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RESUMO

Introducéo: A beta talassemia € um grupo de digtsirltada um resultando de um defeito
genético, na velocidade de sintese de uma ou @désas globinicas da hemoglobina (Hb). A
desproporcdo na producdo das cadeias globinicas pmliltar em eritropoese ineficaz,
producéo insuficiente de Hb, hemdlise e anemiarda gariado. A beta talassemia € mais
frequente nos paises banhados pelo mar Mediterréefbeiindo a participacdo desses povos
na formacao da populacéo brasileira. As mutacéedopninantes no Brasil séo a IVS-I-1,
IVS-1-6, IVS-1-110 e o0 CD 39, as quais estdo asstas a diversos quadros clinicos e sao, em
sua maioria, regionalmente especificas. ObjetiaraCerizar o perfil clinico, hematoldgico e
molecular dos individuos adultos com beta talassedoi Hospital Universitario Walter
Cantideo, em acompanhamento no centro de refer@iecldematologia e Hemoterapia do
estado do Ceara (HEMOCE). Metodologia: Foram amddis 22 individuos portadores de
beta talassemia, sendo 7 intermediaria e 15 mda@mbos os sexos, no periodo de fevereiro
de 2008 a setembro de 2009. Os dados clinicooealabiais: hemograma, niveis de Hp &\

de Hb F; ferro sérico; capacidade total e lateptéghcao do ferro (CTLFe, CLLFe), ferritina

e indice de saturacdo da transferrina (IST), foodtidos dos prontuéarios, ao diagndstico.
Cerca de 5 mL de sangue venoso foi coletado emdoibi@ndo o anticoagulante EDTA para
o estudo molecular. A analise das mutacdes foizead por meio da técnica da reacdo em
cadeia mediada pela polimerase alelo especificoR{RE), onde foram analisadas as
seguintes mutacoes: IVS-I-1, IVS-1-6, IVS-I-110 eC® 39. As analises estatisticas foram
desenvolvidas no software livre R (versdo 2.7.0@) mivel de significAncia estabelecido foi
5%. Resultados: Dos 22 pacientes estudados, 15pdadores df talassemia menor e sete
intermediéria. A idade variou de 18 a 68 anos, ooédia de 44,7 anos. 18,2 % do sexo
masculino e 81,8% do sexo feminino. As mutacdemnfioraracterizadas em 68,2% dos casos,
que teve como mais frequente a IVS-I-6, seguidac@on 39. A mutacdo IVS-I-I foi
caracterizada em um paciente e a IVS-I-110 naerfoontrada. Nao houve diferenca clinica
significante entre os parametros hematolégicosogubdmicos Houve discrepancia entre o
fendtipo e o gendtipo em alguns pacientes, porémhio@ve diferenca significativa entre as
mutacdes e as manifestacdes clinicas. Conclus@esesDIitados do presente estudo reforgcam
o predominio da mutacao IVS-I-6 no nordeste doiBi@ecomendam-se estudos posteriores
para investigagcdo da co-heranca conmu @alassemia nesses pacientes para justificar a
discrepancia entre genadtipos e fenotipos.

Palavras-chave: Talassemia beta, Fenotipo, Gendfiptacao.



ABSTRACT

Background: Beta thalassemia is a group of dissrdsach resulting from a genetic defect in
the rate of synthesis of one or more globin chainsemoglobin (Hb). The imbalance in the
production of globin chains can result in ineffeeterythropoiesis, insufficient production of
hemoglobin, hemolysis and anemia of varying degBeta thalassemia is more common in
countries bordering the Mediterranean Sea, refigdtie participation of these peoples in the
formation of the Brazilian population. The predoamh mutations in Brazil are the IVS-I-1,
IVS-I-6, IVS-1-110 and CD 39, which are associatgth different clinical conditions and are
mostly regionally specific. Objective: To character the clinical, hematological and
molecular adults with beta thalassemia of the Uity Hospital Cantideo Walter and
followed at a referral center for Hematology of #tate of Ceara (Hemoce). Methods: We
analyzed 22 individuals with beta thalassemia, térmediate and 15 minor, in both sexes,
from February 2008 to September 2009. Clinical daidh laboratory tests: blood count, levels
of Hb A, and Hb F, serum iron, total capacity and lateah ibinding (CTLFe, CLLFe),
ferritin and transferrin saturation index (IST) wesbtained from medical records, diagnosis.
About 5 mL of venous blood was collected in tubestaining EDTA anticoagulant for
molecular study. The analysis of mutations was queréd using the technique of chain
reaction mediated by allele specific polymeraseRFXE), where we analyzed the following
mutations: IVS-I-1, IVS-I-6, IVS-1-110 and CD 39idfstical analysis was carried out in
software R (version 2.7.0) and the level of sigaifice was 5%. Results: Of 22 patients
studied, 15 were patients wifhthalassemia minor and seven intermediate. Theragged
18-68 years with a mean of 44.7 years. 18.2% made84.8% female. The mutations were
characterized in 68.2% of cases, which had the fmegtient IVS-I-6, followed by the codon
39. The mutation IVS-I-1 was found in one patiemd &/S-1-110 was not found. There was
no significant clinical differences between the lasntogical and biochemical parameters.
There was a discrepancy between phenotype andygeniot some patients, but no significant
difference between mutations and clinical manitesta. Conclusions: The results of this
study reinforce the dominance of the mutation IM&-in northeastern Brazil. Are
recommended further studies to investigate thenberitance witha-thalassemia in these
patients to justify the discrepancy between gerexyand phenotypes.

Keywords: Beta thalassemia, Phenotype, Genotypéatidu.
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1 INTRODUCAO

1.1 A molécula da hemoglobina

A molécula da hemoglobina (Hb), que é o pigmen® spiencontra no interior do
glébulo vermelho, é uma proteina de estrutura dgobel quaternaria composta por quatro
cadeias polipeptidicas, denominadas globinicas) grupo prostético. A forma mais comum
e abundante de hemoglobina humana, a Hb A (hemioglalo adulto), é constituida por duas
cadeias globinicas do ti@dfa (com 141 aminoacidos cada) e por duas dokgia(com 146
aminoacidos cada). Cada cadeia polipeptidica contdmgrupo prostético contendo um
grupamento heme, complexo formado por um &tomcede £m uma estrutura porfirinica.
Estruturalmente, os quatros monémeros ligam-se codgpdimeros que se unem para formar
o tetramero da hemoglobina (HONIG; ADAMS IlI, 19868DRRES; BONINI-DOMINGOS,
2005) (Figura 1).

[ globinas Heme

a globinas Atomos de ferro

Figura * Hemoglobina humana (Hb A). (A) Esta proteina énfada por quatro cadeias
polipeptidicas, duas cadeiaffa (azul), com 141 residuos de aminoéacidos e duasiasad
betas (verde) com 146 residuos de aminoacidos. Cadaacpdlipeptidica contém um grupo
prostético heme ao qual se liga pegum atomo de ferro.

Fonte: Adaptado de Schechter, 2008.
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A hemoglobina tem peso molecular aproximadamenté4d&ilodaltons (KD),
representando 95% das proteinas dos eritrécitas.p8acipal fungdo, em mamiferos, é a
absorcéo, o transporte e a distribuicdo de oxigpara os diversos tecidos do organismo.
Além da importante atividade antioxidante, a mdice hemoglobina também interage com
trés outros gases, o dioxido de carbono JC@onoxido de carbono (CO), e 6xido nitrico
(NO), que tém importantes fungdes biologicas (BURRRGET, 1986; MACKA; KATOA,
2006; SCHECHTER, 2008).

