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RESUMO

As talassemias sdo hemoglobinopatias que acometem milhdes de pessoas em todo
0 mundo e tem como causa diferentes mutagdes no DNA que levam a deficiéncia na
sintese de cadeias de globina. Quando acometida a sintese de a globinas,
denomina-se como a talassemia e de 8 talassemia quando acometida a sintese de B
globinas. A gravidade dessas doencas esta relacionada com a quantidade de
cadeias de globinas produzidas e as cadeias residuais produzidas em excesso.
Devido a heterogeneidade clinica e genética, além da avaliacdo do historico do
paciente, € de extrema importancia que sejam realizados alguns métodos de
diagnoéstico para a investigacdo das diferentes formas da doenca, e que sejam
empregadas as medidas necessarias para garantir uma melhor qualidade de vida
para o0 paciente. Em geral, o inicio da investigacdo laboratorial se da pelo
hemograma completo, em que se deve observar se ha alteracdo na morfologia
eritrocitaria, diminuicdo dos indices hematimétricos e o0 aumento de reticulocitos. Em
seguida, podem ser feitos diversos testes baseados em proteinas, como a
eletroforese de hemoglobinas, focalizacao isoelétrica e cromatografia liquida de alta
performance (HPLC), além de testes moleculares para detectar a mutacdo quando
houver necessidade de investigacdo. Cada método de diagndstico tem sua
particularidade, vantagem e desvantagem, e a escolha do método deve ser de
acordo com a demanda e complexidade de cada servigo.

Palavras chave: diagnéstico, globinas, hemoglobinopatias, talassemia, talassemia beta.



ABSTRACT

Thalassemias are hemoglobinopathies that affect millions of people worldwide and
are caused by different DNA mutations that lead to deficiency in the synthesis of
globin chains. When a globin synthesis is affected, it is called a thalassemia and (3
thalassemia when B globin synthesis is affected. The severity of these diseases is
related to the amount of globin chains produced and the excess chains produced.
Due to clinical and genetic heterogeneity, as well as the assessment of the patient's
history, it is extremely important that some diagnostic methods be investigated to
investigate the different forms of the disease, and that necessary measures are taken
to ensure a better quality of life for the patient. In general, the beginning of the
laboratory investigation gives the complete blood count, and should observe whether
there are changes in erythrocyte morphology, rates of hematimetric indices and
reticulocyte increase. Several protein-based tests can then be performed, such as
hemoglobin electrophoresis, isoelectric focusing and high performance liquid
chromatography (HPLC), as well as molecular testing to detect a mutation when
further investigation is needed. Each diagnostic method has its particularity,
advantage and disadvantage, and the choice of method should be according to the

demand and complexity of each service.

Key words: diagnosis, globins, hemoglobinopathies, thalassemia, beta thalassemia.
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1 INTRODUCAO

As hemoglobinopatias sdo desordens hereditarias que acometem milhares de
pessoas em todo o mundo, atingindo mais de 7% da populacdo mundial. Sao
doencas de carater genético e estdo relacionadas a sintese das cadeias de globina
das moléculas de hemoglobina presentes nos eritrocitos. Essas doencas sao
originadas a partir de diferentes mutacdes que podem alterar de forma qualitativa ou
guantitativa a sintese das hemoglobinas, como exemplo, podemos citar a anemia

falciforme e as talassemias, respectivamente (TEIXEIRA, 2014).

As talassemias séo caracterizadas pela reducédo na sintese de uma ou mais
cadeias de globinas que formam o tetramero de hemoglobina. Dependendo da
mutacdo, pode ser alterada a sintese de cadeias a, B, & ou y, e assim, podemos
classificar as alteragcdes de acordo com a cadeia deficiente. A B talassemia é
caracterizada pela diminuicdo ou auséncia da sintese das cadeias f (MARTINS,
2010).

A grande variabilidade genética e as diferentes manifestagBes clinicas
permitiram que a B talassemia fosse classificada em diferentes formas clinicas.
Sendo assim, ela pode ser classificada como 3 talassemia major nos casos em que
h&a auséncia na producdo de cadeias B, ou entdo pode ser classificada como
talassemia minor quando a diminuicdo na sintese de cadeias B é pouco reduzida.
Ainda, é possivel classifica-la como  talassemia intermediaria, nos casos em que
sdo encontrados fendtipos clinicos intermediarios entre a minor e a major
(MARTINS, 2010).

Por se tratar de uma doenca genética, ha uma grande heterogeneidade
clinica e é necessaria uma investigacao laboratorial para identificacdo das diferentes
formas desta doenca para que o paciente seja direcionado para uma melhor forma
de tratamento e tenha um aumento na expectativa de vida (NAOUM; BONINI-
DOMINGOS, 2007).

Para a correta identificacdo da hemoglobinopatia é importante que seja feito
um passo a passo, inicialmente pela histéria clinica do paciente, seguido por uma
avaliacdo hematologica por meio de um hemograma completo. Em seguida, devem

ser realizados testes analiticos baseados em proteinas, como eletroforese de
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hemoglobinas, focalizag&o isoelétrica, cromatografia liquida de alta performance, e
ainda, podem ser realizados até testes moleculares para identificacdo da mutacéo.
Dessa forma, é possivel descartar outras possiveis doencas e chegar ao diagnostico
correto para esses pacientes (LAVOURAS, 2015).

No presente trabalho serdo abordados os diferentes métodos utilizados para
a triagem e diagnéstico das 3 talassemias e suas particularidades, além de propor a

ordem para realizagdo de cada método para um diagnéstico correto.
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2 OBJETIVOS

Elaborar uma revisdo bibliografica abordando aspectos relacionados a
classificacdo e métodos de diagndéstico das B talassemias.
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3 METODOLOGIA

Para realizagdo deste trabalho foi realizada uma revisdo bibliografica nas
bases de dados do Pubmed e Google Académico. Além disso, a pesquisa se
estendeu a mais de dez livros do acervo do Centro Universitario Sdo Camilo nas
areas de hematologia bésica e clinica, patologia, biologia molecular e técnicas
laboratoriais. Foram utilizados cerca de vinte artigos, dissertacdes e teses, sendo
todos os materiais na lingua portuguesa e/ou inglesa, sem restricdo de data para

inclusao.

Dentre as palavras-chave utilizadas incluem-se: hemoglobinopatias,
talassemias, diagnostico das talassemias, [ talassemia, eletroforese de
hemoglobinas, HPLC, tratamento das [ talassemias, triagem neonatal das

hemoglobinopatias, classificacdo das B talassemias e entre outras.
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4 DESENVOLVIMENTO
4.1 Hemoglobina

A hemoglobina (Hb) € uma proteina especializada encontrada no interior dos
eritrécitos, com a funcéo de realizar o transporte de oxigénio aos tecidos e o retorno
de diéxido de carbono dos tecidos para os pulmdes. Como podemos observar em
sua representacdo na figura 1, a molécula de hemoglobina possui quatro cadeias
polipeptidicas, chamadas de globina, que variam geneticamente e sdo agrupadas a
um grupo prostético, chamado de grupo heme, formado por um &tomo de ferro em
uma estrutura porfirinica responsavel por se associar ao oxigénio (HOFFBRAND,
2013).

Em adultos saudaveis, existem trés tipos de hemoglobina: HbA, HbA2 e HbF.
A HbA é a principal hemoglobina presente no adulto, com sua parte proteica
composta por quatro cadeias, sendo duas delas formadas por a globinas com 141
aminoacidos e duas formadas por B globinas, com 146 aminoacidos; A HbF é
composta por duas cadeias a e duas cadeias y e a HbA2 é formada por duas
cadeias a e duas cadeias d (SILVA; RIBEIRO NETO, 2013).

Figura 1 — Molécula de hemoglobina

Bi

Fe®t
Heme

B

Fonte: Lavouras, 2015.

A afinidade da hemoglobina ao oxigénio depende de diversos fatores como
pressdo de oxigénio, pH e 2,3 bisfosfoglicerato (BPG). A partir da diferenca de
pressdo de oxigénio ocorre a liberacdo de oxigénio para os tecidos, levando ao
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afastamento das cadeias de globina e permitindo a entrada de 2,3 BPG, resultando
em uma deoxi-hemoglobina. Ja nos pulmdes, a ligacdo com o oxigénio leva a uma
aproximacédo das cadeias e expele-se 0 2,3 BPG da molécula, deixando a molécula
com maior afinidade pelo oxigénio (AZEVEDO, 2013).

Existem diferentes hemoglobinas ao longo da vida de um individuo, e essas
se diferenciam entre si por suas caracteristicas fisico-quimicas e mobilidades
eletroforéticas diferentes (SILVA; RIBEIRO NETO, 2013).

Durante o processo de eritropoese, 0 inicio da sintese da molécula de
hemoglobina ocorre do proeritroblasto até a fase de reticuldcito, célula responsavel
pela producédo de cerca de 35% da hemoglobina, e quando as células tornam-se
eritrocitos, elas deixam de produzi-la. Para que haja uma producdo normal de
hemoglobina, deve-se ter um suprimento adequado de ferro, protoporfirinas e
globinas. A sintese da globina é determinada por genes especificos e caso haja
mutacdes nestes, pode haver variagdo estrutural na molécula ou alteracdes na
guantidade sintetizada das mesmas e quando uma mutacdo € expressa
clinicamente, temos uma hemoglobinopatia (AZEVEDO, 2013).

Os genes responsaveis pelas cadeias de globina encontram-se no
cromossomo 11 e no cromossomo 16. O gene responsavel por cadeias ¢ e os dois
genes responsaveis por cadeias a encontram-se no cromossomo 16, enquanto que
0S genes responsaveis pelas cadeias €, 6, B € y se encontram localizados no
cromossomo 11 (MCPHERSON; PINCUS, 2012).

