglobina A2, hemoglobina Fetal, hemoglobina S.

A fim de investigar a presenca de hemoglobina H intraeritrocitaria foi
realizado uma pesquisa com corante Azul de Cresil Brilhante em sangue total.
Para realizacdo deste teste foi necessario incubar 2 gotas de sangue total com
anticoagulante EDTA mais 4 gotas do corante por 30 minutos a 37°C. Seguiu-se
com a confec¢do do esfregaco sanguineo em lamina e visualizacdo das células
em microscopio 6ptico. Todas as laminas foram fotografadas para arquivar os

dados.

6.7. Iniciadores utilizados no ensaio da Gap-PCR
A selecédo dos iniciadores para amplificacdo da regido de interesse foi

baseada no protocolo Gap-PCR (Lederer et al., 2009). Para validar in silico os
iniciadores da referéncia, foram utilizados os seguintes critérios: anelamento dos
inciadores a um anico sitio no genoma (regido de interesse); reduzido potencial
de auto complementariedade; auséncia de formacéo de hairpin; auséncia de auto-
anelamento; nenhuma formacdo de dimeros; temperatura de anelamento do
iniciador entre 58-60°C; e conteudo de bases citosina e guanina entre 40-60%.
Para essa validacdo foi utilizado o programa livre e online OligoCalc -

Oligonucleotide Properties Calculator
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(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html). Os iniciadores
indicados no protocolo Gap-PCR (Lederer et al., 2009) ndo atenderam aos
critérios citados.

Novos iniciadores foram redesenhados (Tabela 2) afastando poucos pares
de bases (méximo de 38 pb) acima ou abaixo em relacdo aos iniciadores do
protocolo de (Lederer et al., 2009). Para garantir a especificidade, manteve-se o
tamanho dos iniciadores com comprimento 6timo entre 18—22 pb. Esses novos
iniciadores foram validados in silico utilizado a ferramenta OligoCalc. E dessa vez,
os critérios citados foram satisfatoriamente atendidos, com excec¢do do iniciador
(P3) que tinha potencial para formacdo de hairpin. Essa questdo foi resolvida
apos a mudanca da base nitrogenada citosina por uma base nitrogenada guanina
na regido 5 do iniciador P3. A validacéo in silico foi feita utilizando ferramentas
online: iPCR-UCSC - University of California Santa Cruz
(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr?command=start) e BLAST-PCR-NCBI -
National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Foi obtida a amplificacdo, in
silico, de trés fragmentos com tamanhos de 1.996 pb para a delecdo de 3.7 kb,
1.775 pb para o alelo sem a delecdo e 1.607 pb para a delecao de 4.2 kb (Tabela
3 e figura 6).

Os iniciadores utilizados foram sintetizados pela Life Technologies

Corporation.


http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr?command=start
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Tabela 2. Iniciadores a serem utilizados para identificacdo das principais delecdes (-a*’ e -a*?) da talassemia alfa.

Iniciadores Localizacao Sequéncia
DS16221920F (P1) chrl6:221920 tcccctcacctacattctge
DS16221920R (P2) chrl6:227733 agcaaatgcatcctcaaagc
DS16223694R (P3) chrl6:223694 gtttattcaaagaccaggaagg
DS16219256F (P4) chrl6:219256 acacccttcccagtttaccc
DS16219256R (P5) chrl6:225109 tgccaccctcttctgactct

Tabela 3. Caracterizacao dos principais genotipos de talassemia alfa de acordo com o tamanho do fragmento resultante da
metodologia Gap-PCR (validados in silico).

Distancia entre os Tamanho do
Genotipo Iniciadores usados iniciadores (pb) amplicon (pb) Validacdao in silico Figura 6
-7 P1 + P2 5.814 1.996 chrl6:221920+227733 A
-a*?/-g*2 P4 + P5 5.854 1.607 chr16:219256+225109 B
aa/aa P1+ P3 1.775 1.775 chr16:221920+223694 C
-o*Jaa P1+P2ePl+P3 5.814e 1.775 1.996 e 1.775

-a*?/aa P4 +P5eP1+P3 5.854e1.775 1.607 e 1.775



http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr?hgsid=338717619&org=Human&db=hg19&wp_target=genome&wp_f=tcccctcacctacattctgc&wp_r=agcaaatgcatcctcaaagc&Submit=submit&wp_size=10000&wp_perfect=15&wp_good=15&boolshad.wp_flipReverse=0
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr?hgsid=338717619&org=Human&db=hg19&wp_target=genome&wp_f=tcccctcacctacattctgc&wp_r=agcaaatgcatcctcaaagc&Submit=submit&wp_size=10000&wp_perfect=15&wp_good=15&boolshad.wp_flipReverse=0
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr?hgsid=338717619&org=Human&db=hg19&wp_target=genome&wp_f=tcccctcacctacattctgc&wp_r=gtttattcaaagaccaggaagg&Submit=submit&wp_size=10000&wp_perfect=15&wp_good=15&boolshad.wp_flipReverse=0
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=338717619&db=hg19&position=chr16:219256-225109&hgPcrResult=pack
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=338717619&db=hg19&position=chr16:219256-225109&hgPcrResult=pack
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=363550201&db=hg19&position=chr16:221920-227733&hgPcrResult=pack
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=363552501&db=hg19&position=chr16:219256-225109&hgPcrResult=pack
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=363551511&db=hg19&position=chr16:221920-223694&hgPcrResult=pack
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Figura 6. Posicéo fisica e tamanho dos produtos esperados do ensaio da Gap-PCR. Captura de imagem dos produtos utilizando a ferramenta PCR
in silico no browser UCSC. Os iniciadores P1, P2, P4 e P5 estéo localizados na regido intergénica flanqueadora dos genes HBA2-HBAL. O iniciador P3
esta localizado no éxon 3 do gene HBA2. (A) Produto de 5.814 pb (P1 e P2); (B) Produto de 1.775 pb (P1 e P3). (C) Produto de 5.854 pb (P4 e P5).
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6.8. Desenho experimental paraidentificacdo das delegbes
Para identificar as delecées -a*’ e -a*? foi utilizado a metodologia de Gap-

PCR (Lederer et al., 2009) que permite amplificar transversalmente as delecoes
utilizando iniciadores que flanqueiam os pontos de quebra (breakpoints),

conforme desenho mostrado na Figura 7.

P4 P1

P5 P2

P3

Figura 7. Localizagdo esquemaética dos iniciadores nos loci. Os iniciadores P1 e P3 s&o
responsaveis pela amplificagédo do alelo selvagem. Os iniciadores P1 e P2 amplificam o fragmento
com a delecéo -a*’. Par de iniciadores P4 e P5 amplifica o fragmento com a delec&o -a*2.

A regido entre os iniciadores P1 a P5 tem 3.190 pb. A amplificacdo desse
grande fragmento ndo ocorre nas condicdes do ensaio. Por essa razdo hé
necessidade de utilizar o iniciador P3. A regido compreendida entre os iniciadores
P1 e P3 tem apenas 1.775 pb e, portanto, ocorre a amplificacdo. De P1 até P2 e
de P4 até P5 também nao ocorre amplificacdo, pela mesma razéo que P1 e P5.
Portanto individuos nédo acometidos s0 apresentardo o produto de 1.775 pb. Ja os
individuos que apresentam uma das delecdes (-a*’ ou -o*?) apresentardo um
produto de tamanho menor que a sequéncia de um individuo ndo acometido. Os

iniciadores P1 e P2 geram um produto de 1.996 pb num individuo com a delecéo -



40

a*>’. Os iniciadores P4 e P5 geram um produto de 1.607 pb num individuo com a
delecdo -a*? (Figura 8).

Um individuo homozigoto para uma das delecbes ndo apresentard um
produto de 1.775 pb, que apareceria em um individuo ndo acometido. Isso porque
os iniciadores P1 e P3 foram estrategicamente desenhados para se anelar a
regido onde ocorre a delegdo, ou seja, o produto de 1.996 pb n&o aparecerd, pois,
o iniciador P1 ndo conseguira se anelar (regido eliminada), o mesmo ocorre com
o produto de 1.607 pb.