1.1.1 Os genes da hemoglobina

As subunidades das hemoglobinas sdo codificadasupopequeno grupo de
genes ¢ e ) que sao expressos sequencialmente durante ovdéserento humano. Os
genes do agrupamento ou "cluster” estdo reunidésagm curto do cromossomo 16, em uma
regido aproximadamente de 25 Kb (ANTONARAKIS; KAZWAI JUNIOR; ORKIN, 1985;
HONIG; ADAMS Ill, 1986). Neste complexo génico eeis1 dois genes estruturais que
expressam as globinas alfa denominadosagdes a,. Outros genes pertencentes a este
complexo génico sdo os germga,de atuacdo na fase embrionaria, e 0os pseudopgsinaia
1(yal) epsi zeta(y(). Pseudogenes sdo genes que possuem sequénci@dedamaos genes
estruturais ativos, mas contém mutacdes que ingagmexpressao (BONINI-DOMINGOS,
2006). Os genes do agrupamefitestédo localizados no brago curto do cromossomeril,
uma regido de aproximadamente 50 Kb. Os genesoBp$i) sao expressos na fase
embrionéria, os genes gama-alaniffy) € gama-glicinay€) sdo caracteristicos do periodo
fetal. Os gened e 6 sdo atuantes a partir do final do periodo fetadeeexpressam
completamente no periodo poés-nascimento (ANTONARBKKAZAZIAN JUNIOR;
ORKIN, 1985).

Os genes do “clusteff sdo constituidos por um segmento na regiao praebtp
uma pequena regido nao traduzida (UTR), codonsidagao, éxons, introns (IVS), cédon de
terminacdo, uma UTR 3’ e sinal de poliadenilacdouena regido de 1.587pb (HUISMAN;
CARVER; BAYSAL, 1997) (Figura 2).

A regido promotora do geffieglobina apresenta varias sequéncias de nuclestideo
conservados e aparentemente envolvidos no conaletranscricdo. A primeira €

caracterizada por ser rica em nucleotideos adentimaina, sendo denominada TATA Box. A



18

segunda sequéncia conservada é constituida deotideless GGC/TCAATCT, denominada
CAT Box, e encontra-se duplicada nos genesa sequéncia CCACCCT, duplicada no gene
B (BENOISTet al, 1980; EFSTRADIADISet al, 1980; DIERKSet al, 1981; CHARNAY;
MELLON; MANIATTIS, 1985).

Gene ¢ (Cromossomo 16)

HS-40 YE ol
¢ Il 2w el
5 ¢ -
Gene P (Cromossomo 11)
s 3'HS-1
S T
R ' —t
LCR 10 kb

Figura 2- Representac¢éo dosis dos genes da globinalocalizado no cromossomo 16p13.3
e dos genes da globiflahumana localizado no cromossomo 11p15.5. Os gemnegnais
sdo mostrados em azul escuro no gerem verde no gerfee os pseudogenes em azul claro.

Fonte: Adaptado de Schechter, 2008.

A sintese da hemoglobina é determinada por umnsstommplexo de regulagcéo
que envolve mecanismos sequenciais de ativacdat®agdo, resultando na sintese das
diferentes cadeias globinicas. Os mecanismos dgagEp envolvidos sédo as interacbes de
fatores transcricionais em estagios especificosgiao controladora docus(LCR) no grupo
de gene$, a presenca de sitios hipersensiveis a DNAse 4@ S0 grupo de genes as
sequéncias cis que atuam positiva ou negativanmentegulacéo da transcricdo e os fatores
de transcricdo eritrdides ou nao-eritroides possatar envolvidos (NAGEL; STEINBERG,
2001; STAMATOYANNOPOULOQOS, 2005; BANK, 2006; MAHAJANNVEISSMAN, 2006;
ADORNOet al,, 2008; RIBEIRCet al, 2009).
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1.1.2 Ontogenia das hemoglobinas

As hemoglobinas diferenciam-se entre si por possuicaracteristicas fisico-
quimicas e mobilidades eletroforéticas distintas. pAmeira hemoglobina embrionéria
sintetizada é a Hb Gower 4,(;) e predomina nas quatro semanas iniciais. Aprocimeente
no inicio da oitava semana de gestacédo, as caoidszidas sao gradualmente substituidas
pela cadeia e duas diferentes cadeias fetais designagas/Ay. Os genes diferem somente
pela presenca de glicina ou alanina na posicéo re3fectivamente. Durante o periodo de
transicdo entre o estadgio embrionério e fetal,eaadglobinas Gower Zufe,) e Portland
2y,) séo detectadas. Apos o periodo embrionario ndoemais a sintese das hemoglobinas
embrionarias que, no entanto, podem estar preseatepequenas quantidades em recem-
nascidos normais (WEATHERALL; CLEGG, 1981; ANTONARK; KAZAZIAN
JUNIOR; ORKIN, 1985;: HONIG; ADAMS IIl, 1986).

Ainda no periodo embrionario a hemoglobina fetaHbF (azy2) substituira
gradativamente as hemoglobinas embrionarias, edirrgsua plenitude por volta do terceiro
més de gestacdo e torna-se predominante ao longeritmo fetal. A hemoglobina Au,)
comeca a ser sintetizada a partir da décima semaard@endo-se em niveis ndo superiores a
10%, na trigésima semana. Logo apés o nascimentdhbB e HbA apresentam concentractes
proximas de 80% e 20% respectivamente, e as sSintesertem-se rapidamente até
estabilizarem-se, em média, no sexto més de vidanatal. A Hb A (a20,) tem sua sintese
iniciada no final do periodo fetal, e se estabilimamesmo periodo que a HbF e Hb®
perfil eletroforético de 96 a 98% de HbA, 2 a 3.86dHbA e 0 a 1% de HbF se estabiliza por
volta do 6 més apds o nascimento (WEATHERALL; CLEGG, 1981; TRANARAKIS;
KAZAZIAN JUNIOR; ORKIN, 1985; HONIG; ADAMS lII, 19%) (Quadro 1).
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Quadro 1. Ontogenia das hemoglobinas

PERIODO TIPO DE HEMOGLOBINA |[CONCENTRACAO
0,
Gower-1 €2 (2) = 20-40
Embrionario Portland { 2y2 ) 5-20
Gower-2 (2 €2) 10-20
Fetal ¢:2y2) 80-100
Fetal A (a2 B2) 5-10
A2 (a2 62) Tracos
Pds-nascimento ap6s 6 | A (a2 B2) 96-98
meses de idade A2 (a2 62) 2-3,5
Fetal (12 y2) 0-1,0

FONTE: Adaptado de Naoum, 1997

1.1.3 Hemoglobinopatias

As alteracdes das hemoglobinas humanas, denomimsld®moglobinopatias,
sdo de importancia fundamental na genética mégaia,sdo as doengas monogénicas mais
comuns no mundo, causando morbidade substancidénfPeer divididos em trés grupos:
variantes estruturais (alteram o polipeptideo dibigh, sem afetar sua taxa de sintese);
talassemias (sintese diminuida de uma ou maisasadeiglobina, resultando no desequilibrio
das quantidades relativas das cadeias gkg persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal
(PHHF) (grupo de condi¢cdes clinicamente benignas ajteram a mudanca perinatal de
sintese de paraB-globina) (WATANABE, 2007).