Na figura 2 podemos observar que nos estagios embrionarios temos a
HbGower 1, formada por duas cadeias € e duas &, e ja no inicio da oitava semana de
gestacado ocorre a substituicdo das cadeias por cadeias a adultas e duas diferentes
cadeias fetais, designadas Gy e Ay. Na mudanca do estagio embrionario para o
fetal, comecam a ser produzidas HbGower 2 (a2¢2) e HbPortland ((2y2) e depois a
HbF (a2y2) passa a ser predominante. Posteriormente ao nascimento, as cadeias y
sdo progressivamente substituidas pelas cadeias 3 € & e apds seis meses cerca de
97% da hemoglobina é formada pela HbA (02B2), enquanto HbA2 (02862) é
encontrada em aproximadamente 3%, e a HbF em pequenas quantidades, até a vida
adulta (TORRES; BONINI-DOMINGOS, 2005).
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Figura 2 — Clusters do gene de globina nos cromossomos 16 e 11 e sintese de cadeias
individuais na globina na vida pré e pés-natal
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Como observado na figura 2, no cromossomo 16 encontramos 0S genes

responsaveis pela sintese das globinas ¢ e a, portanto a sintese da HbGower 1,

HbPortland e HbGower 2 estao relacionadas ao cromossomo 16. J& no cromossomo

11 temos o0s genes responsaveis pela sintese das cadeias de globinas €, 6, B e v,

portanto a sintese da HbF, HbA e HbA2 estado relacionadas ao cromossomo 11. Em

relacdo a porcentagem da sintese de cada tipo de hemoglobina ao longo da vida de

um individuo, observamos que até a sexta semana de idade pré-natal tem uma

porcentagem decrescente de globinas ¢ e €, e crescente de cadeias a e vy, além

disso,

a hematopoese ocorre no saco vitelino; apds a sexta semana pré-natal, a

hematopoese comeca a ocorrer no figado e posteriormente também no baco, com a
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sintese de q, y e B globinas. Apds o nascimento, a hematopoese diminui no figado e
no baco e passa a ocorrer principalmente na medula Ossea, com células
apresentando principalmente a e B globinas, além de outros tipos de globina como &
e y em menores quantidades (TORRES; BONINI-DOMINGOS, 2005).

4.2 Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias sdo doencas hereditarias relacionadas com a sintese
das cadeias globinicas da hemoglobina. A etiologia dessas doencas esta
relacionada as mutacdes nas sequéncias dos genes das globinas, tanto nas regides
codificadoras quanto nas regides responsaveis pelo controle da expressao génica,
que originaram genes a e B mutados. Assim, originam-se hemoglobinas alteradas,
como a HbS, HbC, HbD, além das talassemias a e B (LAVOURAS, 2015).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estima-se que ha
mais de 270 milhBes de pessoas no mundo com mutacdo nos genes globinicos,
responsaveis por determinar hemoglobinas anormais e que a cada ano nhascem mais
de 300.000 individuos com anemia falciforme ou as formas mais graves de
talassemia (FERREIRA, 2012). Na figura 3 observamos um mapa representando a
distribuicdo global das hemoglobinopatias. Também podemos observar no quadro 1,
uma estimativa dos nascimentos anuais de individuos com hemoglobinopatias

importantes e prevalentes.
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Figura 3 — Distribuicdo global dos distarbios de hemoglobina, em termos de
nascimentos de bebés afetados a cada 1.000 nascimentos

G 000 0

Numero de nascimentos de
bebés com hemoglobinopatias
importantes a cada 1000
nascimentos

] <01

[ o1-019

=] 02-099 O }
Bl 1-49 /
5-99

10 - 189

] 19

Fonte: OMS, 1996.

Quadro 1 — Nascimentos anuais de individuos com hemoglobinopatias importantes
em diferentes paises

Hemoglobinopatias | Nascimentos anuais (milhdes)

HbS 217.331
Doenca SC 54.736

B talassemia maijor 22.989
HbE B talassemia 19.128
HbS (3 talassemia 11.074
Doenca da HbH 9.568
Hb de Bart 5.183

Fonte: Adaptado de Williams; Weatherall, 2012.

O defeito na sintese de uma ou mais cadeias de globina, gera um
desequilibrio entre as subunidades a e B, seja pela redugédo parcial ou total na
producdo das cadeias globinicas. Assim, 0 processo de eritropoese é dificultado e a
hemoglobinizag&o torna-se deficiente nos eritroblastos. As talassemias apresentam-

se com quadros morfolégicos alterados no sangue periférico de intensidade e tipo
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variavel. A grande diferenca das talassemias quando comparadas as outras
hemoglobinopatias, € que nas talassemias a hemoglobina tem estrutura primaria
normal enquanto que as outras apresentam hemoglobinas variantes, estruturalmente
andmalas (SILVA; RIBEIRO NETO, 2013).

As talassemias podem ser classificadas de acordo com o tipo de cadeia
globinica afetada, sendo que as talassemias a e [ sdo as mais frequentes e
estudadas, mas os genes de outras hemoglobinas podem ser afetados como os
genes 6 e y (SILVA; RIBEIRO NETO, 2013).

E dificii fazer uma estimativa da verdadeira frequéncia das
hemoglobinopatias, uma vez que sua distribuicdo & extremamente heterogénea em
varios paises mesmo em pequenas distancias geogréficas, o que esta diretamente
relacionado com a migracdo populacional. Entretanto, podemos dizer que as
talassemias tem alta incidéncia na regido da bacia do Mediterraneo e partes da
Africa, Oriente Médio, sudeste da Asia e da Melanésia e Pacifico. Ndo ha dificuldade
em encontrar individuos acometidos com talassemia no mundo, uma vez que,
diferente da anemia falciforme que é causada devido a mutacédo de uma Unica base
do gene da B globina, as talassemias sdo resultantes de qualquer mutacdo que
envolva a reducdo da sintese das cadeias de globina. Assim, existem muitos casos
devido aos varios “alvos” para essas mutagdes no gene, juntamente com a grande
guantidade de movimentos populacionais no mundo (WEATHERALL; CLEGG,
2001).

A a talassemia tem sua prevaléncia proxima a 5,2% da populacdo mundial, e
pode ser considerada uma hemoglobinopatias muito frequente no Brasil. A a*
talassemia € prevalente em quase todos os continentes, com grande frequéncia em
populacbes da Asia e da Oceania (China, Tailandia, Indonésia e outros), e da regido
do Mediterraneo (ltalia e Grécia), enquanto que a a° talassemia é limitada a regido
do Mediterraneo e Sudeste Asiatico. No Brasil, a a talassemia tem alta frequéncia,
com a maioria dos casos relacionados com a dele¢gdo de um gene a. Estima-se que
na populacao brasileira haja uma prevaléncia de 10% a 20% de portador silencioso
e 1% a 3% do traco a talassémico, e casos de doenca da HbH sdo muitos raros. Ao
nos referirmos a populacéo afrodescendente no Brasil, essas frequéncias aumentam
e iISSo nos permite concluir que o elevado grau de miscigenacédo racial no Brasil
aumente a probabilidade de associacdo entre esse tipo de talassemia e outras
hemoglobinopatias (CANCADO, 2006).
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A a talassemia teve seu primeiro relato em meados de 1950, quando Rigas
(EUA) e Gouttas (Grécia) analisavam dados laboratoriais de individuos suspeitos de
apresentarem (3 talassemia devido a microcitose e hipocromia dos eritrécitos, mas
gue apresentavam niveis normais de HbA2 e HbF, com a presenca de outra
hemoglobina com migracdo mais rapida que a HbA, posteriormente denominada
HbH. Com isso, descobriu-se a doenca da HbH, em que ha apenas um gene
funcional de a globina e ha um excesso de cadeias de [ globina, formando
tetrametros de B globinas (CANCADO, 2006).

A estrutura genética, molecular e a organizagdo dos genes a tornaram-se
mais claras a partir da década de 1970 com o avanco da biologia molecular, o que
permitiu a classificacdo de diferentes formas de a talassemia, relacionadas a
deficiéncia de um, dois, trés ou quatro genes a (CANCADO, 2006). Em situacbes em
que apenas um gene sofre delecdo e ainda ha sintese de cadeias do tipo q,
podemos chama-la de talassemia a* e quando os dois genes do mesmo haplétipo
estdo afetados e ndo ha nenhuma sintese de cadeia do tipo a, designa-se
talassemia a° (DOTTO; SILVA, 2005).

A seguir podemos observar na figura 4 as diferentes classificacbes da a

talassemia, o perfil genético e as manifestacbes apresentadas em cada caso:
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Figura 4 — Classificacdo das a talassemias

Fenétipo Genétipo Manifestagoes clinicas
:i:tll‘(,ilédvuecl) (ca/aa) Ausentes

Portador A vida adulta pode apresentar ligeira
sllonclone (-a/aa) hipocromia de deteccao dificil, ou

nenhuma alteracédo no sangue periférico

Sem alteracao clinicas relevantes,
Trago (--/aa) podendo apresentar microcitose e
talassémico (-a/-a) hipocromia, ou até hipocromia e ferro
sérico normais em adultos

Anemia hemolitica crénica de gravidade
Doencga da (--/-a) variada, esplenomegalia e alteragdes
HbH Osseas. Presenga de hipocromia e
poiquilocitose no sangue periférico

Morte intrauterina ao final da gestacao
Hidropsia (=l=-) ou poucas horas depois do nascimento.
fetal Importante hepatoesplenomegalia e
edemas

- =S5 = =i il
- =SB = - il

Fonte: Elaborada pela autora baseado em Belisario, 2010; Zago; Falcdo; Pasquini, 2013.

A [ talassemia €& wuma doenga muito prevalente, acometendo
aproximadamente de 80 a 90 milhdes de pessoas em todo o mundo (cerca de 1,5%
da populacdo mundial), incluindo suas trés classificagbes: B talassemia minor, B
talassemia intermediaria e B talassemia major (ORIGA, 2016). Entre 2013 e 2015 foi
feito um levantamento do numero de pessoas com as formas graves de talassemia
no Brasil e observou-se que 51,4% das pessoas com talassemia, apresentam a
talassemia [ maior, 43,2% [ talassemia intermediaria, e 5,4% possuem talassemia
a, sendo que a maior parte dos doentes encontravam-se na regido Sudeste (60%),
Nordeste (17%) e Sul (10,4%) (BRASIL, 2016). A seguir podemos observar na figura
5 as diferentes classificagdes da 3 talassemia, o perfil genético e as manifestacdes

apresentadas em cada caso:
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Figura 5 — Classificacdo das B talassemias

Fenotipo Gendtipo Manifestagdes clinicas
Individuo
* * saudivel (B/B) Ausentes
Miveis de hemoglobina ligeiramente
. diminuidos, discreta anemia com
B talassemia “ﬂﬁ} microcitose e hipocromia, e diminuigio do
minor
VCM e HCM
/ Niveis de hemoglobina entre 7 e 11 g/dL,
. (/) anemia cronica pode ser mais intensa em
B talassemia [ﬁfﬁ} . -
intermediaria algumas situagoes e podem dep_ender_ de
(-/B} transfusdo sanguinea. Além disso, é
comum reticulocitose no hemograma
Niveis de hemoglobina entre 1 e 7 g/dL,
anemia microcitica hipocrémica grave. E
B talassemia (-1-) dependente de transfusao e ha
major diminuigao da expectativa de vida caso

nao seja tratada

Fonte: Elaborada pela autora baseado em Teixeira, 2014; Zago; Falcéo; Pasquini, 2013;
Alexandre; Marini, 2013.

4.3 B Talassemia

Na B talassemia podemos encontrar diferentes apresentagdes clinicas de
acordo com a alteracdo genética encontrada no cromossomo 11. A gravidade da
doenca esta relacionada ao desequilibrio da sintese de cadeias de globina,
resultando em um excesso de cadeias de a que precipitam nos precursores
eritrdides e provocam danos oxidativos tornando a membrana da célula mais rigida
(BRASIL, 2016).