Figura 8. Representacdo esquematica da separacéo eletroforética dos produtos obtidos por
Gap-PCR em gel de agarose. A coluna 1 (esquerda para direita) corresponde ao Marcador de
Peso Molecular 100 pb; as colunas 2 e 3 representam amostras homozigotas para a delecdo -a*’
e -o*? respectivamente; 4 representa amostra sem delecdo (oo/aa) e as colunas 5 e 6
representam amostras heterozigotas para a delecéo - e-a* respectivamente.

6.9. DNA gendmico de referéncia

DNA genbmico controle positivo para a delegéo -a*> foi cedido pelo Dr.
Isaac Lima da Silva Filho (Tecnologista da Fundacdo Oswaldo Cruz — RJ). Como
controle negativo foi utilizado amostra de um individuo com os resultados do
hemograma dentro dos parametros de normalidade e auséncia dos fragmentos

caracteristicos das delecdes (-a*>’ e -a*?).
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6.10. Extragc&do de DNA genbmico
Amostras coletadas foram submetidas a técnica de extracdo do DNA

gendmico utilizando o kit /lustra™ blood genomicPrep - GE Healthcare Life

Sciences - UK, conforme a especificacéo do fabricante.

6.11. Quantificacdo de DNA gendGmico
O DNA extraido foi quantificado de forma direta utilizando o aparelho de

espectrofotometria NanoDrop® 2000 - Thermo Scientific.

6.12. Padronizacdo do método de Gap-PCR
Foram avaliados os efeitos das seguintes variaveis: concentracdo do DNA

alvo (100 — 200 ng) e condicdes de amplificacdo (quantidades de ciclos e
temperatura de anelamento). A enzima Platinum®Taq DNA Polymerase - Life
Technologies Corporation - foi utilizada para a amplificacdo dos fragmentos de
acordo com a especificacéo do fabricante.

A validacdo dos iniciadores foi feita com uma amostra controle negativo
(auséncia dos fragmentos caracteristicos das delecées -a>’ e -a*?) e uma
amostra controle positivo para a delecdo -o*’. As amostras foram submetidas a
amplificac@o através do método de Gap-PCR utilizando os iniciadores especificos
(P1 + P3) e (P1 + P2), respectivamente. Este ensaio foi realizado de acordo com
as seguintes condi¢des: (i) concentracdo de iniciadores de 10 mM (ii) Tampé&o
com 20 mM de Tris-HCI (pH 8), 40 mM de NaCl, 2 mM de Na,SO,4, 0,1 mM de
EDTA, 1 mM de Ditiotreitol, estabilizantes e 50% (v/v) de glicerol (iii) 50 mM de
MgCl, (iv) dNTP na concentracdo de 10 mM (v) amostra de DNA normalizadas
para 200 ng; (vi) 1,25 U da enzima Platinum Tag DNA Polymerase (vii) agua
destilada para completar o volume final de 50 uL (viii) ciclos térmicos com hotstart
a 96°C por 15 minutos, desnaturacdo a 98°C por 45 segundos, anelamento a
59°C por 90 segundos, extensao 72°C por 135 segundos, e extensao final a 72°C
por 60 minutos. Essas condi¢cdes foram mantidas para todas as amostras
testadas.

Os iniciadores P4 e P5 nédo foram validados por falta de controle positivo
para a delecdo -a*?. Porém a falta desse controle no invalida a analise ja que in

silico a reacao ocorre e a enzima € capaz de amplificar o produto esperado.
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6.13. Eletroforese em gel de agarose
Os produtos de amplificacdo obtidos pelo método de Gap-PCR foram

submetidos a separacao eletroforética em géis de agarose a 0,7% em tampao
TAE 1X (100 volts durante 240 minutos) e em seguida foram fotodocumentados
pelo sistema MF-ChemiBis 3.2 - DNR Bio-Imaging Systems Ltda. O Marcador de
Peso Molecular (MPM) 100 pb DNA Step Ladder - Promega Biotecnologia do
Brasil Ltda - foi utilizado como referéncia.

6.14. Andlise dos dados
Os dados secundarios, os resultados da genotipagem e os resultados dos

testes hematoldgicos e bioquimicos foram gerenciados utilizando o programa
Epidata Versdo 3.1 e analisados com o programa EpiData Analysis V2.2.1.171.
para determinacdo das frequéncias das delecbes investigadas e comparacao
entre os resultados dos exames hematoldgicos e o exame molecular (Lauritsen e
Bruus, 2000-2008).

7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. Caracterizacdo da populacéo estudada
A populacdo estudada constou de 24 pacientes do sexo masculino

(34,28%) e 46 (65,71%) do sexo feminino, todos incluidos por suspeita clinica de
talassemia alfa e que ndo tinham diagnéstico molecular para as delecées -a*’ e -
a*? dos genes alfa-globina. Os pacientes se originaram de duas localidades:
Campos dos Goytacazes, RJ (n=65) e Alegre, ES (n=5). A distribuicdo de
comorbidades hematoldgicas foi a seguinte: talassemia beta (n=5), traco
falciforme (n=5), talassemia beta e traco falciforme (n=1) e leucopenia (n=2). Para
65 pacientes os valores de ferro foram dentro do parametro de normalidade (valor
de referéncia: 50 a 150 pg/dL). Cinco pacientes apresentaram anemia ferropriva
(Tabela 4).

A populagéo estudada incluiu 14 casos de parentesco bioldgico de 1° grau
e 2° grau para examinar o padrao de heranca das dele¢cées em estudo. Esses 14
casos compreenderam nove binémios méae-filho(a), dois bindmios pai-filho(a), um
trio mae, pai e filho e um par de irméos plenos.

Com excecao de cinco pacientes que apresentaram anemia ferropriva

guando da incluséo, a conduta terapéutica foi a de néo incluir ferro suplementar.
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Todos os pacientes foram contatados e compareceram ao NUDIM. Os 70
pacientes receberam o0s devidos esclarecimentos sobre a pesquisa e decidiram
por aceitar a participar. Assim, esse trabalho integra 100% do recrutamento por
busca ativa dos sujeitos da pesquisa, configurando uma populacdo muito

importante.

Tabela 4. Talassemia alfa e outras alteracdes hematoldgicas encontradas:

A* B C D E
Delecdo -a*’ em homozigose 0 2 0 1 1
Delecdo -a*’ em heterozigose 0 1 1 2 1
Auséncia da delecao -a*’ 5 2 0 2 0

*(A) Talassemia alfa + beta, (B) Talassemia alfa + trago falciforme, (C) Talassemia alfa + beta +
traco falciforme, (D) Talassemia alfa + anemia ferropriva, (E) Talassemia alfa + leucopenia.

7.2. Exames hematoldgicos e bioquimicos
Para cada paciente foram solicitados exames laboratoriais para avaliar 23

pardmetros hematologicos e bioquimicos relevantes a suspeita clinica de
talassemia alfa. A cobertura dos exames foi de 93% (1.497 testes efetuados e 113
testes ndo efetuados por causa de material insuficiente ou indisponivel). A maior
deficiéncia da cobertura foi para o teste de dosagem da ferritina, que exigiu envio
da amostra para fora da cidade. Atenta-se ao fato que para os parametros mais
informativos nesse diagndstico (volume corpuscular médio e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média) a cobertura foi 100%. O quadro 1 resume 0S
principais achados laboratoriais (hematolégicos e bioquimicos) nesses pacientes.
Os valores de referéncia se encontram listados na tabela 5. Os resultados dos
exames hematoldgicos e bioquimicos foram comparados com o resultado do

exame molecular (vide se¢do 7.5).
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Quadro 1. Resultados dos exames hematoldgicos e bioquimicos realizados nos pacientes investigados.