As hemoglobinas anormais ou variantes apresentaaiwga quimica diferente da
hemoglobina normal e séo resultantes de mutacOdsasas nitrogenadas que podem levar a
substituicdo de aminoacidos nas globinag, 6 ou y (NAOUM, 1999)e, por isso sao
chamadas de variantes. Atualmente existem 1.03é&ntes de hemoglobinas descritas e
algumas com consequéncias fisiopatoldégicas ao dgmrtdhttp://globin.bx.psu.edu/cgi-
bin/hbvar/counter, Acesso em: 10 de abril de 20If)e segundo suas caracteristicas
funcionais, podem ser classificadas em cinco gru@ospo | (hemoglobinas sem alteracdes

fisioldgicas); Grupo Il (hemoglobinas de agregag@upo 1l (hemoglobinas instaveis);
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Grupo IV (hemoglobinas com altera¢gdes funcionaiSy@po V (hemoglobinas variantes com
fenotipo talassémico) (HUISMANMLt al, 2001).

Entre as hemoglobinas variantes mais frequentesngam-se as hemoglobinas
S, C, D e E (WEATHERALL; PROVAN, 2000; BUNN, 1990QLD, 2003). Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as doencas etaodlobina estdo atualmente
presentes em 71% de 229 paises. Estima-se que Fpdcdo mundial sejam portadora
dos genes da hemoglobina S (HbS) e de talassedh@SELL; DARLISON, 2008).

1.2 Talassemias

As talassemias sdo caracterizadas por reducao quugdo de uma ou mais
cadeias polipeptidicas que formam o tetramero aeobtbina, resultando geralmente, no
desenvolvimento de anemia microcitica e hipocronismdefeitos moleculares podem afetar
a sintese das cadeias alfa, beta, delta ou gamdp sgie as alteracbes sao classificadas de
acordo com a cadeia globinica deficiente (CUNNINGHAR008).

Nas talassemias a estrutura primaria da hemoglolgeelmente, € normal,
diferenciando-se das hemoglobinas variantes, foasiador uma cadeia de globina
estruturalmente anémala. Além da sua importandrdcel como o grupo mais comum de
doengca monogénica na populacdo mundial, as talessepnoporcionam variedade de
modelos de ocorréncia natural para o estudo ddagiuda sintese das hemoglobinas, do seu
desenvolvimento genético e relacdo antropologicatadassemias do tippe f sdo as mais
frequentes e melhor definidas, seguidas das doatfpebeta, delta-beta, delta, e gama-delta-
beta. Existe ainda outro grupo, mais raro, caraetéo pela manutencao de hemoglobina fetal
em quantidades aumentadas na vida adulta por PrHEas vezes considerada uma forma
compensada de delta-beta talassemia (WEATHERALLEGG, 1981; HONIG; ADAMS
[1l, 1986; BONINI-DOMINGOS, 2006).
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1.3 Beta talassemia

A beta talassemia € uma hemoglobinopatia que s&teasiza por uma alteracéo
guantitativa da sintese de globinas beta e sasifitaslas como talassemias beta zero (ou
talassemid®) quando n&o ha sintese de globinas beta, e tal@ssbeta mais (ou talassemia
B") quando ha reducio na taxa de sintese (WEATHERZ006).

A beta talassemia exibe acentuada heterogeneigaeiequando analisada em seu
aspecto clinico, bioquimico ou molecular (ZAGO, @P8A variabilidade clinica e
hematoldgica estd associada a fatores genéticds;omfirmada pela grande quantidade de
mutacdes e alteracdes génicas que originam agdiesaemias e cuja classificacdo pode ser
realizada por testes classicos para a triagemtestespecificos como a analise de DNA
(ZAGO, 2005).

A beta talassemia possui padrao de herancga autmssdetessivo, entretanto,
também existem casos de talassemia dominante aedmins a fenotipos intermediarios
(WEATHERALL, 2001), sendo necessarios dois genesrraais de globina beta para
produzir o fenétipo clinicamente detectavel (LERMENaL, 2007). Quando considerada do
ponto de vista clinico, a doencga pode ser classifiem beta talassemia maior, intermediéria
e menor (ZAGO, 2005).

A beta talassemia € a forma mais importante dasgainias devido a elevada taxa
de morbidade e mortalidade. A Organizacdo Mundigbdide calcula que nascem por ano de
20.000 a 40.000 criangas com beta talassemia hgotwa, sendo mais da metade deles na
Asia. Na Europa, as maiores prevaléncias de hégetosp talassémicos ocorrem na ltalia
(2-15%), Chipre (18%) e Grécia (8%). Na Peninsbkrita a distribuicdo é heterogénea
variando a frequéncia na populacédo de 0,1 a 2%nm&ste em mais de 4 milhdes o niamero
de heterozigotos no sul da Europa, e por voltaGfeOPO em Portugal e Espanha (ZAGO,
2005). Nos paises do Oriente Médio a prevaléncigead® 3 talassémico varia entre 1% e
30% (WEATHERALL, 2001). No Brasil, a beta talassarmenor oscila entre 0,5% e 1,5%
(NAOUM; NAOUM, 2004).

Na regidao de Ribeirdo Preto-SP, um estudo realipaiaZago e colaboradores
em 1983 avaliando 400 criangas em idade escolarpes e 606 recém-nascidos, revelou a
presenca de 0,8% (13 casos) de heterozigotos peta thlassemia. Em estudo de
rastreamento para hemoglobinopatias realizado empi{das-SP e regido em 1999 por

Ramalhoet al, analisando 13.670 individuos, demonstraram aepgasde 1,3% (178) de
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traco beta talassémico. J& um rastreamento paragh@mmopatias realizado pelo Laboratorio
Municipal de Saude Publica do Recife — PE, anafisah2.173 amostras no periodo de
novembro de 2002 a dezembro de 2004, demonstroufregaéncia de 0,68% de beta
talassemia menor (ALMEIDAL al, 2005).

1.3.1 Bases moleculares da beta talassemia

Os genes responséaveis pela sintese de cadeifisgtidina e similares estdo
organizados num agrupamento, localizado no brago do cromossomo 11, na posi¢ao p13-
pter, com tamanho aproximado de 50kb, que contéooajenes funcionais (5°-y"-yp-5-
B-3’), arranjados na sequéncia 5’-3’, na mesma ordenmue séo ativados durante as fases
do desenvolvimento humano. Com excec¢ao dos psenesgearacterizados pgr os demais
loci apresentam sequéncias de bases cujos éxons paos@seis pela producdo de cadeias
polipeptidicas que recebem o nome do gene que rig;hau. Os pseudogenes possuem
sequéncias homoélogas aos genes ativos, mas napssam como urtocus estrutural
(FORGET, 1979; LEBOet al, 1979; BARTON et al, 1982; WEATHERALL;
WAINSCOAT, 1985; THEIN, 1998).

Os genes, da cadeia tipo beta e tipo alfa, ap@seestruturas semelhantes, onde
trés regides codificadoras dos mesmos (0s éxons)irg@rrompidas por outras duas
constituidas de sequéncias que nao se expressapnodoto protéico (os introns = IVS =
Intervening Sequence). Nos genes do grupo betameipo éxon codifica os aminoécidos de
1 a 29 juntamente com as duas primeiras basesddm &b, o segundo éxon codifica parte do
residuo de 30, juntamente com os aminoacidos 3D4pe o terceiro éxon, os aminoacidos
105 ao 146, enquanto que no grupo da globina afagquéncias sao interrompidas entre 0s
cédons 31 e 32 e codons 99 e 100 (JEFFREYS; FLAVHII77; LAWN et al, 1980,
THEIN, 2005)(Figura 3).
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Figura 3. A. O conjunto do geffieglobina e as suas regides flanqueando o cromos&@mo

O endereco GG, AG, D e genes da glolirsdo indicados como caixas cinza. Os sitios 5'
hipersensibilidade (1 a 5) que compdefICR e os sitios 3' hipersensibilidade (3' HS1) sédo
mostrados como setas verticais. B. Estrutura givagjene da globinf com os 3 éxons
(caixas pretas) e os 2 grupos de intervenient&s {l e IVS 2). Sequéncias conservadas sao
indicadas. As diferentes classes de mutacfes qusarmabeta talassemia sdo apresentadas
abaixo dos genes da globina beta.