Alguns autores afirmam que a rigidez da membrana eritrocitaria esta
relacionada com as cadeias a oxidadas que se ligam a proteinas do citoesqueleto,
como a anquirina e espectrina, provocando alteracdo nas suas propriedades e
alteracdes mecanicas. Ainda, quando ocorre a oxidacdo das cadeias de globina ha
formacdo de hemicromos capazes de associar-se a proteina banda 3 da membrana,

resultando em antigenos externos que interagem com anticorpos especificos. Esses
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eventos acabam comprometendo a mitose e metabolismo celular e fazem com que
os eritrocitos sejam retirados da circulagdo muitas vezes de forma precoce pelos
sinusoides esplénicos, por um processo chamado de hemocaterese. Assim ha um
aumento da concentracdo de bilirrubina indireta no sangue periférico e devido ao
aumento de funcéo do baco, podendo evoluir para uma esplenomegalia (MARTINS,
2010).

Ainda, na medula éssea acontecem fenébmenos como a peroxidacdo dos
lipideos da membrana e formacédo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Além
disso, devido a pouca hemoglobinizacao das células, elas tornam-se mais sensiveis
a agressao oxidante devido a perda de potassio e ATP (adenosina trifosfato) por
terem a membrana comprometida, o que deixa a célula mais rigida e sua saida da
medula 0ssea para o0 sangue periférico € dificultada, caracterizando uma eritropoese
ineficaz. Dessa forma, pode ocorrer também uma hipertrofia da medula e formacgéo
de tecidos eritropoiéticos extra medulares (MARTINS, 2010; ORIGA, 2016).

Na figura 6 podemos observar a representagcdo da fisiopatologia da f

talassemia, com o0 aumento da hemocaterese e de eritropoese ineficaz.

Figura 6 — Patologia molecular e celular da p talassemia

Gene g globina —>» g globina

>+> Hb A
Gene o globina —3» o globina
a globina

Denaturagio livre Degradagio

e oxidagio y
Heme
X‘ < Ferro livre

N\

Denaturagao de proteinas Ativaciiod t
Denaturagao de membrana lipidica iVacao e apoplose
Maturagao impedida

Defeito na montagemyoteinas na membrana \

Hemolise Eritropoese ineficaz

\ /

ANEMIA

Fonte: Adaptado de Mettananda; Higgs, 2018.

Com a reducao total ou parcial das cadeias de 3 globina, o excesso de outras

cadeias de globina é degradado e oxidado, gerando ferro e grupo heme livre
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juntamente com as espécies reativas de oxigénio. Assim ocorre uma cascata de
eventos que dificultam a formacdo adequada das membranas eritrocitérias,
provocam hemdlise e ocorre eritropoese ineficaz, fatores que levam a anemia
(METTANANDA; HIGGS, 2018).

Os individuos afetados por essas alteragbes genéticas podem ser
heterozigotos ou homozigotos, ou seja, podem ter apenas um gene defeituoso ou
um par de genes mutados, respectivamente. No caso de portadores heterozigotos,
em geral, encontramos individuos assintomaticos que apresentardo algumas
caracteristicas hematoldgicas importantes para identificacdo da doenca, podendo
apresentar até manifestacdes mais perigosas como anemia grave. Ja os portadores
homozigotos apresentam formas ainda mais graves da doenca, com severidade
variavel, podendo ter uma associacdo de graus diferentes de anemia hemolitica
hipocrémica acompanhados ou ndo de hiperplasia eritroide de medula éssea. Além
disso, observam-se outras manifestacdes em outros 6rgdos como hepatomegalia,
esplenomegalia, retardo no crescimento somatico e sexual e deformidades no
esqueleto, principalmente nos ossos do cranio e face (ZAGO; FALCAO; PASQUINI,
2013; ALEXANDRE; MARINI, 2013; LAVOURAS, 2015).

4.3.1 Aspectos moleculares

De acordo com Zaha (2014), pode-se chamar de mutagcdo “qualquer
modificacdo subita e hereditaria no conjunto génico de um organismo, nao explicavel
pela recombinagdo da variabilidade genética preexistente”. A mutagdo pode
acontecer em qualquer base nitrogenada, seja envolvendo somente um par de
bases (mutacdo pontual) ou entdo alguns pares de bases (adicdo/insercdo ou

delecao).

As mutacBes podem ser classificadas de acordo com o tipo de alteracdo
molecular. Dentre as muta¢cfes pontuais temos as mutagbes missense, nonsense e
frameshift. Chamamos de mutagdes “missense” aquelas que ocorrem a partir
da troca de um nucleotideo na regido codificadora do gene, originando um novo
codon, que leva a criacdo de um aminoacido diferente na proteina. Ja as mutacdes
‘nonsense” sdo aquelas caracterizadas pela substituicgdo do coédon original por um

codon de parada, levando a terminagédo da proteina traduzida de forma prematura.
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As mutacdes “frameshift” estdo relacionadas a adicdao e delecdo de um ou mais
pares de bases que sao capazes de modificar a fase de leitura (com exce¢ao dos
multiplos de trés que restabelecem a fase de leitura original) (ZAHA, 2014).

Atualmente, ja foram identificados e bem caracterizados mais de 200 pontos
de mutagdo causando talassemia 3, levando a pequenas variagdes com alelos,
chamadas de [+, até grandes variagdes, que levam a auséncia completa das
cadeias de [ globina, causando as talassemias B0. Entretanto, a maioria dos casos
de B talassemia sdo causados por mutagdes que afetam poucos pares de bases e
gue interferem na transcricao, processamento, transporte, estabilidade e tradugéo do
RNAm (BRASIL, 2016).

A distribuicdo dos diferentes tipos de mutacdo esta relacionada com as
distribuicdes regionais e étnicas por todo o mundo. Por exemplo, a mutacéo IVS1-
110 (G>A) e CD39 (CAG>TAG) sédo muito comuns no Mediterraneo e no Oriente
Médio, enquanto que a IVS1-5 (G>C) é mais frequente no sul da Asia e a CD41/42
(-TTCT) no sudeste da Asia (METTANANDA; HIGGS, 2018).

As mutagdes que levam a (B0 talassemia geralmente estdo relacionadas a
mutacdes do cddon de iniciacdo, mutacbes nonsense, mudancas de estrutura e
mutagbes que envolvem splicing e processamento de RNA. J& nos casos de
talassemia B+ em que se tem uma pequena redugdo das cadeias 3, geralmente
trata-se de mutacdo no promotor (sequéncia CACCC e TATA box), sinal de
poliadenilacéo, regides nao traduzidas ou anormalidades de processamento. NoOS
casos ainda mais leves em que ha efeitos sutis na sintese de B globina sao
observados mutagbes no promotor ou regibes nao traduzidas do RNAMmM
(METTANANDA; HIGGS, 2018).

As mutacbes que acontecem nas regides reguladoras e que afetam a
transcricdo acontecem pela substituicdo de nucleotideos no TATA box e CAT box,
na regido promotora 5’ do gene B. Esse tipo de alteracao esta relacionado as formas
mais moderadas da doenca, pois tem o inicio de transcricdo reduzido. As mutacdes
que alteram o RNAmM geralmente estdo localizadas no “cap” da extremidade 5’,
regido de clivagem do RNAm e também no sinal de poliadenilagdo AATAAA da
extremidade 3’. As primeiras alteram o primeiro residuo e afetam a funcdo do RNAm,
reduzindo a transcrigcdo e torna mais lento o processo de formacgao do “cap”, o que

altera a estabilidade do RNAm; as mutag¢des da extremidade 3’ sdo marcadas pela
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grande reducédo da clivagem de RNAm, levando a sintese de moléculas mais longas
e instaveis (BRASIL, 2016).

Ja quando ha casos mais graves de talassemia B0, temos mutagcbes que
afetam a traducdo em sua grande maioria € colocado um codon de terminagcédo na
regido codificadora, de forma a interromper a traducdo (mutacées nonsense). Apos a
sintese da cadeia, como as mesmas sao muito instaveis, elas sdo degradadas e
gera um estado similar ao que ocorre quando ha redugéo das cadeias B. Também é
comum a insercdo ou delecdo de um unico nucleotideo na regido codificante do
gene, atrapalhando a leitura normal e interferindo na traducdo do RNAmM (mutacdes
frameshift) (BEZERRA, 2007).

Para que um RNA seja funcional, ele precisa passar por um processo de
splicing para a retirada de introns e permanéncia de éxons. Caso haja mutacdes nas
unides éxons-intron ou préximas a elas, o processo de splicing é prejudicado
levando a manifestacao da talassemia B0 (BEZERRA, 2007).

Existem ainda aquelas muta¢cdes mais raras em que apesar do gene da B
globina normal, sua expressdo € silenciosa. Existem alguns casos de outras
variantes de B globina, chamados de [ talassemia dominantemente herdada, em
que mesmo que haja uma sintese normal, as moléculas formadas sdo muito
instaveis e ndo formam tetrdmeros estaveis de hemoglobina. Assim, ocorre
deficiéncia funcional de [ globina e resulta em fendtipo de talassemia B
(METTANANDA; HIGGS, 2018).

No quadro 2 podemos observar os diferentes tipos possiveis de mutacdes, a
classificacdo genética e exemplos:

Quadro 2 — Algumas mutacfes que causam talassemia 3, segundo sua localizagao na

molécula, o defeito que provocam e o resultado na sintese de globinas

DEFEITO TIPO

RNAmM né&o funcional

Mutacdes nonsense
CD17 A—T, CD35 C—A, CD39 C—T, CD43 G—-T BO




Mutacdes frameshift

CD5 -CT, CD6 —-C, CD8/9 +G, CD16 —C, CD35 —-C, CD41/42 -TTCT B0
Mutacéo do codon de inicio ATG

ATG—AGG, ATG—ACG gO
Processamento anormal do RNA

Mutacdes internas nos introns

IVS-1 nt6 T—C, IVS-1 nt110 G—A, IVS-2 nt705 T—G, IVS-2 nt745

C—-G B+
IVS-1 nt116 T—G, IVS-2 nt654 C—T

Mutacdes nos limites éxon-intron

IVS-1 nt1 G—A, IVS-1 nt2 T-G, IVS-2 nt849 A—G, IVS-2 nt849 A—C | B0
IVS-1 nt5 G—C, IVS-1 nt5 G—T, IVS-1 nt128 T—G, IVS-2 nt843 T-G | B+
Reducéo da transcricdo do RNAmM (mutagdes na regido promotora)

-101 C—T, -92 C—-T, -88 C—T, -31 A—G, -30 T—A, -28 A—C B+
Mutacdes do sitio de poliadenilacdo do RNAmM (AATAAA)

AACAAA, AATAAG, AATGAA, AATAGA, A (Del AATAA) B+

Fonte: Adaptado de Zago; Falcéao; Pasquini, 2013.