VCM | HCM | Ht. LDH GGT |TGO | TGP |HbAl|HbA2 |HbF |HbS

1263F1 399,00 17,00 | 25,00 | 13,00 M Mi

0,70 | 340,00 22,00 | 25,00 | 23,00 1,90 |0,00

41,00

362,00 14,00 | 31,00 | 24,00 1,50 |0,00

320,00 249,00 32,00 | 31,00 | 23,00 | 95,80 1,50 |0,00

34,33 |5,34 |93,00 |53,50 | 290,00 | 32,06 0,30 | 393,00

oo L
oo

15,00 | 13,00 | 16,00 0,30 |0,00

1263F2 33,52 (4,51 |59,00 |MI 380,00 10,00 | 28,00 | 9,00 1,30 |0,00

1274F1 31,00 | 30,00 | 41,00 0,80 |0,00

86,00 59,80 | 300,00 | 28,66

1274F2 300,00 | 31,00 | MI 27,00 | 24,00 | 23,00 1,10 |0,00

400,00 1,40 31,00 | 21,00 | 19,00 | MI Mi Mi Mi

1649F1 396,00 1,20 |0,50 8,00 |[29,00|17,00|95,60|290 |1,50 |0,00

1649F2 400,00 1,10 |0,50 11,00 | 23,00 | 17,00 | 96,40 | 2,80 | 0,80 |0,00

1654F 395,00 (21,01 1,20 |0,60 395,00 17,00 | 27,00 | 12,00

1354

Ml Ml MI 0,60

381,00 13,00 | 19,00 | 8,00

1356 83,76 | 29,70 MI 0,70 | 0,40 |0,30 |391,00 15,00 | 27,00 | 15,00 | 95,40

1382 84,84 | 29,10 9,00 |39,00 27,00

1264 86,88 | 29,70 24,00 | 19,00 | 18,00

335,00 | 46,00

1269F1 | 87,80 | 30,77 19,00 | 20,00 | 13,00

1560F | 81,13 | 28,68 18,00 | 32,00 | 15,00 | 94,50

1636M | 86,65 | 28,07 293,00 | 46,00 |32,00 | 18,00 | 14,00
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Caso |VCM |HCM |Ht. Hgb. | CHCM | Erit. | Ferro |Ferri | Transf.|S. Tr. | Retic. | BT BD Bl LDH Fal. GGT | TGO | TGP |HbA1l |HbA2 | HbF | HbS
1638F | 82,49 |27,92 33,85 60,00 |49,60 |400,00 1,00 0,40 | 374,00 10,00 | 37,00 | 11,00 | 96,10 | 3,20 | 0,70 | 0,00
1650M | 85,55 | 29,62 34,63 | 4,22 74,10 | 380,00 0,50 (0,40 (0,10 27,00 | 20,00 2,60 |0,30 |0,00
1650F1 | 83,80 | 30,38 120,00 | 43,30 | 270,00 |44,44|1,40 |0,50 |0,30 |0,20 7,00 | 35,00 (16,00 3,10 | 0,30 |0,00
1650F2 | 90,98 1,20 |0,40 |0,20 | 0,20 |379,00 51,00 |9,00 |25,00] 16,00 290 |0,40 |0,00
1393F | 81,26 |28,54|37,30 35,12 | 4,59 |50,00 (Ml 320,00 Mi 1,00 | MI Mi 13,00 | 20,00 | 8,00

1393P | 85,64 |29,74|40,20| 13,80 |34,33 |(4,64 |87,00 |MI 260,00 |33,46 (1,00 |1,10 {0,40 |0,70 |322,00|83,00 |13,00| 14,00 |9,00 2,80 |0,30 |0,00
1564F | 80,34 |27,48|42,10| 14,40 | 34,20 |5,24 |73,00 |32,20 0,70 0,50 55,00 | 19,00 | 24,00 | 29,00 | MI Ml Ml Ml
1539 45,40 | 15,60 | 34,36 | 4,40 |84,00 |Ml 400,00 | 21,00|0,80 |1,00 0,40 33,00 | 19,00 | 26,00 | 8,00 2,60 |0,10 |0,00
1647F | 86,71 38,50 | 14,40 4,44 | 150,00 | 60,00 |262,00 0,80 0,80 0,30 | 404,00 | 35,00 | 38,00 | 24,00 33,00 3,20 |0,10 | 0,00
1648F | 85,61 45,20 5,28 |109,00 | 99,50 | 300,00 |36,33|/0,80 |0,50 |0,30 |0,20 |336,00 73,00 |49,00 | 15,00 |34,00 2,90 |0,20 |0,00
1649P | 84,82 41,90 4.94 |130,00 | 100,10 | 287,00 | 45,29 |0,60 |1,10 0,20 51,00 | 10,00 | 24,00 | 16,00 2,90 |0,30 |0,00
1529 4,47 | 72,00 | Ml 400,00 1,40 0,50 22,00 | 24,00 19,00 2,70 |0,40 |0,00
1252 33,15 | 4,73 34,30 1,00 |0,90 |0,40 |0,50 17,00 | 32,00 | 13,00 1,40
1508F2 32,96 | 4,69 | 134,00 | MI 380,00 | 35,26 1,00 |0,50 [0,30 |0,20 14,00 | 30,00 | 10,00 | 95,00 | 3,00 |2,00 |0,00
1617M 32,10 | 4,56 Ml 1,20 |0,50 |0,30 |0,20 100,00 | 20,00 | 26,00

1618 33,33 Ml 0,80 0,30 63,00 |12,00 | 31,00

1653 33,03 |5,02 |100,00 72,20 |320,00 |31,25 0,60 {0,40 |0,20 74,00 | 33,00 | 25,00

1613F 37,30 5,67 Ml 0,80 0,30 5,00 | 40,00

1625F 38,80 32,22 | 4,97 380,00 0,60 |0,80 0,30 20,00 | 29,00
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Quadro 1 (cont.)

Caso |VCM |HCM | Ht. Hgb. | CHCM | Erit. | Ferro |Ferri | Transf.|S. Tr.|Retic.|BT BD Bl GGT |TGO |TGP |HbAl |HbA2 |HbF |HbS

1608M 28,23 35,33 85,00 |47,00 |360,00 |29,80(1,20 |0,80 |0,20 |[0,60

20,00 | 28,00 | 38,00 2,90 |0,20 |0,00

1608P 22,00 | 38,00 | 40,00 3,00 |0,20 |0,00

28,21 | 40,20 | 14,70

105,00 | 195,30 | 285,00 | 36,84 0,90 |0,90 |0,40 |0,50

1269M | 88,92 | 28,98 32,59 101,00 | MI 280,00 |36,07|100 |050 |0,30 |0,20 |348,00 26,00 | 16,00 2,90 |0,00 |0,00

1543F | 83,02 | 28,54 34,38 (4,24 MI 258,00 0,90 0,60 [0,30 |0,30 |290,00 | 46,00 18,00 | 14,00 3,00 |0,40 |0,00

1355M | 82,54 | 28,12 34,07 (4,41 17,00 | 19,00 2,60 (0,40 |0,00

95,00 |38,70 |300,00 |31,67 0,50 (0,30 |0,20 |MI 50,00

1613M | 82,10 39,90 32,08 4,86 |53,00 |MI 7,00 |MI Mi Mi Mi

0,60 0,50 | 0,30 |0,20

1614F | 80,17 37,20 32,26 |4,64 |140,00 53,60 |300,00 |46,66 1,10 (0,70 0,20 24,00 (96,00 (2,90 |1,10 |0,00

1627M | 90,57 | 28,54 100,00 400,00 25,00 0,60 (0,70 |0,40 |0,30 2,60 |0,20 |0,00

2,60 |0,30 |0,00

‘ 33,00 |10,00

77,00

‘ 39,00

1,10 | 0,30 |0,80 |273,00|63,00 |18,00 |17,00|9,00

1275 |89,44|28,87 | 38,10 32,28 |4,26 |104,00 | 23,40 | 260,00 |40,00(0,80 (0,80 [0,20 |0,60
1390 ‘m ‘ 0,80 0,20
102,00 | 64,00

0,30 | 0,00

1562F 80 0,30

1391M

4,25 | 96,00

1249 Ml Mi Mi Ml Ml Ml Ml

1330 0,30 343,00 | 69,00 |30,00 |33,00 22,00

1543M 4,38 | 103,00

MI
£
;

‘ M | 400,00

4,96

0,60 (0,40 |0,20 |309,00 57,00 |19,00 |13,00 8,00

1561F 0,70 | 0,40 |0,30 |368,00|98,00 (22,00 |39,00|16,00

1531 0,60 | 0,40 |0,20 19,00 | 28,00 | 18,00

1617F 0,50 | 0,30 |0,20 22,00 |21,00 (11,00 | MI Mi Mi Mi

15,00 | 25,00 | 20,00 2,50 -0,00

1608F 74,00 | MI 400,00 0,50 | 0,30 |0,20
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CHCM | Erit.