Fonte: Thein, 2005.

Os genes da globina humana sao transcritos nakgdtitréides, sendo essa
transcricdo estabelecida pelas sequéncias de lbaséigas nos éxons e introns; sofrem
modificacdes nas extremidades 3’ e 5, até seibekdeida a forma de RNAm funcional.
Como parte destas modificagcbes had o processeplieing que consiste na retirada dos
introns e a unido dos éxons, formacao de um captifado na extremidade 5’ por adicéo de
acido guanilico metilado e formacdo da cauda polieSponsavel pelo transporte de RNAmM
do ndcleo para o citoplasma, em 3’, adicionandarsa série de acido adenilicos. O sitio
preciso dessas modificacGes € determinado por seigséle bases especificas. O processo de
splicing € considerado como fundamental para a formacao MAnR final, que sofrera
modificacdes por traducdo até atingir estado furatigCHENG, 1980-1981; BUSCE! al,
1982; HONIG; ADAMS lll, 1986; WEATHERALL, 1997).
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Ha varios tipos de mutacdes nos genes da globieagierminam a reducdo ou
auséncia da sintese das cadeias de globina. © déemnutacédo sobre a producdo da cadeia
globinica depende de seu efeito sobre a quantidagiealidade de RNAmM. Estas mutacdes
podem ter trés consequéncias alternativas: suprimenmeduzem a transcricdo do DNA em
RNAmM; a transcricdo esta normal, mas o processantenRNA inicialmente produzido no
nucleo para formar o RNAmM maduro ndo ocorre ou restézido; o RNAm é produzido em
quantidade normal, mas tem um defeito na regiadicante que impede a traducdo de uma
cadeia globinica normal (ZAGO, 2005).

A beta talassemia pode ser decorrente de mutacmeto, delecdo ou insercao
de poucos nucleotideos, resultando num decréscniadscricdo, incapacidade de iniciacdo
da traducdo, processamento anormal de RNA, errdeitlga, terminacdo prematura de
hemoglobinas instaveis (HATTORI, 1999). Das mai20@ mutacdes caracterizadas no gene
beta, a maioria representa mutagdes pontuais adesefyincionalmente importantes do gene,
causadas por uma variedade de mecanismos ou erm@ns&gu flanqueadoras do gene
(http://globin.bx.psu.edu/hbvar/) (Figura 4).
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Figura 4: Diferentes mecanismos moleculares qusaraualassemia beta.
Fonte: Adaptado de Cao, 2002

As mutacdes nas regides reguladoras (GAXe TATA box, que antecedem aos
genes, reduzem a eficiéncia da transcricdo do RAmdiminuirem a ligacdo desse acido
ribonucleico a fatores transcricionais, originaradsim talassemias do tifid. Esse tipo de
mutacdo leva a substituicdo de nucleotideos no AAbx” e nas sequéncias CACACC
distal e proximal, todos na regido promotora 5 gémef. Estdo geralmente associadas a
fenotipos moderados. Variacdes étnicas dos ferdao observadas, sendo provavelmente
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influenciadas pela presenca ou auséncia de umatidde na regido promotora (KAZAZIAN
Jr., 1990; THOMPSON, 1993; ZAGO, 2005).

As mutacdes no sinal de poliadenilacédo dificultamdegdo da cauda poli A ao
RNAmM que torna-se mais instavel. Esses transcalosgados de cadeifissédo instaveis,
porém a maior parte dos transcritos produzidosrénalo Essas mutagfes geralmente levam a
um fendtipo de talassempa leve (THEIN, 1998; FORGET, 2001).

As mutacfes que afetam a estabilidade do RNAmM patan tanto no capuz da
extremidade 5, como na regido de clivagem do RNé&mno sinal de poliadenilacdo
AATAA da extremidade 3'. As mudangas no capuz dtexam o primeiro residuo afetam a
funcdo do RNAm, reduzindo a transcricdo e retardamgbrocesso de formagédo do capuz,
alterando dessa forma a estabilidade do RNAmM. Demmemodo, mutacfes na extremidade
3’, reduzem acentuadamente a clivagem do RNAm,yaiado moléculas mais longas e
instaveis (KAZAZIAN Jr., 1990; THOMPSON, 1993; ZAGQ005).

As mutacOes que afetam o processamento do RNAztagmm as de maior
interesse funcional. O RNA inicialmente transcrifontém éxons e introns. A perda dos
introns € essencial para formar um RNA funcionaltdddes nas unides éxon-intron (ou
préximas a elas) impedem ou dificultam a retiraddrdron, originando talassenfid ou *,
respectivamente. De fato, a andlise desses @etadmssémicos tem proporcionado minuciosa
reflexdo acerca das sequéncias de RNA requeridasypasplicing de RNA especifico e
eficiente. Mutacbes que afetam os invariaveis deuiileos GT na extremidade 5’ (doadora)
e na AG na extremidade 3’ (receptora), suprimesplizingnormal e produzem talassemia do
tipo p°, onde nenhum RNAm é encontrado. Ao lado dessesiaveis dinucleotideos existem
sequéncias que estdao bem conservadas e, podeceaheeida certa leitura consensual.
Mutacdes que ocorrem nessas sequéncias reduzenaeaaftiosplicing em varios graus e
produzem fenotipos de talassemia que variam des lavgraves (TREISMAN; ORKIN;
MANIATIS, 1983; THEIN, 1998; FORGET, 2001; ZAGO, @9).

Incluem-se ainda, nos defeitos que afetam o praoe=sto do RNA, as mutacgoes
que criam um sitio adicional éplicing Cada molécula de RNA podera entdo ser processada
pela via normal, empregando os sitios normaispiieing que retiram o intron e formam um
RNAmM funcional ou alternativamente pela via anémaftale parte do RNA sera processada
empregando o novo sitio @delicing resultando um RNAmM andémalo (RNAm néo funcional).
Estas mutacBes sdo causadoras de talasg¥mia a quantidade de cadeipsproduzida
dependera da proporcdo de moléculas de RNAm pradaspela via normal (FORGET,
2001; ZAGO, 2005).
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Aproximadamente a metade dos alelos beta talassémioduz talassemid.
Muitos s&o erros de leitura, ou seja, alteracatasa de leitura provocada pela inser¢cao ou
delecdo de um unico nucleotideo na regido codiécadlo gene beta. Essas mutacoes
modificam a leitura normal e interferem na tradugadRNAmM pela criacdo de um coédon de
terminacdo prematura. Outras sdo mutacBes chandedasnsenseisto é, substituicdo de
bases que introduzem, também, um cédon de ternunpgEmatura. Cadeias globinicas
truncadas podem ser produzidas como resultado identatacbes, mas elas ndo sao
usualmente detectadas, presumivelmente porque saio nnstaveis e rapidamente
degradadas, originando o fenétipo de talass@fM@HEIN, 1998; FORGET, 2001).