4.3.2 Classificacédo clinica e molecular

27

Para o diagn@stico clinico das 3 talassemias é necessario um conjunto de

dados clinicos, laboratoriais e moleculares, levando em consideracdo a gravidade da

anemia apresentado (BRASIL, 2016).

Os pacientes que apresentam a [ talassemia minor/traco talassémico

herdaram um unico gene alterado, portanto a reducdo das cadeias de 3 globina é

muito pequena o0 que nao promove grandes prejuizos. Esse tipo de talassemia nao

necessita de tratamento, uma vez que os niveis de hemoglobina estdo apenas
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ligeiramente diminuidos (ALEXANDRE; MARINI, 2013). Pode ser mais preocupante
em algumas ocasides como a infancia, processos infecciosos ou inflamatorios
cronicos ou durante a gravidez, em que € necessario ter maior cautela para nao
confundir a talassemia minor com outra forma mais grave da doenca (ZAGO,;
FALCAO; PASQUINI, 2013).

Ja aqueles acometidos com B talassemia intermediéria, podem ter herdado
diferentes genes de B globina mutados ou interacdo de B talassemia com outras
hemoglobinopatias. Nesse caso, 0os niveis de hemoglobina estdo diminuidos e a
anemia cronica pode ser mais intensa em situacdes de infec¢ées ou caréncia de
folato, ainda, em alguns casos podem depender de transfusdo sanguinea
(ALEXANDRE; MARINI, 2013).

A B talassemia major € a forma clinica mais grave e pode ser considerada
fatal em curto prazo, entretanto os doentes vém apresentando um melhor
prognéstico devido as melhoras nos tratamentos transfusionais e na quelacdo de
ferro. Caso néo seja tratada, a expectativa de vida ndo ultrapassa a segunda ou
terceira década de vida, mas quando ocorrem transfusGes regulares desde o
primeiro ano de vida o nivel de hemoglobina fica em niveis razoaveis e é possivel
ultrapassar os 40 anos de idade (TEIXEIRA, 2014).

As B talassemias também apresentam uma classificacdo molecular, na qual
se utiliza a representagao B+ nos casos em gque ha apenas a reducao da producéo
das cadeias de B globina, enquanto que quando ha& auséncia denomina-se
talassemia B0. Assim, os individuos homozigotos para B0 (B0/B0), ou seja, que
herdaram um gene B0 do pai e outro da mae, ndo tém nenhuma sintese de cadeias
de B globina. Ja os individuos que sao homozigotos para p+ (B+/B+), heterozigotos
para B0 (B/B0), heterozigotos para B+ (B/B+) ou dupla heterozigose (3+/p0), tém
producao de cadeias 3, mesmo que reduzida (OLIVEIRA; POLI NETO, 2004).

Como a HbA é formada por cadeias a e B, na talassemia (30, ndo ha sintese
de HbA, hd aumento de HbF (até 98%) e a HbA2 representa cerca de 2%. Nas
talassemias B+ a HbF esta entre 60-95%, com a presenca de HbA e HbA2 pode ou
nao estar aumentada, mas sempre com uma relacdo A2/A aumentada. Em geral, a
maioria das talassemias [ heterozigotas apresenta-se com uma anemia leve ou
ainda com niveis de hemoglobina e hematécrito normais (MCPHERSON; PINCUS,
2012). No quadro 3 podemos observar as principais categorias das talassemias 3

com seus padrdes de eletroforese de hemoglobinas:



Quadro 3 - Principais categorias das talassemias 3
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Padrao da eletroforese da

Sindrome | Gendtipo Classificacao clinica :
hemoglobina
Estados homozigotos
, . HbA 10-20%;
B+ Talassemia major ou y
. B+/B+ . o HbA2 variavel,
talassemia intermediaria
HbF 70-80%;
80 Nenhuma HbA;
_ B0/B0O Talassemia major HbA2 2%;
talassemia
HbF 98%;
Estados heterozigotos
HbA 80%;
B+
_ B+/B Talassemia minor HbA2 > 3,5%:;
talassemia
HbF 2-6%;
HbA 80%;
8O . o
| o/ Talassemia minor HbA2 > 3,5%;
talassemia

HbF 2-6%;

Fonte: Adaptado de Hoffbrand; Pettit, 2000; MCPherson; Pincus, 2012; Lima, 2001.

4.3.3 Quadro clinico e diagndstico laboratorial

Para iniciar o diagndstico laboratorial das talassemias pode-se partir de um

hemograma completo com uma avaliacdo criteriosa da morfologia eritrocitéria,

dedicando uma maior atencdo ao VCM e a contagem de reticulocitos, aléem da

eritrocitose. Depois de identificada a anemia e suspeitar-se de uma sindrome

talassémica, deve-se realizar a eletroforese de hemoglobina, podendo utilizar outras
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técnicas concomitantemente, como a focalizacdo isoelétrica e andélise molecular
(OLIVEIRA; POLI NETO, 2004).

Ha certa dificuldade no diagnostico da B talassemia minor, por nédo ser
possivel distinguir essa forma clinica por exames laboratoriais de rotina,
necessitando sua identificacdo por técnicas de biologia molecular. Em geral, os
individuos com [ talassemia minor ndo apresentam sintomas e acabam sendo
diagnosticados por meio do historico familiar ou triagem populacional. Entretanto,
embora na 3 talassemia minor a redugao da sintese de 3 globina seja pouca, pode-
se observar pacientes com algumas manifestacdes clinicas que variam de acordo
com a etnia, como por exemplo, a astenia, cansaco e palidez cutanea (BRASIL,
2016).

E comum apresentarem uma leve anemia, que pode ser evidenciada em
mulheres no periodo gestacional. Ha relatos de aumento da absorcédo de ferro que
pode levar a uma sobrecarga de ferro em raros casos. Os valores de hemoglobina
de pacientes afetados com 3 talassemia minor ficam em aproximadamente 12 g/dL
para homens e 10 g/dL para mulheres, portanto ndo tem necessidade transfusional.
Habitualmente, h4 aumento das células vermelhas no hemograma, com discreta
anemia, microcitose e hipocromia, com a uma diminuicdo do VCM (Volume
Corpuscular Médio) (aproximadamente 67 fL) e do HCM (Hemoglobina Corpuscular
Média) (aproximadamente 22 pg), raramente h& diminuicio do CHCM
(Concentracdo Da Hemoglobina Corpuscular Média) (aproximadamente 32 g/dl)
(GREER et al., 2009) e alguns estudos apontam que 0s pacientes com [3 talassemia
minor encontram-se com o RDW por volta de 15,6% (MELGAREJO, 2015).

Trata-se de pacientes que ndo apresentam deformidades 6sseas e nem
hepatoesplenomegalia. Geralmente, o que caracteriza as 3 talassemias minor sao
os niveis de HbA2 acima de 3,5 (BRASIL, 2016).

E comum que a B talassemia minor ser diagnosticada de forma errénea como
anemia por deficiéncia de ferro e seja tratada de forma inadequada. Alguns autores
afirmam que o RDW, um parametro que esta relacionado a amplitude de distribui¢éo
eritrocitaria, pode ser utilizado para a diferenciacdo dessas duas doencas. Nos
casos em que o valor do RDW encontra-se aumentado pode-se pensar em uma
anemia por deficiéncia de ferro, enquanto que nos casos de 3 talassemia minor ele

se encontra com valores ligeiramente alterados ou inalterados, o que podemos
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observar na figura 7. A explicagéo para a pequena variagcao dos valores de RDW em
pacientes com [ talassemia minor se da por todos os eritrcitos apresentarem
microcitose constante decorrente de uma mutacao genética que leva a deficiéncia
na sintese das cadeias globinicas, fornecendo valores constantes de RDW,
enquanto que na anemia por deficiéncia de ferro as células sdo produzidas
normalmente na medula 6ssea com auséncia de mutacdes, 0 que permite que sejam
produzidas tanto células com tamanhos normais quantos células com tamanhos
anormais, levando a uma significante variacdo nos valores de RDW devido a
anisocitose. Entretanto, ainda h&a controvérsias sobre a relevancia do uso do RDW
para o diagnoéstico das duas doencgas e ndo é indicado que esse indice seja utilizado
como parametro unico de diagnéstico (MELGAREJO, 2015).

Além do RDW, alguns autores constataram que os valores de ferro e ferritina
séricos podem auxiliar na diferenciacao dessas doencas. Nesse caso, pacientes que
apresentarem esses parametros dentro dos valores de referéncia, mas
apresentarem hipocromia e microcitose podem ser sugestivos de apresentarem [
talassemia minor (MELGAREJO, 2015).

Figura 7 — Diferenciacéo entre a deficiéncia de ferro e a talassemia minor pelo RDW

VCM <80 fL

I
]

RDW alto RDW baixo

Deficiéncia B Talassemia
de Ferro Minor

Fonte: Adaptado de Silva et al., 2016.

Ja na B talassemia intermediaria, a gravidade da doenca esta diretamente
relacionada com a alteracdo molecular no gene B. Portanto, quanto menor for o
desequilibrio da sintese das diferentes globinas, menores serdo as concentracdes
de globinas precipitadas dentro dos eritrOcitos, e assim serdo menores as
complicag@es clinicas observadas (BEZERRA, 2007).

E caracterizada essencialmente como independente de transfusdo nos casos

em que o valor de hemoglobina ndo esteja menor que 7,0 g/dL. Entretanto, como
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sua complexidade e gravidade podem variar de acordo com as associacdes de
desordens genéticas, a dependéncia ou ndo de transfusdo € diferente em cada
caso. Em geral, os pacientes que apresentarem manifestacdes da doenca nos
primeiros anos de vida irdo necessitar de transfusdes ao longo da vida, enquanto
gue pacientes que apresentarem manifestacées mais tardias provavelmente néo irao
precisar (GREER et al., 2009).

Aqueles que apresentam [ talassemia intermediaria independente de
transfusdo, em geral, s6 apresentam ictericia leve e sdo caracterizados por uma
anemia discreta, hipocrbmica e microcitica. Alguns casos 0s pacientes com
talassemia intermediaria apresentam as mesmas alteragfes que 0s pacientes com 3
talassemia major, entretanto, os graus Sdo menos intensos, como poiquilocitose,
células em alvo e pontilhados baséfilos (LIMA, 2001).

Também € comum encontrar trombocitopenia, neutropenia e reticulocitose no
hemograma (ALEXANDRE; MARINI, 2013).

Nas figuras 8 e 9 observam-se laminas de extensdo sanguinea de pacientes

com talassemia B heterozigotica:

Figura 8 — Extensao sanguinea de paciente com B talassemia intermediéaria: 1. Células-
alvo; 2. Eritroblasto com pontilhados basoéfilos; 3. Contracdo irregular de eritrocitos; 4.