VCM | HCM | Ht.

552,00

Ferro | Ferri | Transf Bl LDH Fal. GGT | TGO |TGP |HbA1l|HbA2|HbF |HbS

4,91 58,00 |52,40 33,00 | 19,00 |10,00 2,80 |0,40 |0,00
141,00 | MI 13,00 Mi Mi Mi
140,00 | MI 0,60 14,00 (20,00 |7,00 2,60 |1,00 |0,00
11400 (00 | 400,00 | 7800 | 010 000

2,80 |0,70 |0,00

2,70 |1,20 |0,00

380,00 10,00 0,00

0,00

1508F3

83,76 | 27,29

M: mée; P: pai;
MI: material insuficiente ou indisponivel

Erit: eritrécitos; Hgb: hemoglobina; Ht: hematécrito; VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média;
Ret: reticulécitos; GGT: Gama Glutamil Transpeptidase; Ferri: ferritina; Transf: transferrina; S. Tr.: saturacdo da transferrina;
TGO: transaminase glutdmica oxalacética; TGP: transaminase glutamica piravica; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BI:
bilirrubina indireta; Fal: fosfatase alcalina; LDH: lactato desidrogenase; HbAl: hemoglobina Al; HbA2: hemoglobina A2; HbF:

hemoglobina fetal; HbS: hemoglobina S.

Preenchido com a cor rosa: Paciente heterozigoto para a delecdo -a*’; preenchido com a cor azul claro: Paciente homozigoto
para a delecdo -o>'; preenchido com a cor roxa: Paciente sem a delecéo -a>’ e sem a delecdo -a*? preenchido com a cor azul
escuro: Resultado maior que o valor de referéncia; preenchido com a cor vermelho: Resultado menor que o valor de referéncia.
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Valores de referéncia Unidades Método
Eritrocitos* 4,2a6,0 Milhdes/mm®  Citometria automatizada
Hemoglobina* 13,5a 16,0 0/% Citometria automatizada
Hematdcrito* 37ab51 % Citometria automatizada
Volume Corpuscular Médio 80 a 96 fl Citometria automatizada
Hemoglobina Corpuscular Média 27 a 32 pg Citometria automatizada
Concentracéo de Hemoglobina Corpuscular Média 32a36 % Citometria automatizada
Contagem de Reticuldcitos 0,5a15 % Coloragéo supra vital
Gama Glutamil Transferase HOMEM: Até 55 U/L Colorimétrico enzimatico
MULHER: Até 38
Ferro sérico 50 a 150 pg/dL Colorimétrico enzimatico
Ferritina sérica HOMEM: 24,0 a 336 ng/mL Imunoenzimatico
MULHER: 11 a 307
Transferrina 250 a 410 pg/dL Colorimétrico
Capacidade de Saturacéo da Transferrina 20a55 % Colorimétrico
Transaminase Oxalacética Até 40 U/mL Cinético
Transaminase PirQvica Até 41 U/mL Cinético
Bilirrubina Total Até 1,2 mg/dL Colorimétrico
Bilirrubina Direta Até 0,4 mg/dL Colorimétrico
Bilirrubina indireta Até 0,8 mg/dL Colorimétrico
Fosfatase alcalina HOMEM: Até 115 U/L Cinético
MULHER: Até 105
Desidrogenase latica 207 a 414 U/L Cinético
Hemoglobina Al 94,3a96,5 % Cromatografia Liquida de Alta
Performance
Hemoglobina A2 25a3,7 % Cromatografia Liquida de Alta
Performance
Hemoglobina Fetal Até 2,0 % Cromatografia Liquida de Alta
Performance
Hemoglobina S Ausente Cromatografia Liquida de Alta

Performance

Os valores de referéncia emitidos no laudo dos exames do HEAA e *(Lorenzi, 2011).
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7.3. Exame molecular
O trabalho determinou o estado de portador ou néo portador das delecdes -

a*’ e -a*? - em pacientes com suspeita clinica de talassemia alfa. Para essa
finalidade foi introduzida no laboratério NUDIM o meétodo de Gap-PCR. A
interpretacdo desse método € simples, pois se baseia na distingdo do tamanho
dos produtos obtidos. Assim, individuos ndo acometidos pelas delecdes -o°*” e -

a*? apresentaram um produto de 1.775 pb. Individuos com a delecdo -o*’

apresentaram um produto de 1.996 pb e individuo com a delecdo -a*?
apresentaram um produto de 1.607 pb (Figura 9). Os resultados para os 70
pacientes investigados a partir do método de Gap-PCR encontram-se

mencionados na tabela 6.

2.000
1.700

1.000

Figura 9. Perfil eletroforético dos produtos de amplificacdo por Gap-PCR. Gel de agarose
0,7% apos coloragdo com gel red e visualizagdo em luz ultravioleta. (M) Marcador de Peso
Molecular 100 pb. (1) DNA gendémico alvo controle negativo para as dele¢bes -a* e -a*? (2) DNA
gendmico alvo controle positivo homozigoto para a dele¢céo - (3) DNA genbmico alvo do
paciente (Caso 1249) homozigoto para a delecdo -a* (4) DNA gendmico alvo do paciente (Caso
1252) heterozigoto para a delecéo o,
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Tabela 6. Diagnostico baseado em exames hematoldgicos versus diagnostico baseado no exame molecular.

Caso Sexo Nascimento Diagnoéstico Hematologico Diagndstico Molecular
1274M F 04/05/1980 Talassemia alfa + beta Auséncia -a3.7 e -04.2
1274F1 M 09/11/1997 Talassemia alfa + beta Auséncia -a3.7 e -04.2
1274F2 M 13/09/2002 Talassemia alfa + beta Auséncia -a3.7 e -04.2
1565F M 21/02/2003 Talassemia alfa + beta Auséncia -a3.7 e -04.2
1646F F 04/08/1980 Talassemia alfa + beta Auséncia -a3.7 e -04.2
1393F M 28/12/2002 Talassemia alfa + traco falciforme Auséncia -a3.7 e -04.2
1636M F 10/10/1958 Talassemia alfa + traco falciforme Auséncia -a3.7 e -04.2
1252 F 03/01/2007 Talassemia alfa + traco falciforme Heterozigoto -a3.7
1249 F 02/02/1999 Talassemia alfa + traco falciforme Homozigoto -a3.7
1530 M 28/06/2000 Talassemia alfa + traco falciforme Homozigoto -a3.7
1618 F 30/12/1978 Talassemia alfa + beta + traco falciforme Heterozigoto -a3.7
1539 F 22/05/1958 Talassemia alfa + anemia ferropriva Auséncia -a3.7 e -a4.2
1650F1 M 26/06/2008 Talassemia alfa + anemia ferropriva Auséncia -a3.7 e -a4.2
1508F2 M 02/11/2008 Talassemia alfa + anemia ferropriva Heterozigoto -a3.7
1529 F 01/01/1967 Talassemia alfa + anemia ferropriva Heterozigoto -a3.7
1503 F 21/05/1991 Talassemia alfa + anemia ferropriva Homozigoto -a3.7
1275 F 19/04/1958 Talassemia alfa + leucopenia Heterozigoto -a3.7
1281 M 07/08/2000 Talassemia alfa + leucopenia Homozigoto -a3.7
1263F1 F 03/12/2003 Talassemia alfa Auséncia -a3.7 e -04.2




Tabela 6 (cont.)

Caso Sexo Nascimento Diagnoéstico Hematologico
1263F2 F 19/06/2008 Talassemia alfa
1264 F 19/04/1989 Talassemia alfa
1269F1 F 20/02/1978 Talassemia alfa
1329 F 03/03/1959 Talassemia alfa
1354 F 02/02/1947 Talassemia alfa
1356 F 22/04/2005 Talassemia alfa
1357 M 24/12/2006 Talassemia alfa
1382 M 29/12/2005 Talassemia alfa
1393P M 01/08/1981 Talassemia alfa
1560F F 18/02/2004 Talassemia alfa
1564F M 02/02/2001 Talassemia alfa
1638F F 14/11/2008 Talassemia alfa
1647F F 22/12/1982 Talassemia alfa
1648F M 19/10/1998 Talassemia alfa
1649P M 28/07/1988 Talassemia alfa
1649F1 F 08/03/2012 Talassemia alfa
1649F2 M 25/08/2009 Talassemia alfa
1650M F 04/09/1971 Talassemia alfa
1650F2 F 10/09/1992 Talassemia alfa

Diagnostico Molecular




Tabela 6 (cont.)