Essas alteragBes genéticas responsaveis pel&deificda producéo das cadeias
beta afetam um pequeno numero de pares de ba8egletsrminadas por mecanismos acima
descritos, sendo um numero, relativamente pequim@lelos especificos responsavel por
grande parte das mutagOes beta talasssémicas,oddo atom as populagcbes analisadas,
identificando-se principalmente mutacdes cgh€D 39,3 IVS-1-110, * IVS-1-6, B° IVS-

I-1, dentre outras (NAOUM, 1997).

Essas quatro mutacdes acima listadas sdo de ongpeliterranea. A mutacao no
codon 39 é um tipo de mutacdo sem sentido, queafadadons de terminacdo na regiao
codificadora interrompendo a traducdo e impedindoraducéo de cadeids levando ao
gendtipop®. A mutacdo IVS-1-110 é um exemplo de defeito gfetaao processamento do
RNA criando sitio adicional deplicing Nesse tipo de mutacdo ocorre a substituicio de
A—G no nucleotideo 110 do intron 1, que produz um@dograve de talassemf, pois
apenas 10-20% do RNAm sé&o processados pela vieahdfssa mutacdo € uma das maiores
causas de talassenfiano Mediterrdneo. A mutagéo IVS-I-1 resultante rdaa de G-A no
primeiro nucleotideo do primeiro intron que impedprocessamento do RNA para retirar o
intron, impedindo a sintese de cadgiasu seja, levando a talasserfifa (FORGET, 2001;
THEIN, 2005; ZAGO, 2005).

A mutacdo no nucleotideo 6 do intron | (IVS-I1-6>T) produz talassem’ leve
(TREISMAN; ORKIN; MANIATIS, 1983). Esta também é @&xplo de mutacdo que afeta o
processamento do RNA por reducio da eficaciaspliwing E geralmente citada como a
forma portuguesa de talassemia (TAMAGNIBtE al, 1983) e faz parte da maioria das
mutacdes leves encontradas em talassémicos dodvwédio (THEIN, 1998). Os individuos
homozigotos IVS-I-6/IVS-1-6, em geral tém quadronido, ou expressao fenotipica,
compativel com a talassemia intermediaria (COSTAELA; ZAGO, 1991).
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1.3.2 MutagOes

As mutacfes na beta talassemia sdo regionalmepg¢eifisas, dividindo-se em
quatro grupos de paises: do Mediterraneo, da IddiSudeste asiatico e da Africa. Cada pais
em seu grupo tem um espectro de hemoglobinas aisoemautacdes talassémicas, entretanto
as mutacdes encontradas variam de acordo com aorefgssas mutacbes sdo dispersas
através da imigracdo. A distribuicdo e frequénota mutacbes das hemoglobinopatias,
especialmente para a beta talassemia, ja foi esizadia para a maioria dos paises (CABEDA
et al, 1999; HENDERSONMt al, 2009).

Cada grupo étnico tem como proprio um pequeno nireralelos especificos.
Estes sdo responsaveis por aproximadamente 90%utagdes beta talassémicas, ou seja,
nas populacdes da regido mediterranea: cédon saids89 (C- T), IVS-I-110 (G- A),
IVS-1-6 (T - C), IVS-I-1 (G - A) e a IVS-II-745 (C- G). Dois destes defeitos moleculares
sd0 responsaveis por aproximadamente 60% das restagp’ e ap* que predominam
respectivamente a leste e a oeste da bacia do évtédi€o. Na populacdo da india e do
Paquistdo as mutacdes mais frequentes séo a IM&I-5G), delecdo de 619 pares de bases,
frameshift(erros de leitura) 8-9, IVS-I-1 (G T). Na China e no sudeste da Asia as mutacdes
gue mais acometem a populacdo sao IVS-11-654. (T), codon sem sentido 17 (A T) e -

28 (A -~ G); entre os negros americanos: -29 (A5), -88 (G- T) e codon 24 (T~ A). O
Norte da Africa (Argélia e Tunisia) se caracterizaon apresentar mutacées tipicas da regio
do Mediterraneo, assim como outras mutacbes prentss de diversos continentes
conferindo uma heterogeneidade molecular da r§té®1-1 G . C, IVS-I-2 T . C, IVS-I-

5G - AelVS-I-843 C-. A) (WEATHERALL, 2001, 2006; CAPPELLINEt al, 2008)
(Figura 5).
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Figura 5- Distribuicdo global das mutacdes na bel@assemia. As mutacbes comuns sao

exibidas em negrito.

Fonte: Adaptado de Weatherall, 2001.

Em 2003, Old demonstrou qus mutagdes mais prevalentes no Mediterraneo

também variam em frequéncia entre os paises daipropntinente. Na lItalia e Portugal,

40,1% e 19% das mutacOes, respectivamente, sdo, DB Grécia e Turquia predomina a

mutacgéo IVS-1-110 (Quadro 2).

Quadro 2. Distribuicdo das mutacOes beta talassemialguns paises do Mediterraneo e de

outros paises

Mutacao Mediterraneo Asia
ltdlia | Grécia| Turquia | Portugal | India | Paquistdo China
CD 39 40.1%| 17.4% 3.5% 19% - - -
IVS-1-1 4.3% 13.6% 2.5% 16% - - -
IVS-1-6 16.3% 7.4% 17.4% 8% - - -
IVS-1-110 | 29.3% | 43.7% 41.9%| 10% - - -
IVS-1-5 - - - - 48.5% 26.4% 2.5%

Fonte: Adaptado de Old, 2003; 1- Cabetal.,1999.
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Para Shafer, Hine e Levy (1987), além de gregdsalianos, a beta talassemia
também afeta comumente individuos de nacionalidéig ou arménia, embora um grande
namero de casos tenha sido registrado em outreeda Europa ou do Extremo Oriente,
bem como em negros da Africa e dos Estados Unidos.

No Brasil, tanto alfa quanto a beta talassemiséltante da grande miscigenacéo
da populacdo brasileira com a imigracao ocorriddimad do século XIX e inicio do século
XX, em que o Brasil recebeu cerca de cinco milhdesmigrantes europeus e asiaticos,
principalmente representados pelos italianos q@stsdeleceram no Sul e no Sudeste do pais
(ZAGO et al, 1983; BONINI-DOMINGOS¢t al, 2000; BONINI-DOMINGOS, 2004).

As mutacOes beta talassémicas encontradas no saldeste brasileiro,
representado por Porto Alegre, Ribeirdo Preto epiiaas, séo a IVS-I-1, IVS-1-6, IVS-I-110
e codon 39, na qual esta ultima é a mutacdo meisalente (REICHERT, 2008). Entretanto,
no nordeste brasileiro, representado por Pernamlifoicencontrada a mutagéo IVS-1-5 além
das citadas acima, sendo a IVS-I-6 a mais frequ&RAUJOet al, 2003).

1.3.3 Fisiopatologia

O processo fisiopatoldgico da beta talassemia eastacionado com o
desequilibrio entre as sinteses de globina alfeeta. iEsse desequilibrio € causado por
mutacfes que afetam tmusdaf globina de forma heterogénea. Com a sintese dénglo
beta afetada, por diminuicéo parci@l’Y ou bloqueio totalf’), a relacdo naofa é inferior a
1,0. Nas talassemias beta homozigéticas a relagda/m é cerca de 0,3, enquanto que na
beta talassemia heterozigotica € de 0,5 (FORGHIL;20EATHERALL, 2001).