<\1 . c

P

Fonte: Hoffbrand; Pettit, 2000.
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Figura 9 — Extensdo sanguinea de paciente com B talassemia intermediaria: 1.
Eritroblasto; 2. Poiquilocitose e hipocromia; 3. Microcitose e hipocromia

2>

=3

Fonte: Longo, 2015.

Nao apresentam comprometimento do crescimento, mas € possivel palpar o
baco desde o inicio da manifestacdo da doenca e ocorre o aumento do mesmo de
acordo com a diminuic&o dos valores de hemoglobina. E comum encontrar pacientes
com anormalidades Osseas, fraturas relacionadas a pequenos traumas, osteoporose
e anormalidades esqueléticas, devido ao aumento da eritropoese e atividade
excessiva de medula Ossea, indicando a necessidade transfusional nesses
pacientes. A eritropoese extramedular pode ser encontrada em até 65% dos casos
(GREER et al., 2009).

E comum os pacientes apresentarem anemia crénica com um aumento da
absorcao de ferro no trato gastrointestinal, implicando numa sobrecarga de ferro que
pode causar complicac6es mais sérias (BEZERRA, 2007).

Além disso, caso o paciente ndo receba transfusdo quando necessario, um
conjunto de fatores como a eritropoese ineficaz, a anemia e a hipdxia fazem com
gue tenha diminuicdo da regulacdo da hepcidina. A hepcidina € um importante
regulador do metabolismo do ferro, e quando encontrada em pequena quantidade no
organismo ha maior absorcéo de ferro. Assim, com a diminuicdo da hepcidina ocorre
uma absorcao excessiva de ferro no duodeno e desenvolve-se uma sobrecarga de
ferro. Em pacientes que passam por transfusdes regulares, também ocorre isso
devido a intensa destruicdo dos eritrocitos. Ainda, quando ha uma saturacdo da

ligagdo do ferro a transferrina, o ferro € encontrado na circulacdo n&o ligado a
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mesma, tornando-se um importante catalisador e responsavel pela formacdo de
radicais livres, promovendo estresse oxidativo com danos nas mitocondrias,
membranas lipidicas, proteinas e DNA, e consequentemente comprometendo alguns
orgaos (ORIGA, 2016).

O aumento da concentracdo de ferro no sangue pode levar a diversas
complicacBes e até mesmo a morte a partir da segunda década de vida, iniciando
com sinais e sintomas relacionados ao retardo no crescimento e maturidade sexual,
além de alteracbes endocrinoldgicas, escurecimento de pele e principalmente
complica¢gBes cardiacas. As complicacdes cardiacas vao desde sopros cardiacos
até cardiomegalias, insuficiéncia cardiaca, hipertrofia dos ventriculos e alteracdes no
ritmo que podem ser evitados ao realizar transfusdes regulares juntamente com o
uso de quelantes de ferro (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2013).

Ja na talassemia major o valor da hemoglobina encontra-se abaixo de 7 g/dL,
portanto trata-se de uma forma clinica dependente de transfusdo. Em geral, os
sintomas iniciam com uma anemia microcitica com valores de VCM entre 50 e 60 fL,
hipocrémica com HCM de 14 a 20 pg e grave com hemoglobina de 1 a 7 g/dL
(ORIGA, 2016).

A andlise morfoldgica das laminas dos pacientes suspeitos de apresentarem
B talassemia major nota-se a presenca de microcitose com hipocromia nos
eritrocitos, além de anisocitose, poiquilocitose e anisocromasia. Ainda, observa-se
pontilhado basdfilo, células em alvo, corpusculos de Howell-Jolly, anéis de Cabot,
policromasia, siderdcitos, muitos eritroblastos e sinais de regeneragao eritrocitaria
(LIMA, 2001). Na figura 10 podemos observar uma ldmina de um paciente com f3
talassemia major, em que se mostra a presenca de células microciticas
hipocrémicas proeminentes, células-alvo e eritroblastos no sangue periférico. Na
figura 11 também podemos observar presenca de células hipocrébmicas, presenca de
células-alvo e eritroblastos, juntamente com siderécitos e Howell-Jolly, além do
aumento da contagem de plaquetas encontrados nos pacientes com [3 talassemia
major (HOFFBRAND; PETTIT, 2000).
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Figura 10 — Extensédo sanguinea de paciente com B talassemia major: 1. Eritroblasto; 2.
Células hipocrémicas; 3. Dacridcitos; 4. Células em alvo.

Fonte: Hoffbrand; Pettit, 2000.

Figura 11 — Extensdo sanguinea de paciente com B talassemia major: 1.Células
hipocrémicas; 2. Eritroblastos; 3. Células em alvo; 4. Howell-Jolly; 5. Siderécitos.
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Fonte: Hoffbrand; Pettit, 2000.
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Geralmente, a partir dos seis meses de idade inicia-se um ciclo de
transfusdes recorrentes, e aqueles que n&o recebem o cuidado transfusional
adequado apresentam prejuizo no crescimento, palidez, ictericia, musculatura pouco
desenvolvida, hepatoesplenomegalia, osteoporose, deformidade dos o0ssos e

eritropoese extramedular, conforme a figura 12 e figura 13 (ORIGA, 2016).

Figura 12 — Radiografia de cranio de paciente com talassemia major: Alargamento de
diploe consequente a hiperplasia crénica de medula dssea.

Fonte: Zago; Falcéo; Pasquini, 2013.

Figura 13 — Alteracdes 6sseas em criangas com (8 talassemia major: (A) Cranio com
proeminéncia dos ossos frontal e parietal, além dos maxilares aumentados; (B) Hipertrofia
mandibular com tendéncia a expor dentes superiores.

Fonte: Hoffbrand, 2013; Teixeira, 2014.

A talassemia major manifesta-se desde o0s primeiros meses de vida, com
bebés que ndo prosperam e tornam-se mais palidos de forma progressiva. Também
sdo comuns complicacdes alimentares, diarreia, irritabilidade e crises de febre
recorrentes (ORIGA, 2016). Nessa classificacdo de talassemia, a sobrecarga de

ferro pode causar diferentes complicagdes, como complicacdes cardiacas, hepaticas
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e endocrinas, sendo que as cardiacas sdo as principais causas de morte dos
doentes acometidos com essa forma clinica (TEIXEIRA, 2014).
Observam-se no quadro 4 as principais alteracdes clinicas e hematoldgicas

das trés formas de [3 talassemia:

Quadro 4 — Alteracdes clinicas e hematolégicas na B talassemia

TALASSEMIAS

MAJOR | INTERMEDIARIA | MINOR
Gravidade

++++ ++ +
Esplenomegalia

++++ +++/++ +/0
Ictericia

+++ ++/+ 0
Alteracbes 0sseas

++++/+++ | +/0 0
Hemoglobina

<7 7-10 >10
Hipocromia

+++ ++ +
Microcitose

+++ ++/+++ ++/+++
Células em alvo

+++ ++ o/+
Pontilhado basoéfilo

++ + +
Reticulocitos

5-15% 3-10% 2-5%
Eritroblastos

+++ +/0 0

Fonte: Silva, et al., 2016.

Existem alguns conflitos no diagndstico das talassemias, como por exemplo,

na B talassemia minor em que muitas vezes ha uma associagdo com anemia
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ferropénica. A baixa concentracdo de ferro interfere na sintese da & globina,
provocando uma menor sintese de HbA2 e deixando ela em um nivel “normal” no
sangue do paciente. Além disso, pode ser uma associagdo da [ talassemia minor
com a a talassemia, reduzindo o desequilibrio entre as globinas a e 3, apresentando
uma concentragcdo normal de HbA2 e dificultando a percepgdo da HbH. Na f
talassemia major também encontramos dificuldade no diagndstico especialmente
naqueles pacientes em que receberam transfusdo recentemente e também pela
dificuldade de realizar exames nos pais antes de dar o diagndstico definitivo
(NAOUM; BONINI-DOMINGOS, 2007).

4.3.4 Métodos laboratoriais baseados em proteinas

Para um diagndstico correto em casos de suspeita de 3 talassemias e triagem
das mesmas, primeiramente sdo feitos os testes de triagem com métodos primarios
como a eletroforese de hemoglobinas, focalizacdo isoelétrica ou a cromatografia
liguida de alta performance. Caso tenha um resultado normal, esse resultado é
reportado, mas se o resultado obtido for anormal, os testes primarios devem ser
feitos novamente para casos de amostras inadequadas ou pela qualidade do teste.
Porém se ainda os resultados permanecem alterados, os mesmos devem ser
reportados e passar por uma segunda triagem, em que sao feitos também testes
moleculares (AGUINAGA et al., 2015).

Existem varios métodos para identificacdo laboratorial das hemoglobinopatias
e dentre eles, a eletroforese de hemoglobina sempre foi o0 método de escolha em
diversos paises e vem se tornando mais moderna, com maior producdo e
sensibilidade, principalmente na triagem de recém-nascidos. A escolha do teste de
para o diagnostico de B talassemia e outras hemoglobinopatias varia de laboratorio
para laboratorio de acordo com seu protocolo e demanda. Entretanto, métodos
moleculares vém sendo usados em alguns laboratérios a fim de ter uma analise
mais abrangente e determinar a natureza da hemoglobinopatias, mas ainda séo
pouco usados devido ao seu custo, tempo e a necessidade de profissionais
treinados. A seguir serdo descritos os testes mais utilizados, desde os mais
tradicionais até os moleculares (AGUINAGA et al., 2015).
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4.3.4.1 Eletroforese de hemoglobinas

A eletroforese de hemoglobinas é importante para a triagem das
hemoglobinopatias, uma vez que as hemoglobinas apresentam caracteristicas fisico-
guimicas e mobilidades eletroforéticas diferentes e isso pode ser visualizado nesta
técnica (BRASIL, 2016).

Os aminoacidos que compdem as proteinas possuem cadeias laterais
ionizantes anfotéricas, ou seja, podem ter carga negativa e positiva. A mobilidade
eletroforética de cada hemoglobina varia de acordo com sua carga e 0 meio em que
ela se encontra, refletindo diretamente na sua velocidade de migragdao. Quando
colocadas num campo elétrico, as moléculas migram em uma velocidade e uma
direcéo, por exemplo, em pH de 8,6 todas as hemoglobinas humanas tém carga total
negativa, portanto migram ao polo positivo ou &nodo presente no sistema. De acordo
com a carga das moléculas, acontecem diferentes migracdes e € possivel identificar
as diversas hemoglobinas existentes comparando a distancia percorrida com a
mobilidade de hemoglobinas ja conhecidas (LAVOURAS, 2015; LIMA, 2001).