)
D
X
(@)

Caso

Nascimento

Diagnostico Hematoldgico

Diagnostico Molecular

1654F
1269M
1355M
1543F
1608M
1608P
1613F
1613M
1614F
1617M
1625F
1627M
1653

1280

1330

1355F
1390

1391M
1391F

=< 1 N T A A A = B B B B I B R I I g

05/10/2005
18/07/1960
10/11/1979
10/11/1984
19/07/1987
12/12/1988
03/06/2011
07/06/1989
01/03/2007
24/10/1962
25/06/2002
15/11/1946
26/11/1981
10/11/2007
08/09/1950
24/05/2004
07/09/1935
02/06/1977
06/06/2006

Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa

Auséncia -a3.7 e -04.2

Heterozigoto -a3.7
Heterozigoto -a3.7
Heterozigoto -a3.7
Heterozigoto -a3.7
Heterozigoto -a3.7
Heterozigoto -a3.7
Heterozigoto -a3.7
Heterozigoto -a3.7
Heterozigoto -a3.7
Heterozigoto -a3.7
Heterozigoto -a3.7
Heterozigoto -a3.7
Homozigoto -a3.7
Homozigoto -a3.7
Homozigoto -a3.7
Homozigoto -a3.7
Homozigoto -a3.7
Homozigoto -a3.7




Tabela 6 (cont.)

Caso Sexo

Nascimento

Diagnoéstico Hematologico

Diagnostico Molecular

1392 F
1508F1 M
1508F3 M
1531 M
1534 F
1543M F
1546F F
1561F F
1562F F
1603 F
1608F F
1617F F
1625M F

03/06/1987
16/12/2001
13/11/1996
25/05/2008
16/12/1926
22/08/1961
27/01/1984
02/05/1958
17/03/1947
29/06/1972
22/09/2008
03/08/1996
27/11/1972

Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa
Talassemia alfa

Homozigoto -a3.7
Homozigoto -a3.7
Homozigoto -a3.7
Homozigoto -a3.7
Homozigoto -a3.7
Homozigoto -a3.7
Homozigoto -a3.7
Homozigoto -a3.7
Homozigoto -a3.7
Homozigoto -a3.7
Homozigoto -a3.7
Homozigoto -a3.7
Homozigoto -a3.7

Paciente: (M) méae; (P) pai; (F) filho.
Sexo: (M) masculino; (F) feminino.
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7.4. Padrao de hereditariedade
Para avaliar a possibilidade de ocorréncia de mutagdo de novo nos

portadores, determinamos o padrédo de heranca em seis nucleos familiares. Em
todos os seis casos a delacdo foi identificada em pelo menos um dos
progenitores. Em um caso, ambos os progenitores foram diagnosticados como
portadores. Esses dados sugerem a transmissdo da mutagcdo em todos os casos
estudados (Tabela 7).

Tabela 7. Padrao de hereditariedade na populagéo estudada.

Familia Caso Diagnostico Molecular
1 1608M Heterozigoto -a3.7
1608P Heterozigoto -a3.7
1608F Homozigoto -a3.7
2 1355M Heterozigoto -a3.7
1355F Homozigoto -a3.7
3 1391M Homozigoto -a3.7
1391F Homozigoto -a3.7
4 1617M Heterozigoto -a3.7
1617F Homozigoto -a3.7
5 1543M Homozigoto -a3.7
1543F Heterozigoto -a3.7
6 1625M Homozigoto -a3.7
1625F Heterozigoto -a3.7

7.5. Exame molecular versus exames hematoldgicos e bioquimicos
7.5.1. Pacientes com talassemia alfa -a>’ em heterozigose
Um dos parametros de extrema importancia, que na maioria das vezes esta

diminuido na talassemia alfa, € o VCM. O VCM mede o tamanho dos eritrocitos e
€ um dos parametros do exame hemograma. Individuos traco alfa talassémicos (-
a*’/-a®") apresentam eritrécitos hipocrémicos com hemoglobina geralmente entre
11,0 e 13,0 g/dL e valor de VCM entre 75 e 80 fL. (Weatherall, 2004; Sonati e
Costa, 2006).

Dos 17 pacientes heterozigotos para a delecdo -a*’ apenas 10 (58,82%)
apresentaram valores de VCM abaixo do valor de referéncia. Analise estatistica
através do teste de Fisher mostra (p=0,7759), ou seja, hdo ha correlacdo entre o

valor de VCM e a condigdo de heterozigoto para a delegéo -a>”.
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Nenhuma varidvel hematolégica apresentou valor de (p<0,05), ou seja,
nenhuma varidvel hematolégica tem correlacdo com a presenca de talassemia

alfa em heterozigose (Tabela 8).

Tabela 8. Possiveis associacdes entre a condicdo heterozigota para a delecéo -
a*’ e as variaveis hematoldgicas.

Variavel hematoldgica Andlise estatistica (Teste de Fisher)

Contagem baixa de eritrocitos =~ RR=1,04 (ClI: 0,39-2,74) Fisher exact p=1,0000
RR=2,36 (CI: 0,35-15,71) Fisher exact
Dosagem baixa de hemoglobina p=0,4376

Hematdcrito baixo RR=0,90 (CI: 0,38-2,12) Fisher exact p=1,0000
Baixo VCM RR=0,84 (ClI: 0,37-1,95) Fisher exact p=0,7759
Dosagem baixa da HCM RR=1,01 (CI: 0,44-2,34) Fisher exact p=1,0000
Dosagem baixa da CHCM RR=0,41 (ClI: 0,13-1,29) Fisher exact p=0,1429
Dosagem elevada de HbF RR=1,10 (CI: 0,19-6,39) Fisher exact p=1,0000

7.5.2. Pacientes com talassemia alfa -a>’ em homozigose
Trés variaveis hematoldgicas apresentaram valor de (p<0,05). Sdo elas:

VCM abaixo do valor de referéncia, dosagem baixa da HCM e dosagem baixa da
CHCM. Esses resultados mostram que esses trés parametros estao fortemente

associado a presenca de talassemia alfa em homozigose (Tabela 9).

Tabela 9. Possiveis associacdes entre a condicdo homozigota para a delecéo -
a*’ e as variaveis hematoldgicas.

Variavel hematologica Andlise estatistica (Teste de Fisher)

Contagem baixa de eritr6citos RR=0,51 (CI: 0,17-1,49) Fisher exact p=0,2317
Dosagem baixa de

hemoglobina RR=3,25 (ClI: 0,50-21,23) Fisher exact p=0,2541

Hematdcrito baixo RR=1,12 (CI: 0,54-2,33) Fisher exact p=1,0000

Baixo VCM RR=13,00 (ClI: 1,86-90,87) Fisher exact p=0,0000
RR=15,56 (ClI: 2,22-109,02) Fisher exact

Dosagem baixa da HCM p=0,0000

Dosagem baixa da CHCM RR=3,59 (CI: 1,78-7,25) Fisher exact p=0,0003

Dosagem elevada de HbF RR=0,75 (CI: 0,13-4,26) Fisher exact p=1,0000

O VCM em 22 (95,65%) dos 23 pacientes homozigotos para a dele¢ao a3’
foi abaixo do valor de referéncia. Analise estatistica mostra risco relativo igual a
13, ou seja, ha forte correlacéo entre o valor de VCM e a condi¢cdo de homozigose

para a delegéo -a*’.
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O risco relativo (RR) estima a magnitude da correlacdo entre ter a
talassemia alfa (em homozigose ou heterozigose) e a condicdo estudada nas
variaveis. RR indica quantas vezes a ocorréncia da condicdo estudada no
individuo com talassemia alfa € maior do que no individuo sem a talassemia alfa.
A dosagem baixa da HCM é a condi¢do que tem maior ocorréncia nos pacientes
com a delecdo -a>’ em homozigose.