As cadeias alfas excedentes na beta talassemi@ifae; podendo formar
agregados nos eritroblastos, promovendo lesdesengbrana, comprometer o ciclo mitético
e 0 metabolismo celular induzindo a apoptose. Ndutagdssea, observam-se uma sequéncia
de fendmenos que se iniciam pela peroxidacdo gddebs da membrana e geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), os radicagantes ou radicais livres. A célula com
pouca hemoglobinizacédo € sensivel a esse tipordesdyp toxico-oxidante, pois a membrana
comprometida permite a perda de potassio e adentsinsfato (ATP), tornando a célula
rigida, e como consequéncia dificulta sua saidanddula 0ssea para o sangue periférico
(FORGET, 2001; WEATHERALL, 2001; RUND; RACHMILEWIT,2005).
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Por outro lado, as células que tém maior hemogltrdigdo, apresentam-se com
menor grau de lesdes e, portanto, maior periodwidiez Ainda em relacdo as células
eritroblasticas, a precipitacdo de globinas alfasaao bloqueio da sintese de DNA com
consequente interrupcéo da sintese de globinasmatsdrio da precipitacdo de globina alfa,
rigidez celular e lesdo do DNA levam a destruicaardior parte dos eritroblastos na medula
O0ssea antes de completar o desenvolvimento, ferdaemominado eritropoese ineficaz que
€ responsavel pelo quadro de anemia e pelo aurdaragbsorcéo do ferro (FORGET, 2001,
WEATHERALL, 2001; RUND; RACHMILEWITZ, 2005). E imptante enfatizar que,
qguanto menor for o desequilibrio da sintese dasirgs, menor sera a taxa de globinas alfa
livres que precipitam no interior da hemacia e,seguentemente, menor sera a taxa de
eritropoese ineficaz, o grau de anemia e suas oagpks clinicas (MAGGIO , 2000).

Na eritropoese normal, os mecanismos de apoptosenséessarios para a
maturacdo eritride e parecem desempenhar papghdeg. A medula éssea dos pacientes
com talassemia contém cinco a seis vezes mais erolshe precursores eritroides em relacao
a medula 0ssea de individuos saudaveis, porémgtansbntém 15 vezes mais 0 numero de
células em apoptose, principalmente nos estagioserdeoblastos policromatofilos e
ortocromaticos. A apoptose acelerada é uma dasigmis causas de eritropoiese inaficraz a &
nesse caso, em decorréncia do excesso de cadasmdegiositadas nos precursor:

Embora o mecanismo exato néo seja totalmente cmithaonma via de sinalizagcdo mediada
por receptor parece estar envolvida com interag@ss-as ligante. O principal regulador da
eritropoese basal € a eritropoietina (EPO). A ag&o de EPO com o0 seu receptor induz,
através Jak2 e Stat5, multiplas vias de sinalizadgéstinadas a prevenir a apoptose e regular
a proliferacdo eritride (RUND; RACHMILEWITZ, 2005]BANI, et al, 2008; RIVELLA,
2009).

Quando os eritrécitos contendo os corpos de inekisdmpostos por globinas
atingem o sangue periférico, sua rigidez, assocaxldesdes na membrana eritrocitaria,
causadas a medida que elas atravessam a micrtacéoucontribui para o sequestro dessas
células durante a circulacdo nos sinusodides esplgnieste fendbmeno € denominado de
hemocaterese. Este fendmeno desencadeiaawmmento da concentracdo de bilirrubina
indireta e esplenomegalia. A esplenomegalia podeemrrente da elevada hemocaterese e
presenca de hematopoese extramedular, podendareaiolda, para o hiperesplenismo pelo
aumento da funcdo do baco (ZAGO, 2005).

Vérias anormalidades de estrutura e funcdo da naraberitrocitaria tém sido

descritas como o aumento de fosfolipidios e destamiel, do fluxo de cations e da
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permeabilidade ao calcio. As membranas sdo mailasi@ mais instaveis, provavelmente em
razdo da ligacdo das cadeias alfa oxidadas a pasteAs cadeias de globina precipitadas
interagem com as proteinas anquirina e espectonatodesqueleto da membrana, alterando
suas propriedades e provocando alteracoes mecahioaglacio das cadeias de globina leva
a formacdo de hemicromos que se associam com aimao8 da membrana, formando
antigenos externos, suscetiveis a acdo de antgegpecificos e a retirada da circulagdo. As
alteracOes das proteinas, a unido de cadeias deglodnima, a peroxidacdo de lipideos e a
polimerizacdo de componentes da membrana, por sma contribuem para diminuir a
deformidade da membrana, alterar o fluxo de catgopsovocar irregularidades no eritrécito
(RUND, 2005; ZAGO, 2005; URBINATIMADIGAN; MALIK , 2006).

A viscosidade citoplasmatica das hemacias na latssemia esta também
aumentada, como consequéncia da desidratacaorcelulgrocesso que envolve os sistemas
controladores dos efluxos de ions e &gua, anormémativados (CATLIN, 2003;
DHALIWAL; CORNETT; TIERNEY Jr. 2004; DATTA et al., 2006; URBINATI;
MADIGAN; MALIK , 2006; DE FRANCESCHEt al, 2007). Diante da hemolise e da
ineficiéncia da eritropoese, a medula O0ssea faleractea producdo de eritrocitos, porém

insuficiente para evitar a anemia grave (SONATIST@, 2008).

A eritropoese ineficaz e a inadequada supressaepizdina (proteina reguladora
da absorcéo intestinal de ferro) estimulam a aBsoirgtestinal de ferro levando a sobrecarga
(hemocromatose). O ferro, altamente oxidativo, @augormacao de radicais livres toxicos,
com peroxidacao lipidica das membranas, seguidseleA saturacdo da transferrina resulta
em niveis aumentados de ferro livre no plasmaaadkt varios érgaos, particularmente o
coragdo (ZAGO, 2005URBINATI; MADIGAN; MALIK , 2006; WEIZER-STERNet al,
2006; TANNO, 2007; TOUMBAet al, 2007; AESSOPOQOS, 2007). As consequéncias do
excesso do ferro sdo as causas de Obitos maiefEgunos talassémicos a partir da segunda
década de vida (ZAGO, 2005).

Entre as causas das complicacfes cardiacas estfiniaa sobrecarga de ferro,
doenca pulmonar, miocardite e pericardite. Vargis@ms com cardiomidcitos em cultura tém
revelado que a toxicidade causada pelo ferro noadrofundamente a contratilidade e o
comportamento eletrofisiolégico destas célulasue gssas alteracdes estdo provavelmente
associadas a elevada peroxidacdo dos lipideos dabmaea celular (COHEN, 2004;
AESSOPOQOS, 2007).
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Eventos tromboemboliticos sdo frequentes na be@sstmia nas formas
intermediéria e maior, e podem estar associad@aento da exposicao da fosfatidilserina
na membrana eritrocitaria, pela ativacdo das ptagupor uma maior aderéncia das hemacias
ao endotélio, por uma expressdo aumentada de nedédel adesdo nas células endoteliais e
por ativacdo dos mondcitos. Ainda, os niveis dastepras anticoagulantes C, S e da
antitrombina parecem estar reduzidos nesses caB#NIGRAHI et al, 2006;
WEATHERALL, 2006; ATAGA; CAPPELLINI; RACHMILEWITZ,2007).

A principal causa das anormalidades enddcrinasceaser o dano celular
resultante do excesso de ferro, embora a hipoxéateldos também possa contribuir. A
pituitaria, as gdnadas, o pancreas, e as glanduw&sde, paratiredides e adrenais estado
afetados; diabetes, hipogonadismo, osteopenia eommsibse sdo comuns. As fraturas
frequentes, em casos inadequadamente tratadosmdevea expansdo medular para
compensacao da eritropoese ineficaz, disfuncaocendde complicacdes relativas a prépria
terapia contra a sobrecarga de ferro (ZAGO, 20@3;)MBA et al, 2007). As lesGes dsseas
determinam a presenca de deformidades do cranilama face, baixa estatura e a presenca
de massas extra-0sseas, ou metaplasias mieléamasfocmacdes tumorais no mediastino e
retroperitdnio ou acentuada esplenomegalia e hewafalia (ZAGO, 2005, WEATHERALL,
2006).