A HbA é chamada de “hemoglobina rapida” por ser uma das hemoglobinas de
maior mobilidade eletroforética em um pH alcalino, juntamente com a Hb de Bart e
HbH, enquanto que a HbC é comumente chamada de “hemoglobina lenta” por
apresentar menor mobilidade nesse pH (LAVOURAS, 2015). Na lista a seguir
podemos observar as hemoglobinas em ordem crescente de velocidades
eletroforéticas: HbA2 = HbC = HbE < HbO < HbS = HbD < HbL = HbP < HbG < HbQ
< HbF < HbA < HbM = HbK < HbJ < HbN < Hb de Bart = Hbl = HbH. Como
observado, as diferentes hemoglobinas embora tenham suas particularidades,
algumas tém a mesma mobilidade eletroforética, necessitando de testes
complementares para a diferenciacdo das mesmas e confirmacdo de diagndéstico
(LIMA, 2001).

A eletroforese qualitativa em meio alcalino (pH de 8,6) com acetato de
celulose é utilizada para separar as hemoglobinas normais e as variantes mais
comuns, como a HbS e HbC. O grande viés é que a HbD, por exemplo, apresenta a
mesma mobilidade que a HbS, enquanto que a HbE tem a mesma mobilidade que a
HbC. Dessa forma, deve ser feita a eletroforese em meio acido, em que a HbD e
HbE tém a mesma mobilidade que a HbA, e a HbS e HbC se separam da HbA.

Portanto, para que seja feita a triagem adequada das hemoglobinopatias, deve-se
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associar a eletroforese em meio 4cido e a eletroforese em meio alcalino para a
correta identificacdo da expressédo dos genes das diferentes hemoglobinas, como a
HbS, HbC e HbE, uma vez que ndo podem ser identificadas utilizando somente um
tipo de eletroforese de hemoglobina (BRASIL, 2016).

Para a realizacdo da técnica deve ser coletada uma amostra de sangue do
paciente em questdo em um tubo com anticoagulante e prepara-se um hemolisado.
Ha diversos métodos para se realizar a eletroforese, entretanto os mais empregados
utilizam papel filtro, acetato de celulose, gel de agar, gel de amido e gel de
acrilamida. Deposita-se pequena quantidade do hemolisado na suspensao
empregada do lado do polo negativo. Posteriormente, essa suspensao deve ser
colocada em uma cuba com tampao entre os polos positivo e negativo, e liga-se
uma corrente elétrica por determinado tempo. A partir desse momento comeca a
separacdo das diferentes moléculas de hemoglobina, uma vez que aquelas que
apresentam maior carga negativa irdo migrar mais para o poélo positivo comparado
aguelas que possuem menor carga negativa naquele pH. Os detalhes técnicos
variam de acordo com o método e os aparelhos escolhidos para o teste (LIMA,
2001).

Dentre as vantagens da eletroforese de hemoglobinas, podemos dizer que é
se trata de um método barato, rapido e simples, que permite diferenciar as principais
hemoglobinas. Entretanto, como algumas hemoglobinas apresentam mobilidades
eletroforéticas semelhantes, a diferenciacdo pode ser dificultada. Além disso, as
mutacdes em que ndo ha mudanca na carga da hemoglobina podem ser
“silenciadas” e ndo séo detectadas nesta técnica (LAVOURAS, 2015; LIMA, 2001).

Na figura 14 podemos observar uma eletroforese de hemoglobinas e o perfil
encontrado em pacientes com talassemia [ major, talassemia B minor e talassemia

a.
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Figura 14 — Eletroforese de hemoglobinas
pH alcalino (acetato de celulose) pH acido em gel agar
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Fonte: Oliveira; Poli Neto, 2004.

4.3.4.2 Focalizacao isoelétrica

7

A focalizacdo isoelétrica € uma técnica em que as hemoglobinas sao
separadas de acordo com o ponto isoelétrico das fracfes proteicas que a compdem
ao longo de um gradiente de pH com uma alta resolucdo (MCPHERSON; PINCUS,
2012).

hY

E uma técnica em que ha maior resolucio comparada a eletroforese de
hemoglobinas em acetato de celulose. Embora seja um teste mais trabalhoso e
demorado, tornou-se uma técnica muito utilizada no diagnostico de
hemoglobinopatias devido a sua simplicidade, custo e boa qualidade dos resultados.
O principal objetivo desse método é separar HbD da HbS e a HbC da HbE e da
HbO-Arab (BRASIL, 2016; MULLER, 2005).

Como podemos observar na figura 15, na focalizacdo isoelétrica forma-se um
gradiente de pH a partir de substancias anfélitas que geralmente séo acidos
poliméricos sintéticos. Aplica-se um campo elétrico na mistura dos anfélitos

(proteinas com carga liquida positiva, negativa ou nula, dependendo da sua
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composicdo da estrutura priméria e pH do meio) e assim, forma-se um gradiente de
pH. Mantém os anfélitos em um meio com um catodo em pH mais bésico,
geralmente o hidréxido de sddio, e o anodo em pH mais acido, geralmente o acido
fosforico. A partir desta organizacdo, de acordo com o ponto isoelétrico de cada
proteina, elas irdo se comportar de formas diferentes num dado ponto e serdo
focalizadas. As hemoglobinopatias sdo bem caracterizadas em um pH de 6 a 8
(BRASIL, 2016; MULLER, 2005).

Figura 15 — Etapas iniciais da focalizacao isoelétrica
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Fonte: Caracelli; Schpector, 2007.

A necessidade ou nédo de coloragéo varia de fabricante para fabricante, além
da leitura dos géis que podem ser lidos molhados ou secos. Por meio dos padrdes
de migracdo de controles ja conhecidos é feita a identificacdo das bandas, seguida
da comparacao e obtencao de resultado (AGUINAGA et al., 2015).

Na figura 16 podemos observar um diagrama representando uma matriz de
focagem isoelétrica demonstrando a distancia das diferentes hemoglobinas a partir
da HbA.
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Figura 16 — Mobilidades de diferentes hemoglobinas em matriz de focagem isoelétrica
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E considerada uma técnica muito mais especifica do que a eletroforese de
hemoglobinas por diferenciar bandas de todos os fenotipos de hemoglobina no
ponto isoelétrico (pl) de cada fracdo. Estudos apontam que é uma 6tima opcédo para
a separacdo de HbA e HbF e outras variantes de hemoglobinas, além de estar
sendo muito utilizada para diagnéstico de hemoglobinas anormais em sangue de
corddo umbilical. Outro ponto positivo desta técnica seria a necessidade de usar
somente uma pequena quantidade de eritrocitos (4 microlitros) e a possibilidade de
realizar até 80 amostras por vez. Todas essas facilidades ajudam na realizacdo da
triagem das hemoglobinopatias em adultos, criancas e recém-nascidos
(BERTHOLO; MOREIRA, 2006).

4.3.4.3 Cromatografia Liquida de Alta Performance

Estudos do College of American Pathologists evidenciaram que a HPLC
(High-performance Liquid Chromatography - Cromatografia Liquida de Alta
Performance), tem se mostrado equivalente ou até mesmo superior as técnicas de

eletroforese. A HPLC de permuta catidnica tem sido o método de escolha para
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rastreio de hemoglobinas variantes e quantificacdo de HbA2 e HbF, e assim, permite
o diagnéstico de talassemias e outras hemoglobinopatias a partir do sangue de
corddo umbilical. Atualmente existem equipamentos automatizados utilizados em
rotina laboratorial para o diagnostico de hemoglobinopatias, usado principalmente
para quantificar HbA2, HbF, HbA, HbS e HbC (CLARKE; HIGGINS, 2000).

Trata-se de uma técnica baseada numa cromatografia em coluna, utilizada
para separacgéo e identificacdo de compostos. Difere-se das outras técnicas por ndo
estar relacionada com a ionizagdo dos aminoacidos e sim das interacdes ibnicas e
hidrofébicas da amostra com a matriz, permitindo a separacdo das diferentes
hemoglobinas (LAVOURAS, 2015).

A HPLC é caracterizada por separar a HbS e a HbC das outras hemoglobinas
que possuem migracdo similar nas técnicas de eletroforese. Entretanto, ndo € uma
técnica capaz de separar HbE da HbA2, o que poderia ser util para diferenciar uma
homozigose para HbE de uma heterozigose para HbE e B0 talassemia. Assim, para
realizar a separacdo da HbE e HbA2 deve-se realizar outras técnicas (SABATH,
2017).

Primeiramente a amostra do paciente passa por uma fase estacionaria
presente em uma coluna de cromatografia carregada negativamente, e entdo de
acordo com as cargas positivas de cada molécula ocorre uma separacdo por
adsorcdo. Em seguida, ocorre a passagem para uma fase mével em que ha
separacao por eluicdo, em que ha um liquido com uma crescente concentracao de
cations em uma coluna. Os cations competem com as proteinas absorvidas pelos
sitios anidnicos e assim, as moléculas positivas sdo eluidas de acordo com a sua
afinidade com a fase estacionaria. Apos a separacdo, por meio de um sistema 6ptico
e softwares, as diferentes hemoglobinas séo identificadas pelo seu tempo de
retencdo e quantificadas a partir de picos correspondentes. As hemoglobinas que
apresentarem maior carga positiva ficardo mais tempo retidas no sistema. Como
cada hemoglobina possui tempo de retencéo caracteristico, essa tecnologia permite
a identificacdo das variantes de hemoglobina conhecidas, o que pode ser
demonstrado na figura 17 (LAVOURAS, 2015).
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Figura 17 — Resultado de HPLC na separacédo de hemoglobinas
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Fonte: Lavouras, 2015

Dentre as vantagens desta técnica podemos citar a simplicidade com a
automacao que além de promover uma alta resolucédo e velocidade para obtencéo
de resultados, permite a realizacdo de varias amostras ao mesmo tempo, com
pequenas quantidades de sangue e menor manipulacdo dos técnicos, garantindo
uma alta reprodutibilidade (AGUINAGA et al., 2015).

4.3.5 Métodos laboratoriais moleculares

Em geral, as B talassemias s&o identificadas por técnicas de PCR (Reacéao
em Cadeia da Polimerase), como o PCR alelo especifico para casos de mutacdes ja
conhecidas, eletroforese em gel com gradiente de temperatura (DGGE),
Polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP), PCR em tempo
real e sequenciamento de DNA para casos em que ndo ha conhecimento das
mutacOes (LAVOURAS, 2015).

Dentre as técnicas mais utilizadas, temos a técnica de polimorfismo de
comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP) que consiste em utilizar as
sequéncias de reconhecimento de enzimas de restricido correspondentes ao alelo
normal ou ao alelo mutado do gene em questédo. Caso a sequéncia esteja presente,
a enzima de restricdo “corta” o DNA e depois é observado o resultado em
eletroforese em gel comparando o tamanho dos fragmentos. Para a realizacdo desta
técnica é feita a extragdo do DNA e amplificacdo por PCR. Em seguida é feita a
adicdo das enzimas de restricAo no material amplificado e incuba-se por

determinado tempo. E separada uma fragdo da mistura, realiza-se uma eletroforese
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e visualiza o tamanho dos fragmentos depois da coloracéo, € feito um registro de
imagem e andlise para finalizar diagnostico (AGUINAGA et al., 2015).