A diferenca observada no valor de VCM entre pacientes homozigotos e
heterozigotos é explicada pelo fato de individuo com a delecdo em homozigose
apresentar 50% a menos na producao de cadeias alfa quando comparado a um
individuo normal (aa/aa). Enquanto o individuo com a dele¢cdo em heterozigose
apresenta 25% a menos. Assim, a microcitose é maior nos 23 pacientes
homozigotos.

Um estudo em éarea de alta prevaléncia de talassemia alfa mostrou que é
importante considerar a suspeita de talassemia alfa até mesmo em pacientes com
anemia que apresenta VCM dentro do valor de referéncia (80 a 96 fL) no qual a
causa da anemia ndo é por deficiéncia de ferro. Nesse caso, a frequéncia de
talassemia alfa foi de 32,63% (Chan et al.,, 2001). No presente trabalho, a
frequéncia de pacientes com valor de VCM normal entre os 40 pacientes com
talassemia alfa foi de 20%. Destaca-se, portanto, a importancia do diagndstico
através de exames moleculares.

As alteracdes hematolégicas do paciente com doenca de hemoglobina H
sdo: eritrécitos hipocrémicos (hemoglobina entre 8,0 e 11,0 g/dl), microciticos
(VCM entre 55 e 65 fL) (Weatherall, 2004; Sonati e Costa, 2006). Dois (2,85%)
pacientes apresentaram esse perfil, mas nenhum deles com exame molecular
positivo para a doenca de hemoglobina H. Um paciente é homozigoto para a

delecdo -a*’ e 0 outro ndo apresenta nenhuma das delecées investigadas.

7.5.3. Pacientes com talassemia alfa e outra doengca hematologica
Cinco pacientes (1274M, 1274F1, 1274F2, 1565F e 1646F) da populacdo

estudada foram incluidos por comorbidade com talassemia beta. Eles
apresentaram dosagem de hemoglobina Al baixa e hemoglobina A2 elevada,
como o esperado. Diferentemente dos pacientes sem essa comorbidade, onde

essa caracteristica ndo € padrao.
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Cinco pacientes (1530, 1249, 1252, 1393F e 1636M) apresentaram
comorbidade com trago falciforme. Neles foi confirmada a presenca de
hemoglobina S. Porém, a comorbidade n&o influenciou nos valores do
hemograma quando comparado aos pacientes cuja suspeita de talassemia alfa foi
afastada pelo teste molecular, isto €, apresentado apenas traco falciforme.
Quanto aos marcadores de hemolise, nenhum individuo apresentou dosagem de
bilirrubina indireta elevada, confirmando que a talassemia alfa diminui a anemia
hemolitica na anemia falciforme (Steinberg et al., 1984; Tome-Alves et al., 2000).

Um individuo (1618) apresentou duas comorbidades: talassemia beta e
traco falciforme. Porém, essas comorbidades néo influenciaram os valores do
hemograma quando comparado aos pacientes cuja suspeita de talassemia alfa foi
afastada pelo teste molecular. Como encontrado em pacientes com talassemia
alfa e talassemia beta, esse paciente apresentou dosagem de hemoglobina Al
baixa e hemoglobina A2 elevada. O teste hematoldgico foi confirmativo para
hemoglobina S. A dosagem de bilirrubina indireta estava dentro dos valores de
referéncia.

Cinco pacientes (1503, 1508F2, 1529, 1539 e 1650F1) apresentaram
comorbidade com anemia ferropriva. Apenas um paciente (1503) apresentou o0s

marcadores de deficiéncia de ferro alterados.

7.5.4. Pesquisa intraeritrocitaria de hemoglobina H
A pesquisa da hemoglobina H no sangue periférico é uma técnica de

coloracdo e visualizacdo ao microscopio com grande variabilidade, ja que a
hemoglobina H é rapidamente proteolisada pelo proprio eritrécito, o que dificulta a
sua deteccao (Weatherall, 2004; Sonati e Costa, 2006).

Esfregacos sanguineos foram preparados, a fim de investigar a presenca
de hemoglobina H intraeritrocitaria. As figuras 10 e 11 mostram esfregacos
sanguineos para pesquisa da hemoglobina H com resultados negativos em
paciente homozigoto para delecdo -a*’ e paciente sem a delecédo a3,
respectivamente. A figura 12 mostra o esfregaco sanguineo com resultado
positivo para a pesquisa de hemoglobina H em paciente heterozigoto para a
delecéo -a®’.

Apenas em 1 (1,42%) dos 70 pacientes foi possivel visualizar eritrocitos
com corpos de inclusdo de hemoglobina H. Esse dado demostra a subjetividade e

a baixa sensibilidade da técnica.
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A presenca de hemoglobina de Bart ndo foi visualizada, uma vez que ela
desaparece até 6 meses ap0s 0 nascimento e 0 paciente mais jovem apresenta 3

anos de idade.
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Figura 10. Pesquisa intraeritrocitaria de hemoglobina H (Caso 1393F). Foto de esfregaco
sanguineo em lamina corado com Azul de Cresil Brilhante e visualizado por microscopia Optica.
Resultado da pesquisa: negativo. Resultado Gap PCR: auséncia da delecdo -a*’ e auséncia da

delecdo -a*?,

Figura 11. Pesquisa intraeritrocitaria de hemoglobina H (Caso 1534). Foto de esfregaco
sanguineo em lamina corado com Azul de Cresil Brilhante e visualizado por microscopia Optica.

Resultado da pesquisa: negativo. Resultado Gap PCR: homozigoto para a delecéo -a®’.



60

Figura 12. Pesquisa intraeritrocitaria de hemoglobina H (Caso 1618). Foto de esfregaco
sanguineo em lamina corado com Azul de Cresil Brilhante e visualizado por microscopia optica.
Resultado da pesquisa: positivo. Resultado Gap PCR: heterozigoto para a delecéo -o>".
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7.6. Relagéo entre a presenca da delecéo e o fator idade
A maioria das criangas que nasce com uma doenga cronica em paises de

alta renda sobrevive, enquanto a maioria das criancas que nascem em paises de
baixa renda morre antes de 5 anos de idade. Hemoglobinopatias contribuem com
0 equivalente a 3,4% de mortalidade em criangcas com menos de 5 anos em todo
0 mundo ou 6,4% na Africa (Modell e Darlison, 2008).

A faixa etaria dos pacientes da populagédo estudada foi entre 3 e 88 anos.
Dos 70 pacientes, 14 (20%) tem idade superior a 50 anos. Essa taxa alta de idade
avancada justifica-se por serem pacientes acompanhados por hematologista que
tem como conduta o tratamento correto para esse tipo de anemia, ou seja, apesar
de serem pacientes com anemia hipocrémica e microcitica ndo tém deficiéncia de
ferro. Por esse motivo, eles ndo sdo submetidos ao tratamento com ferro
medicamentoso.

Andlise da distribuicdo por faixa etaria de pacientes portadores e nédo

37 revelou um maior nimero de homozigotos para a

portadores da delecdo -a
delecéo -o®*’ com idade entre 11 e 20 anos (Figura 13). O diagnéstico molecular
definitivo constitui um marco importante na vida desses pacientes, uma vez que o
diagnostico obtido ainda jovem proporcionara melhor qualidade de vida,

atenuando as complicac¢@es clinicas causadas pelo tratamento incorreto.



62

W -03.7/-03.7
W -a3.7/aa
W ao/aa

Numero de individuos

1-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90

Faixa etaria (anos)

Figura 13. Distribuicdo de idade no grupo de pacientes portadores e ndo portadores da
delecdo -a*’.

7.7. Frequéncia na populacao estudada

Dos 70 casos, 40 (57,1%) foram identificados como portadores da delegéo
que elimina 3.700 pb entre os genes HBA2 e HBAL1, conhecida como delegéo -a>’
da talassemia alfa. Destes, 17 (24,3%) séo individuos portadores silenciosos e 23
(32,8%) séo individuos traco alfa talassémicos. Todos os portadores foram da
cidade de Campos dos Goytacazes, RJ. Assim sendo, 30 (42,8%) dos pacientes
com suspeita de talassemia alfa ndo sdo portadores da delecdo -o*’. Isso afirma
a importancia de fazer o teste molecular uma vez que apenas 0 exame
hematolégico ndo é suficiente para fechar o diagnostico de talassemia alfa.