34

NORMAL B TALASSEMIA

HbA . Reducdio da sintese de B globina L
(o2B2)

— Cadeias o insoluveis

P/ com relativo excesso de a globina ~— HbA
_ Eritroblasto anomal

Poucas células Inclusdes de
‘ vermelhas a globina
deixam a MO Hb A normal
- a

Mais eritroblastos morrem na MO . ula
(entropoese ineficaz) hipocghmica

Ferro na dieta Destruicdo das células
21 com inclusdes nobaco

v, .
Transfusdo
san Pu inea

Andxia tecidual
Reducio<
* enitropoetina

Expansdo damedula

Emroblasti normal

’®

Hemacias normais

Figura 6- Representacao esquematica da fisiopdoiizgbeta talassemia
Fonte: Adaptado do site
http://genetica.ufcspa.edu.br/seminarios%20apraseas/Btalassemia.ppt.

1.3.4 Formas clinicas

A beta talassemia apresenta heterogeneidade nmanlesubxpressdo fenotipica
variavel, podendo ser assintomatica ou resultausra anemia que pode variar de leve a
intensa (HUISMANEet al, 2001; SONATI; COSTA, 2008). O diagndstico daabietiassemia
a partir de dados clinicos, laboratoriais e mok®sd, € embasado fundamentalmente na
gravidade da anemia que se apresenta microcitic@oerémica nas trés formas: maior,
intermediaria e menor (CA€t al, 1997).

O primeiro relato cientifico da talassemia beta boigota foi realizado por um
pediatra americano, o Dr. Thomas B. Cooley, quéajuente com sua colega Pearl Lee
descreveu, em 1925, os achados hematoldgicos &oslirem quatro criangas que

apresentavam anemia grave com aumento do bacocoemidddes dos ossos da face e do
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cranio. Destacaram um fato importante: as criatipham origem ancestral da regiao do mar
Mediterraneo, por serem de descendéncia italimaga. A partir desse relato, essa sindrome
foi denominada por anemia de Cooley & Lee, mas teotsmente referida apenas como
anemia de Cooley. Alguns anos depois, devido a @ikwaléncia de relatos similares,
principalmente na Itélia e na Grécia, e tambémibaro, Tunisia, Argélia entre outros, esses
casos de anemia grave passaram a ser denominado&nataia do Mediterraneo.
Posteriormente, durante o Congresso Internaciomalematologia em 1940, um grupo de
cientistas optou pelo termalassemia majqronde, em gregdhalassasignifica mar, eima,
doenca do sangue. A adjetivacdo da gravidade limerge foi caracterizada pela palavra
major, que significa maior. Posteriormente, com o aprdémento dos estudos genéticos,
passou-se a conhecer melhor as formas de trangwiketeditarias e os defeitos dos genes, e
a forma grave foi denominada de talassemia betahigota; a talassemminor ou menor,

de heterozigota; e a talassemia intermédia foindkfi por uma classificacdo muito mais
clinica do que genética ou laboratorial ( WEATHERARDO06).

+ Talassemia beta maior

A beta talassemia homozigota é o resultado do @$tachozigoto tanto do tip®
* quanto dop ° ou, em casos de duplo componente heterozigotof’. A auséncia ou
deficiéncia acentuada na producéo de cadeias aeta @anemia grave (Hb < 6,0g/dL) devido
a eritropoese ineficaz e ao sequestro das hemdaidsaco. A auséncia completa (ou quase
completa de cadeia beta) permite a formacéo dequaatidade expressiva de complexos de
cadeia alfa que irdo provocar destruicdo celulam@ até os trés a seis meses de idade a
hemoglobina predominante € a Hb F, ndo ha necelesila cadeia beta e ndo ha excesso de
cadeias alfa, uma vez que as mesmas se ligam amsama para formar a HbF. A partir
dessa faixa etaria, a doenca se instala com armgnena (Hb entre 3-5g/dL) e ictericia. O
ritmo acelerado de destruicdo de células eritréfgi@sto na medula quanto na periferia)
estimula a proliferacdo e maturacdo dos eritrotdasthiperplasia eritroide). Como
consequéncia, ha uma grande expansao da medukalésaado as classicas deformidades
osseas talassémicas (WEATHERALL; CLEGG, 1981; MAG&2000).

Enquanto as reservas metabolicas sédo utilizadasepgansao deritron, outras
fungBes, como crescimento, desenvolvimento e résposinolégica ficam prejudicadas. Por

isso, baixa estatura torna-se uma regra, bem corsiunddo enddcrina, inanicdo e
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susceptibilidades a infec¢bes. Pela hemolise abestdo sujeitas a litiase biliar e a Ulceras
maleolares. A hepatoesplenomegalia € um achadsicdés se deve a hemolise cronica e a
eritropoese extramedular (WEATHERALL; CLEGG, 1981AGGIO, 2000).

O padrdo de hemoglobinas nos pacientes com betasémhia homozigota é
variavel, caracterizando-se pelo aumento de HboR concentracbes que variam de 20 a
90%. A Hb A pode estar normal ou elevada, e a Hb A aparecerdgemrnos casos de
deficiéncia parcial da sintese de cadeias betaaidrma dos pacientes necessita de transfusées
regulares, a cada 3 ou 4 semanas. As transfuspetidess durante longos anos levam a
sobrecarga de ferro no organismo causando hemaossédgansfusional, além do acamulo de
ferro por aumento da absorcéo intestinal (hemodmseaeritropoética). O ferro se acumula
em diversos orgaos e tecidos, provocando mortetlldas e disfungcdo organica, por isso o
regime de quelacao deve ser iniciado 0 mais prevece possivel, para evitar deformidades
0sseas e danos ao pancreas, figado, miocardiaas airgaos. Este processo € preconizado
para iniciar apos a décima sessao de transfus@BRELLINI et al, 2008).

Na auséncia de diagnostico e tratamento, a maloggpacientes com talassemia
grave morre antes dos cinco anos de idade. Comgoinsento das recomendacdes, as
complicagbes mencionadas séo evitaveis ou tratageisratamento preconizado para a
talassemia maior envolve transfusdes regularesadgue, usualmente administradas cada
duas a cinco semanas, a fim de manter o nivelmedlebina pré-transfusdo acima de 9-10,5
g/dl. Esse regime de transfusdo provoca o crestimeormal, permite atividades fisicas
normais, suprime adequadamente a atividade da médséa, e minimiza o acumulo de ferro
transfusional (CAPPELLINe&t al, 2008).