Dentre os pontos favoraveis a este teste podemos citar a facilidade em sua
execucao e analise, além disso, quando comparado a outros métodos é considerado
um método mais barato. Entretanto, como se trata de um teste com muitas etapas
manuais, acaba levando a uma baixa produtividade e se restringe a realizacdo de
poucas amostras por vez levando um tempo relativamente longo para realizacéo,
logo é indicado somente para laboratérios com uma menor rotina (AGUINAGA et al.,
2015).

O sequenciamento de Sanger € o método mais pratico para a deteccdo de
mutacBes em um individuo, e como os casos de [ talassemia sdo em grande
maioria causados por mutacBes pontuais, esse tem sido um dos métodos
moleculares mais eficazes na identificacdo da mesma. E um método muito benéfico
para o diagndstico, uma vez que determina qualquer alteracado que tenha nos pontos
de interesse do gene, além disso, oferece alto rendimento. Entretanto possui
algumas desvantagens relacionadas ao tempo que demanda para realizacdo dos
testes, necessidade de um profissional treinado para revisar e o tamanho do gene e
namero de amostras (AGUINAGA et al.,, 2015). Comparando a técnica de
sequenciamento do gene da 3 globina com o gene da a globina, podemos dizer que
0 sequenciamento da 3 globina é mais simples por haver apenas um unico gene de
B globina no cromossomo 11 (SABATH, 2017).

Para a realizacdo da técnica é feita a extracdo do DNA, amplificagédo, além
dos primers e DNA polimerase, utiliza-se os ddNTPs (Didesoxirribonucleotideos
Trifosfato). Como os ddNTPs ndo possuem hidroxila no final da sua molécula como
os dNTPs (Desoxirribonucleotideos Trifosfato), quando eles sao incorporados
acabam interrompendo a extensdo da amplificacdo. Além disso, cada um dos
ddNTPs apresentam um fluoréforo diferente incorporado a molécula emitindo um
comprimento de onda diferente. Apds a amplificacdo, a mistura passa por uma etapa
de purificacdo e os produtos sdo levados a eletroforese para separar as moléculas
com base no seu tamanho e carga. O produto desse processo passa por um feixe
de laser e como cada fluoroforo apresenta um comprimento de onda diferente, a
informacéo € captada e direcionada para um software de um equipamento, exibindo
a sequéncia (AGUINAGA et al., 2015).
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Foi descoberta uma técnica de sequenciamento nova, chamada de
pirosequenciamento, na qual é feita a deteccdo pontual de mutacdes, sendo
possivel realizar varias amostras de forma semiautomatizada e com custo proximo
ao apresentado na técnica convencional de PCR e menor encontrado nos outros
tipos de sequenciamento. Mostrou-se eficaz para deteccdo de mutacbes em
pequenas regides nos genes de globinas, de forma rapida, flexivel, precisa e
confiavel (MARTINO, 2018).

Nessa técnica os nucleotideos s&do adicionados na reacdo e ao serem
incorporados pela RNA polimerase liberam pirofosfato (PPi), que é convertido em
ATP pela enzima sulfurilase. Com isso, gera energia para que a enzima luciferase
converta luciferina em oxiluciferina e obtém assim, luz visivel em tempo real.
Portanto, a cada nucleotideo adicionado, é gerado um pico de luz que sera captado
por um dispositivo. Assim, a sequéncia complementar a fita de DNA é construida e
pode ser visualizada no programa e o resultado € mandado para um software
(MARTINO, 2018).

4.3.6 Custo-efetividade dos métodos realizados para diagnéstico de f

talassemia

A triagem das talassemias inicia-se com um hemograma completo, o qual
permite a andlise dos indices hematimétricos e assim, sabe-se sobre a forma,
tamanho e a contagem de hemoglobina dos eritrécitos. A andlise dos indices
hematimétricos juntamente com outras técnicas de triagem de hemoglobinopatias é
indicada para a triagem inicial das talassemias. Dentre essas técnicas, podemos
citar a eletroforese de hemoglobina, primeiramente em pH alcalino que separa as
hemoglobinas normais e a maioria das anormais por meio da diferenca
eletroforética. Em complemento, pode ser realizada também a eletroforese de
hemoglobinas em pH acido para a separacdo da HbS, HbC e HbE, embora seja uma
técnica de baixa sensibilidade, especificidade e trabalhosa (MARTINO, 2018).

Ainda, temos a focalizac&o isoelétrica que permite uma analise quantitativa e
qualitativa da corrida das hemoglobinas em gel, porém é uma técnica trabalhosa,
demorada e exige maior treinamento de funcionarios para a interpretacdo dos

resultados. Ja a HPLC é importante para a identificacdo de mutacdes que alteram o
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tempo de retencdo da hemoglobina, no entanto, algumas variantes de hemoglobina
apresentam tempos e perfis de retencdo semelhantes, tornando necessario o uso de
outros testes mais especificos, como os testes moleculares (MARTINO, 2018). Na
figura 18, sugere-se um fluxograma para o diagnostico das B talassemias e os

resultados esperados:

Figura 18 — Fluxograma para diagnostico de B talassemias
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Fonte: Elaborada pela autora baseado em Martino, 2018

Como ja citado anteriormente, hoje em dia existem diversos testes utilizados
para triagem de pacientes com suspeita de hemoglobinopatias, mas nenhum destes
testes permite a detecgdo de mutagdes nos genes da B globina, impossibilitando o
diagnostico definitivo e tornando necessaria a utilizacdo de outros testes
confirmatorios para identificar os portadores, e ainda, detectar novas e raras
mutacdes resultantes da variabilidade genética nas populagées do mundo todo. Os
testes moleculares, como 0s sequenciamentos, sdo utilizados para o diagndstico

definitivo dessas doencas por permitirem a analise completa do genoma e assim, um
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diagnostico mais especifico (MARTINO, 2018). Por fim, a

hemoglobinopatias e seu diagndstico podem ser feitos por diversos métodos, cada

triagem das

um com suas particularidades, vantagens e limitacbes, que foram resumidamente

mostrados no quadro 5:

Quadro 5 - Vérias técnicas utilizadas para o diagnostico de disturbios da

hemoglobina

Método Vantagens Limitacdes
Baixa resolucéo, néo utilizado
Eletroforese em em laboratérios modernos,
acetato de celulose Baixo custo. pode nao detectar 3

(pH alcalino)

talassemias em recém-

nascidos.

Eletroforese em agar

citrato (pH acido)

Pode distinguir variantes

incomuns de

HbS ou HbC, baixo custo.

Cromatografia liquida de alta
resolucao e alta performance

pode normalmente substituir.

Focalizacao isoelétrica

Boa resolucéo,

amplamente utilizada,

custo relativamente baixo.

N&o € possivel identificar
definitivamente algumas
variantes, insensiveis para a-
talassemia, ndo é quantitativa,
pode nao identificar B-
talassemia no periodo

neonatal.

Cromatografia liquida
de alta performance

Quantitativa, boa
resolucao, rapida,
amplamente adotada.

N&o é possivel identificar
definitivamente algumas
variantes, insensiveis para a-
talassemia, pode nao
identificar B-talassemia no

periodo neonatal.
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Melhor método atual para

_ caracterizagéo de L
Sequenciamento de ) ) N&o é utilizado para detectar
variantes de globina e .
Sanger . _ delecdes.
mutagdes pontuais que

causam talassemia.

Os resultados sao

quantitativos, mais _ )
) ) o o A sequéncia de DNA alvo é de
Pirosequenciamento rapidos e sensiveis ]
apenas 20 a 50 nucleotideos.
comparados ao

sequenciamento Sanger.

Fonte: Sabath, 2017; Traeger-Synodinos et al., 2014.

4.3.7 Tratamento

Como dito anteriormente, os pacientes acometidos com talassemia minor
geralmente ndo apresentam sintomas e ndo ha necessidade de tratamento mesmo
com alteracdes hematoldgicas. Ja quando se trata de talassemia intermediaria 0s
pacientes podem necessitar de transfusdes regulares e caso nao aderirem ao
tratamento podem apresentar algumas complicagdes (DOTTO; SILVA, 2005).

Em geral, o tratamento para 3 talassemia major é baseado em transfusdes de
concentrado de hemacias, uso de quelantes de ferro, esplenectomia e ainda, apoio
psicolégico ao paciente talassémico e aos seus familiares, uma vez que a doenca
abrange complicacdes psicolégicas e sociais. E importante que a familia tenha
consciéncia da natureza hereditaria da doenca, sua evolucdo, possiveis
complicacfes e o tratamento adequado para uma melhor qualidade de vida. Com o
uso dessas medidas é possivel aumentar a sobrevida dos pacientes doentes, que
embora levem a [ talassemia como uma doenga crbnica, tém um aumento da
expectativa de vida mediana para 25 anos. Ainda, ha possibilidade de realizar um
transplante de célula tronco hematopoiética, em que se substitui a medula doente
por um tecido de doador saudavel, erradicando a doenca (ZAGO; FALCAO;
PASQUINI, 2013).
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As transfusOes propostas aos pacientes talassémicos tem o objetivo de
corrigir a anemia, a supressao da eritropoese e a inibicdo da absor¢céo de ferro no
trato gastrointestinal, complicacfes frequentes nos pacientes que ndo passam por
terapia transfusional. Apds confirmacao de diagnostico de B talassemia major deve-
se iniciar a terapia transfusional caso o paciente atenda a alguns critérios: 1.
Resultados menores que 7,0 g/dL de hemoglobina durante um intervalo minimo de
duas semanas (excluindo outras causas que podem levar a queda de hemoglobina
como infeccdes, perda de sangue e deficiéncia de acido félico) ou 2. Resultados de
hemoglobina maior que 7,0 g/dL com paciente apresentando outras complicacdes
como mudancas faciais, fraturas, comprometimento do crescimento e hematopoese
extramedular. Espera-se o valor médio de hemoglobina de 12 g/dL e apos
transfusdo esse valor sera proximo de 14 a 15 g/dL (BRASIL, 2016).

Existem vérios fatores que influenciam na quantidade de sangue a ser
transfundido, como o peso do paciente, o valor de hemoglobina esperado e o
hematdcrito da bolsa a ser transfundida. Normalmente ndo se deve exceder o valor
de 15 a 20 ml/kg e para que a volemia ndo aumente rapidamente e deve-se ter uma
velocidade de infuséo proxima de 5 ml/kg/h (BRASIL, 2016).