Um trabalho confirmou que a distribuicdo da talassemia alfa é
extremamente heterogénea dentro de diferentes paises e até mesmo dentro de
pequenas distancias geogréficas (Weatherall, 2010).

A alta frequéncia de portadores de talassemia alfa na populacdo brasileira
pode estar relacionada a composicao étnica nas diferentes regides, refletindo o
historico de miscigenacao entre americanos, europeus (Portugueses) e escravos
africanos desde os tempos da colonizacdo (Pereira et al.,, 1973; Zago e Costa,
1985).

Nenhum dos casos analisados apresentou a delecdo que elimina 4.200
pares de bases entre os genes HBA2 e HBA1 conhecida como delecéo -a*? da

talassemia alfa.
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Nenhum dos pacientes investigados apresentou a talassemia o°, portanto
nenhum casal corre risco de ter filhos com hidropsia fetal.

O estudo néo exclui a possibilidade de que os 30 pacientes com suspeita
de talassemia alfa que sejam portadores de outra delecdo ou mutacdo pontual
(Naoum, 1997; Tadmouri et al., 2006) que diminua a expressao dos genes alfa, ou
em genes proximais (Harvey et al., 1990) ou até em genes distantes, como por
exemplo, a mutacdo no gene ATRX (cromossomo X) que parece regular a
expresséo dos genes HBA1 e HBA2 (Steensma et al., 2005). Para elucidar essa
questado € necessario realizar testes adicionais para avaliar a expressao génica,
como: RT-PCR e investigar a presenca de uma mutacdo pontual através do
sequenciamento.

As delegdes envolvendo a regidao a-MRE silenciam a expresséo dos genes
alfa, mantendo-os fisicamente intactos, mas funcionalmente inativos (Romao et
al., 1991). Esse tipo de mutacdo causa a diminuicdo dos valores de VCM < 80 fL
e de HCM < 25 pg (Ribeiro e Sonati, 2008), quadro este apresentado em 8
(26,6%) dos 30 pacientes da pesquisa classificados como individuos que nao
apresentaram delecfes entre os genes HBA2 e HBAL.

Os pacientes diagnosticados como individuos que nao apresentaram
delecdes entre os genes HBA2 e HBAL precisam ser avaliados para solucionar a
causa dessa anemia. As possibilidades de anemia carencial e das delecées -a*’

e -a*? ja foram afastadas.

7.8. Frequéncia de talassemia alfa no Brasil e no mundo
A prevaléncia mundial de talassemia alfa esta estimada entre 5 a 20%

(Weatherall e Clegg, 2001). A talassemia foi originada em regifes tropicais e
subtropicais, mas agora é comum em todo o mundo devido a migracédo
(Weatherall e Clegg, 2001). A delecdo -a®’ da talassemia alfa predomina em
todas as regibes brasileiras ja estudadas (Tabela 10) (Cancado, 2006). Apesar da
elevada frequéncia da talassemia alfa no Brasil, essa € a hemoglobinopatia

menos investigada em nosso meio (Ballas, 2001).



Tabela 10. Regibes brasileiras estudadas para talassemia.

64

Regido Total das Descricao Presenca Delecéo -o*’ Delecdo -a°’ em Presenca Técnicade Referéncia
amostras dadelecdo em homozigose heterozigose da delecdo investigacdo
3.7 4.2
-a -a
BA 590 Cordao umbilical de 114 13 (2,5%) 101 (19,7%) 0 Variante de (Adorno et
recém-nascidos (22,2%) HPLC al., 2005)
RN 713 Adultos nédo 80 (11,2%) 1 (0,1%) 79 (11,1%) Nao PCR (Alcoforado
aparentados pesquisou et al., 2012)
RS 493 Individuos néo 53 (10,7%) 0% brasileiro 9 (4,5%) brasileiro 0 PCR multiplex (Wagner et
aparentados ascendente de  ascendente de al., 2010)
ascendéncia Europeu Europeu
Europeu e Africano
3 (1,6%) 41 (21,5%)
brasileiro brasileiro
ascendente de  ascendente de
Africano Africano
PA 220 Individuos com 30 1 (1%) anemia 20 (19,4%) N&ao Gap PCR (Souza et
anemia com e sem  (13,63%) com microcitose anemia com pesquisou  multiplex al., 2009)
microcitose e e hipocromia microcitose e
hipocromia; sem hipocromia
anemia 0% Anemia sem 1 (9%) anemia
microcitose e sem microcitose e
hipocromia hipocromia
1(9,1%) sem 7 (6,6%) sem
anemia anemia
BA 106 Mulheres gravidas 12 (11,3%) 1 (0,9%) 11 (10,4%) N&o PCR (Couto et al.,
com HbAC pesquisou 2003)




Tabela 10 (cont.)
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Regido Total das Descricéo Presenca Delecao -a°”' Delecao -a°”' Presenca Técnica de Referéncia
amostras dadelecdo em em dadelecdo investigacéo
-’ homozigose  heterozigose  -a*?

RJ 99 Criancas com 21 (21,2%) 3 (3%) 18 (18,2%) 0 PCR (Filho et al.,
anemia falciforme 2010)

RN 319 Individuos com 105 (32,9%) 12 (3,8%) 93 (29,1%) N&ao PCR (Bezerra,
microcitose e pesquisou 2009)
hipocromia

SP 339 98 adultos negros e 169 (49,9%) 18 (5,3%) 145 (42,8%) 0 PCR com (Borges et
241 caucasianos enzimas de al., 2001)
com microcitose e restricdo
hipocromia

RJ 70 Individuos com 40 (57,1%) 23 (32,8%) 17 (24,3%) 0 Gap-PCR Presente
microcitose e trabalho

hipocromia
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7.9. Relevancia do diagnodstico através do exame molecular
Este estudo é o primeiro a investigar a talassemia alfa através de exames

moleculares na populacdo de Campos dos Goytacazes. Ele confirma as
referéncias que, o diagnostico hematolégico nem sempre € conclusivo,
principalmente em casos das formas mais brandas da talassemia alfa. Por outro
lado, o diagnostico genético molecular para as dele¢c6es dos genes alfa é de
resolucéo especifica.

O prestigio maior do diagnéstico molecular € o poder de discriminar a
posicdo da delecdo em individuos com traco da talassemia. Essa classificacdo
ocorre para individuos com delecdo de dois genes alfa. O exame permite
identificar se houve a delecéo de dois genes alfa no mesmo cromossomo (--/aa)
ou dois genes alfa em cromossomos diferentes (-a/-a). O exame hematoldgico
nao faz essa distincdo, apenas assiste na identificacdo do traco alfa talassémico
(--/aa) ou (-a/-a). Essa distingdo é essencial para prevenir casais com a delecao (-
-laa) de terem filhos com a sindrome da hidropsia fetal.

A frequéncia da talassemia alfa pode ser maior do que a demonstrada
nesse estudo, se a pesquisa for feita na populacdo em geral. Assim, sera possivel
identificar os portadores silenciosos. Esses, apresentam exames hematologicos
com os resultados dentro dos valores de referéncia (Origa et al., 1993).

Os dados alcancados com essa pesquisa evidenciam a necessidade de
introduzir na rotina do laboratério de andlises clinicas o diagndéstico molecular
especifico para talassemia alfa, a fim de aumentar a sobrevida e qualidade de
vida dos acometidos, atenuando as complicacbes clinicas e prevenindo a
sindrome da hidropsia fetal.