Devido a necessidade dos pacientes talassémicos passarem por transfusdes
recorrentes e também por terem maior absorcédo de ferro no trato gastrointestinal,
ocorre 0 progressivo acumulo de ferro no organismo. A sobrecarga de ferro ao
chegar a valores proximos de 1,0-1,5 g/kg torna-se incompativel com a vida, o que
leva o talassémico a necessidade de passar por tratamento regular com quelantes
de ferro para que ndo alcance esses valores criticos (ZAGO; FALCAO; PASQUINI,
2013).

No inicio da década de 60 foi introduzida a desferroxamina (DFO) como
quelante de ferro padrao no tratamento de pacientes cronicamente transfundidos e
que apresentavam sobrecarga de ferro. O acumulo de ferro no coracéo é a principal
causa de morte nos pacientes talassémicos, embora também tenha acometimento
do figado. Depois de diversos estudos, foi comprovado que pacientes que
apresentavam talassemia major ao usar a DFO por via parenteral tinha o aumento
da sobrevida e diminuicdo das complicacbes associadas a sobrecarga de ferro, além
de reverter alteracbes cardiacas ja estabelecidas. Também existem farmacos que
podem ser usados via oral, com eficiéncia comprovada e com a vantagem de néo

ser por administracdo parenteral, mas ndo ha um consenso sobre o uso isolado de
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este farmaco substituir o uso de DFO (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2013; PAULA;
SAAD; COSTA, 2003).

Com a necessidade de realizar transfusGes recorrentes para sobreviver, ha
uma consequente sobrecarga de ferro, que pode resultar em dano para multiplos
orgdos como o coragdo, figado e pancreas. Assim, o tratamento crénico com
transfusbes regulares e uso de quelantes de ferro melhora a sobrevida dos
pacientes com talassemia. Entretanto, as principais causas de Obito em pacientes
talassémicos sdo secundarias a sobrecarga de ferro no coracdo e no figado, pois
existem muitos casos em que ha baixa aderéncia ao tratamento com quelantes, o
gue faz com que esses pacientes ainda apresentem uma menor expectativa de vida
comparada as pessoas que nao tém a doenca (SIMOES et al., 2009).

Outro ponto importante relacionado as transfusbes recorrentes € a
aloimunizacdo eritrocitaria, decorrente ao desenvolvimento de anticorpos pelo
paciente contra os antigenos das hemécias do doador podendo levar a uma reagéo
hemolitica transfusional. Como isso, os pacientes tém dificuldade em encontrar
concentrados de hemacias compativeis e aumentam as chances de acontecer
outras reag0des transfusionais (MOTA, 2018).

E comum o desenvolvimento de esplenomegalia macica em pacientes com
talassemia major secundariamente ao aumento da destruicdo de eritrécitos e pela
presenca de hematopoese extra medular esplénica. Assim, o paciente talassémico
pode apresentar hiperesplenismo, com encurtamento da sobrevida dos eritrcitos e
quadro anémico torna-se mais grave. Para evitar a esplenectomia e avaliar se é
realmente necessaria, deve-se colocar o paciente num regime transfusional
adequado por varios meses e avaliar se houve melhora no quadro de eritropoese
extra medular (BRASIL, 2016).

Em geral, a esplenectomia é indicada quando ocorre o aumento de 50% ou
mais da necessidade transfusional no periodo de um ano. Também se leva em
consideracdo a sobrecarga de ferro, pois se 0 uso de quelantes for suficiente para
reduzir o acumulo de ferro, evita-se a esplenectomia mesmo que haja uma
necessidade do aumento transfusional. Entretanto, 0 método para a esplenectomia
deve ser analisado paciente a paciente, levando em consideracdo 0S riscos e
beneficios individuais (BRASIL, 2016)

Outra opc¢édo de tratamento € o transplante de medula 6ssea, que desde 1982

se mostrou disponivel como um tratamento radical da talassemia. Trata-se de um
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método eficiente para pacientes que ndo apresentem riscos ou que apresentem so
um risco de complicacbes graves, desde que tenha um doador familiar HLA
(Antigeno Leucocitario Humano) idéntico, proporcionando uma sobrevida superior a
85%, enquanto que 0s pacientes que possuem maiores riscos de complicacdes
apresentam uma sobrevida menor. Alguns especialistas dizem que o transplante é
uma medida muito invasiva e deve ser feita 0 quanto antes para que tenha menores
complicacBes, mas quando os doentes passam por esse tratamento radical tém
chance de uma sobrevida sem complicacdes graves (ZAGO; FALCAO; PASQUINI,
2004).

O transplante alogénico de células hematopoiéticas € uma opcéao
potencialmente curativa a [ talassemia, entretanto essa forma de tratamento
apresenta dificuldade em encontrar um doador compativel, além de oferecer riscos
como a rejeicdo do enxerto e doenca do enxerto contra o hospedeiro (HOSSAIN;
BUNGERT, 2017; RIBEIL et al., 2017).

Recentemente a terapia génica vem se mostrando como uma alternativa para
a cura desta doenca, uma vez que 0s riscos oferecidos tanto pelas transfusdes de
concentrados de hemécias quanto o transplante alogénico sdo preocupantes e
limitam o tratamento. Assim, as terapias génicas tornaram-se uma Opgao para
corrigir o gene alterado ou para aumentar a producdo de HbF nesses pacientes
(MOURA JUNIOR, 2017).

Estudos recentes propdem a terapia génica como alvo para tratamento de
doentes falciformes e 3 talassémicos, por meio de técnicas que adicionam um gene
corrigido de [ globina a partir de vetores lentivirais em células-tronco
hematopoiéticas autdlogas. Os vetores lentivirais transferem estruturas genéticas
para as células do paciente afetado e as células modificadas sao transplantadas de
volta para o mesmo. Um estudo realizado verificou que um paciente que
apresentava o estado grave da doenca foi capaz de ficar sem realizar transfusdes
por mais de 6 anos (THOMPSON et al., 2018).
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4.2.1.8 Aconselhamento genético

Para que haja uma prevencédo do desenvolvimento de formas talassémicas e
suas complicacdes é importante que haja um aconselhamento genético retrospectivo
em familias em que tenha nascido um filho com talassemia major, ou entdo um
aconselhamento genético prospectivo para detectar individuos heterozigotos antes
da procriacdo. Quando detectados os portadores heterozigotos € possivel que
aconteca uma prevencdo do matriménio com outro portador, ou entdo optar por nao
ter filhos (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004).

Ainda pode ocorrer o diagnostico intrauterino com baixo risco obstétrico, no
gual se coletam amostras de células fetais das vilosidades coribnicas entre a 92 e a
122 semana de gestacao e € feito o diagnostico a partir de métodos de analise de
DNA, como sequenciamento, eletroforese em gel, hibridizacgdo com
oligonucleotideos ou andlise de ligagdo com polimorfismos (ZAGO; FALCAO;
PASQUINI, 2004).

No Brasil, o Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) foi instituido em
2001, como uma medida de acdo preventiva para diversas doencas, incluindo as
hemoglobinopatias, o qual tem o objetivo de diagnosticar essas doencas em recém-
nascidos, interferindo e instituindo o tratamento precoce especifico e a diminui¢céo ou
até eliminacdo de complicacbes associadas as doencas. As talassemias ainda nao
tém cura, mas podem ser controladas. Por isso, quando o diagndéstico e o tratamento
sao feitos precocemente ha uma reducdo na morbidade e mortalidade (MONTEIRO,
2014).

Para a triagem das hemoglobinopatias € necessaria coleta de sangue em
papel de filtro seguindo critérios estabelecidos no Programa Nacional de Triagem
Neonatal. Os testes e o devido tratamento devem ser realizados antes de 4 meses
de vida para que tenha prevencgao de outras complicagbes que inviabilizam uma boa
qualidade de vida para crianca. Podem ser utilizadas diferentes técnicas para a
triagem inicial dessa doenca, desde que nao haja resultado inconclusivo. Caso o
resultado seja inconclusivo deve ser feita uma reavaliacdo da amostra por outra
técnica mais sensivel e especifica, de forma complementar, e reportar o resultado no
laudo (BRASIL, 2002).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A B talassemia € uma doencga hereditaria que esta relacionada com mutacdes
que implicam na sintese defeituosa de cadeias B na molécula de hemoglobina.
Assim, sdo formados agregados instaveis de outras globinas no interior dos
eritrocitos, que se precipitam e tornam os eritrocitos anormais. Essas células
acabam sendo mortas na medula 6ssea, ou entdo, as hemacias que vao para o
sangue periférico sao capturadas precocemente pelo baco, caracterizando uma
eritropoese ineficaz, que dentre diversas manifestacdes clinicas, causa uma anemia

de grau variavel.

Para que esses pacientes tenham uma melhor qualidade de vida, deve ser
feita uma triagem a partir do hemograma completo e observar alguns critérios, entre
eles os indices hematimétricos, como CHCM, VCM e HCM, que normalmente
encontram-se diminuidos nos pacientes 3 talassémicos. Além disso, ao observar o
esfregaco sanguineo desses pacientes, € comum identificar alteracdo na morfologia
celular, presenca de eritroblastos e reticuldcitos, e ainda, o numero total de
eritrocitos estdo aumentados. Depois de observadas essas alteracbes, deve-se
prosseguir com outros testes que envolvem a analise de proteinas que compdem as

moléculas de hemoglobina para que seja verificada a sintese das mesmas.

Dentre as técnicas utilizadas atualmente, a eletroforese de hemoglobinas em
acetato de celulose é a técnica mais usual por permitir a diferenciacdo das
moléculas de hemoglobina variantes, ter baixo custo e pela facilidade em ser
executada. Entretanto, existem outras técnicas capazes de fazer isso como a
focalizacdo isoelétrica, cromatografia liquida de alta performance e técnicas
moleculares capazes de identificar a mutacdo responsavel por causar a doenca, que
embora sejam capazes de fornecer bons resultados e de apresentarem boa
resolucdo, muitas delas acabam sendo mais caras devido ao uso de equipamentos
e/ou dependem de méo de obra treinada, tornando-as menos utilizadas na rotina de
um laboratério clinico. Cada uma das técnicas tem suas particularidades, com
vantagens e desvantagens, portanto, cabe ao servico decidir qual técnica sera

empregada para diagnoéstico das 3 talassemias.
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E de extrema importancia que seja realizada a triagem neonatal das
hemoglobinopatias como a talassemia para que nao acontecam graves
manifestacbes clinicas e o individuo tenha conhecimento das possiveis
complicacbes que podem vir a acontecer. Além disso, € necessario que sejam
tomadas todas as medidas possiveis para que nao haja transfusées recorrentes, e
nao ocorra aloimunizagdo desses pacientes e assim, evite a possibilidade de

reacoes transfusionais e sobrecarga de ferro.

Para isso, € necessaria que seja realizada uma investigacdo sobre o historico
familiar do paciente juntamente com a realizagdo de exames laboratoriais, para

entdo chegar ao diagndéstico de uma (3 talassemia.
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