Outro aspecto relevante, a partir do exame molecular, foi poder elucidar a
origem da talassemia na paciente 1608F que apresenta delecdo -o®*’ em
homozigose e diagndstico clinico de retardo mental. Tal associagdo é possivel
(Harvey et al., 1990; Wilkie et al., 1990; Pfeifer et al., 2000; Xue et al., 2003).
Porém, os relatos disponiveis referem a talassemia alfa adquirida em decorréncia
de mutacdo no gene ATRX ou pela sindrome ATR-16, 0 que claramente ndo é o
nosso caso. O presente estudo mostrou que no caso 1608F a talassemia alfa foi
de origem hereditéria, visto que ambos 0s progenitores sdo portadores da delecéo
-a*’. Sabendo que a sindrome ATR-16 elimina cerca de 2 Mb incluindo os dois

genes alfa, a hipétese de associagéo talassemia versus retardo mental por essa
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causa foi rejeitada, ja que o teste molecular evidenciou que um gene alfa, dos
dois presentes em um cromossomo, esta intacto (delecdo -a*’) no paciente
1608F. Contudo, essa investigacdo ndo descarta a possibilidade de comorbidade
entre talassemia hereditaria e a sindrome ATR-X agravando mais o quadro de

anemia.

7.10. Fortalecendo a interiorizacdo da Genética no SUS
A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomendou o desenvolvimento

global de um programa que integra o diagndstico, tratamento e controle da
talassemia alfa através do aconselhamento genético. O programa deve incluir
também a vigilancia, a divulgacdo de informacédo, sensibilizacdo e rastreio da
talassemia. A OMS levou em consideracdo todos os seguintes fatores: o papel
dos servicos de genética na melhoria da salude a nivel mundial, o impacto das
hemoglobinopatias sobre a mortalidade global e pelo sofrimento dos pacientes e
familias afetadas pela doenca, o reconhecimento que a prevaléncia da talassemia
varia entre as comunidades, o fato de talassemia e outras hemoglobinopatias ndo
serem reconhecidas como prioridades em saude publica e a falta mundial atual de
acesso a servigos de genética segura e adequada (Report, 2006).

As hemoglobinopatias sdo comumente um ponto de entrada para
abordagens genéticas em sistemas de saude (Alwan e Modell, 2003; Castillo
Taucher, 2007).

Ainda ndo é possivel promover o acesso do exame molecular de forma
equitativa aos servigos publicos de saude, mas através de pesquisas como essa é
possivel promover estratégias em Programa de Atencao Integral as Pessoas com
Hemoglobinopatias, garantindo o acesso ao exame e prevencao de complicacfes
que podem ser evitadas a partir do diagnéstico para talassemia alfa.

Dados globais sugerem uma reducgéo de 16% nos nascimentos de criancas
com talassemia. A maior parte da reducdo é atribuida a informagéo para reduzir a
reproducdo de casais com risco, em vez do diagnostico pré-natal (Modell e
Darlison, 2008).

Esses dados implicam diretamente na importancia desse trabalho, que
fornece um suporte para pesquisa aplicada em talassemia e para o

aconselhamento genético.
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8. CONCLUSOES

A pesquisa mostrou que a delecdo -a*’ é mais prevalente que a delecao -
a*? na populagéo estudada e que a delecdo -a>’ foi encontrada em mais da
metade dos individuos suspeitos;

Todos o0s pacientes aparentados da populacdo estudada herdaram a
mutacéao;

Muitos jovens que apresentavam anemia a esclarecer obtiveram um
diagnoéstico e terdo melhor qualidade de vida sem as complicacbes clinicas
causadas pelo tratamento incorreto;

Este estudo confirma que o diagnéstico hematolégico nem sempre €
conclusivo;

Por outro lado, o diagnostico através da metodologia da Gap-PCR é de

resolucéo especifica.
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ANEXO A - TERMO DE ANUENCIA LIVRE E ESCLARECIDO

CASO NUDIM
XXXX [ X

Eu  XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX, identidade XXXXXXXX-X, paciente
encaminhado pelo Dr. Jodo Tadeu Damian Souto Filho, declaro que dou
ANUENCIA a transferéncia do material bioldgico de mim coletado para o Nucleo
de Diagnostico e Investigacdo Molecular - NUDIM, sediado no Hospital Escola
Alvaro Alvim, visando ao DESENVOLVIMENTO DE PESQUISA CIENTIFICA DE
INTERESSE COMUNITARIO com fins de validacdo da metodologia para
diagnéstico molecular de talassemia alfa. Declaro estar ciente de que minha
identidade serd mantida sob sigilo absoluto, e que todas as duvidas que
porventura ocorram durante o0 processo desta pesquisa serdo devidamente
esclarecidas, e que ndo havera nenhum tipo de constrangimento ou acdo em
contra, caso decida por revogar a autorizacdo aqui concedida para utilizacdo das
informacdes obtidas a partir dos estudos da amostra biol6gica coletada, a
qualquer momento. Declaro n&o ter nenhum tipo de interesse econdémico, em
qualquer época, sobre os possiveis resultados alcancados durante as etapas
subsequentes do andamento deste exame, deixando claro ser 0 meu interesse
particular nessa pesquisa somente o de colaborador anbnimo para o

desenvolvimento cientifico em meu beneficio.

Em campos dos Goytacazes, XX de XXXXXXXX de XXXX.

Assinatura do paciente



ANEXO B - DECLARAGAO DO HOSPITAL GERAL DE GUARUS
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ESTADO DO RIO DE JANEIRO Y AL
& PREFEITURA MUNICIPAL DE CAMPOS DOS GOYTACAZES
SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE
HOSPITAL GERAL DE GUARUS

Programa de Atencéo Integral as Pessoas com Doenca Falciforme e outras Hemoglobinopatias

DECLARACAO

Eu JOAO TADEU DAMIAN SOUTO FILHO, CPF 053.600.227-44, Médico
hematologista, CRM 52.73816-6, do Hospital Geral de Guarus — HGG, Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro, declaro para ciéncia do CONEP que sou integrante da equipe
executora do pro.;eto de P&quisa intitulado DIAGNOSTICO MOLECULAR DAS
DELECOES -¢* E -a** EM PACIENTES COM SUSPEITA CLINICA DE
TALASSEMIA ALFA ATENDIDOS NO AMBULATORIO DE HEMATOLOGIA NO
MUNICIPIO DE CAMPOS DOS GOYTACAZES-RJ, sob a coordenagiio do Prof. Dr.
Enrique Medina-Acosta, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro - UENF.

Trata-se de um estudo transversal em coorte de populagéo fechada de pacientes (n=70),
voluntérios que apresentam achados laboratoriais indicativos de talassemia alfa. O objetivo do
estudo € identificar as possiveis delegdes dos genes alfa-globina em pacientes com suspeita
clinica de talassemia alfa.

O estudo requererd a amostragem por conveniéncia de pacientes com suspeita clinica de
talassemia alfa, por mim atendidos no Ambulatério de Hematologia do HGG, com levantamento
de dados secundérios coletados retrospectivamente. Os pacientes serdo encaminhados ao Nicleo
de Diagnéstico e Investigagio Molecular — NUDIM, sede Hospital Escola Alvaro Alvim para
averiguagdo genética das delegdes pelo método Gap-PCR. A amostragem serd sob a assinatura
de Termo de Anuéncia - Consentimento Livre e Esclarecido.

Para este estudo serfo incluidos pacientes com anemia persistente (valor de
hemoglobina abaixo de 13,0 g/dl, hemécias hipocrémicas e microciticas), porém com valores de
ferro e transferrina dentro do parimetro de normalidade e excluidos os pacientes com indices
hematimétricos com valores dentro do parfimetro de normalidade, seguindo o valor de
referéncia e pacientes anémicos por deficiéncia alimentar.

Ressaltamos que os dados coletados serdo mantidos em absoluto sigilo de acordo com a
Resolugdo do Consetho Nacional de Satide (CNS/MS) 196/96 que trata da Pesquisa envolvendo
Seres Humanos. Salientamos ainda que tais dados serdo utilizados tdo somente para realizagio
deste estudo.

Campos dos Goytacazes, RJ, 16 de setembro de 2014.

JOAO TADEU D SOUTO FILHO
CPF 053.600.227

Médico Hematologista, CRM 52.73816-6.
Autorizagdo do responsavel pelo HGG

Eha o asny Cl> %

WILSON RODRIGUES CABRAL FILHO
Diretor Geral do Hospital Geral de Guarus - HGG

Hospital Geral de Guarus - HGG
Av. José Carlos Pereira Pinto, 400 — Calabougo — Campos dos Goytacazes — RJ
Telefone: (22) 2726-1164 e (22)2726-1100