* Talassemia beta intermediaria

Na beta talassemia intermediaria sdo encontradosotifes clinicos
intermediarios entre o traco talassémico e a w@fassmaior. As formas clinicas dessa beta
talassemia sdo aquelas resultantes de diferentesagfies genéticas, cujos portadores
apresentam quadro clinico mais favoravel do queausentes com talassemia beta maior
(BANK, 2005; ZAGO, 2005; WEATHERALL, 2006; HUISMANet al, 2001; SONATI,
COSTA, 2008)
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Os individuos apresentam anemia crénica moderaaiandeeis de hemoglobina
de 6-9 g/dL e ndo dependem de transfusbes regulBestre os achados clinicos, as
deformidades Osseas faciais, as Ulceras de peritégrecia intermitente, os episodios de
littase biliar recorrente e a esplenomegalia psgiv@, sdo 0os mais caracteristicos. Com o
avanco da idadeos pacientes podem desenvolver complicacbes e@p rda expansao
medular, incluindo anormalidades 6sseas, retardrekrimento, infertilidade, sobrecarga de
ferro tecidual devido ao aumento da absorcéo gaststinal de ferro resultante da anemia e
hipercoagulabilidade. As complicacbes tromboticas sais frequentes nesta classificacao
clinica do que em pacientes com beta talassemiar megularmente transfundido. Alguns
pacientes desenvolvem hipertensdo pulmonar grawéasiaquela que ocorre em outras
anemias hemoliticas cronicas. A osteoporose € tamio@a importante complicacdo que
pode ocorre(BANK, 2005; ZAGO, 2005; WEATHERALL, 2006; SONATCOSTA, 2008).

O fendtipo da beta talassemia intermediaria podeafstado por varios fatores.
Dentre eles inclui-se a interagdo de um detaassémico leve com um que geralmente causa
B talassemia grave, combinacdes de genétipde p ° e, também a presenca de mutagdes no
geneo. Por exemplo, em pacientes heterozigotos comp@tos p ), a clinica pode cursar
desde formas leves até graves. Esta modificac@iféra ocorre quando a expressao de um
gene altera a expressao do outro gene (AESSOPOBDPBHKAS; TSIRONI, 2007).
Entretanto a forma mais prevalente de beta talaasatermediaria se deve a lesdes do fipo
T(B BT, que se caracterizam por uma discreta reducasimese de globina beta, cujo
diagndstico laboratorial somente € feito por bi@agolecular. As mutacdes -101-T), -

87 (C-T), -88 (C-T), -29 (A—G) e a IVS-1-6 (F»C) estdo associadas com quadros de beta
talassemia intermediaria. Por meio de estudos mialexs, foram realizadas varias tentativas
de relacionar manifestacdes clinicas com mutacOesuteds arranjos moleculares que
pudessem de alguma forma, traduzir-se na expressfenodtipo (HCet al, 1998; FORGET,
2001; CAPPELLINIet al, 2008).

A distincdo entre talassemia beta maior e interéredé fundamental na pratica
clinica, pois define o tipo de tratamento. No etdamem sempre é facil, uma vez que o
quadro clinico pode ser resultante de grande nurdercombinacdes moleculares e de
interacOes entres diferentes alteracdes da hempgibcomo por exemplo a combinagao
com hemoglobinas variantes (WEATHERALL, 2006; CARPHII et al,, 2008).
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+ Talassemia beta menor

A beta talassemia menor, também denominada trégssémico, é caracterizada
pela heterozigose das formfsou p*. Esse estado heterozigoto é determinado geneticament
pela heranca de um Gnico componente alterado. dYamép © e p *, a diminuicéo da taxa de
sintese da globing € reduzida, mas o suficiente para causar disgeta de anemia
microcitica e hipocrédmica. Sao de dificil distinc@or exames laboratoriais de rotina,
entretanto, com a utilizacdo de técnicas de sirdeseadeias ou de biologia molecular com
sondas especificas de DNA, podem-se diferenciaese$eterozigotos (BANK, 2005;
HUISMAN et al, 2001; SONATI; COSTA, 2008).

Embora o defeito possa ser detectado por examesatabais especificos, muitas
vezes, a talassemia € erroneamente diagnosticadas epacientes sao tratados
inadequadamente, como se apresentassem anemigfip@ntia de ferro. Laboratorialmente,
as formas de talassenfid oup * caracterizam-se pelo aumento de Hbcaja concentracédo
varia de 3,5 a 7%, alteragdes morfologicas dosdeiibs identificados especialmente por
microcitose e hipocromia com presenca de esquaaitacriocitos e pontilhados basdfilos,
resisténcia osmoética aumentada na solucao decldeetddio (NaCl) a 0,36%, diminuicdo da
hemoglobina corpuscular média (HCM) com valoresreerf0 e 22 pg e do volume
corpuscular médio (VCM) com valores entre 50 elZAfconcentragdo da Hb é em torno de
9 a 11 g/dL. O nivel de Hb F pode estar elevadaema de cinquenta por cento dos casos,
geralmente de 1 a 3% e raramente mais que 5% (ZRG, WEATHERALL, 2006).

Os individuos com beta talassemia menor sdo gemggmassintomaticos, e
habitualmente ndo necessitam de tratamento, emivetzs portadores podem apresentar
anemia discreta. As manifestacfes clinicas, quamdeentes, variam entre os diferentes
grupos raciais, tais como astenia, cansaco e espégalia (BANK, 2005; ZAGO, 2005;
HUISMAN et al, 2001; SONATI; COSTA, 2008).

De modo geral, os alelos da talassefiideve estdo associados com espectro
variado de mutacfes em heterozigotos, e resultarmagrstornos de gravidade intermediaria
em homozigotos. A gravidade dos diferentes alebbdeta talassemia se reflete em seus
efeitos fenotipicos em heterozigotos, no grau derauitose e hipocromia (como indicado
pelo VCM e HCM) (THEIN, 2005). Estudos demonstrane g@s mutacgdes IVS-I-6 e IVS-I-
110 estdo associadas ao fendfppja as mutagdes IVS-I-1 e CD 39 estdo relacionaaos
fen6tipop® (NAOUM, 1997; THEIN, 2005).
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Assim, a beta talassemia apresenta uma complexgtatica, sendo produto de
interacdo de multiplos fatores genéticos e amhgntados contribuindo para a sua ampla
diversidade clinica. Nesse contexto, o estudoacasacterizar o perfil clinico, hematolégico e
molecular nos individuos adultos portadores de taddgsemia, além de promover um estudo
de associacdo genética, podendo ajudar na idegéificde vias fisiopatoldgicas susceptiveis

de modulacéo, oferecendo novas perspectivas teiegeu
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar o perfil clinico, hematolégico e malaec dos individuos adultos
portadores de beta talassemia do Hospital Uni@gisitWalter Canideo (HUWC), em
acompanhamento no ambulatério do Servico de Heowtole Hemoterapia do Ceara
(HEMOCE).

2.2 Objetivos especificos

» Avaliar o perfil demografico: etnia, idade, sexocupagdo e procedéncia dos
individuos portadores de beta talassemia, ao d&iigod

» Avaliar o perfil hematologico e molecular nos pddees de beta talassemia menor e

intermediaria, ao diagndstico;

» Relacionar as variaveis (hematimetria, Hb, Ht, VEMGM, CHCM, niveis de Hb e
Hb F, contagem de leucdcitos e plaquetas, ferrifieao sérico, CTLFe, CLLFe e
IST) ao diagnostico, com as mutacoes;

» Associar as manifestacdes clinicas com as mutacoes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica

Trata-se de um estudo de corte transversal realieadamostra de 22 pacientes
adultos, do Hospital Universitario Walter Canid¢¢éEfMOCE/HUWC), com diagndéstico
clinico e laboratorial de beta talassemia, com edadriando de 18 a 68 anos, em
acompanhamento ambulatorial no servico de refeaée Hematologia e Hemoterapia, do
estado do Ceara - HEMOCE, de ambos os sexos, ifapeate fevereiro de 2008 a setembro
de 2009. Os critérios de inclusédo foram: adultos dagnostico de beta talassemia por meio
do hemograma, eletroforese de hemoglobina, dosdgeidb A e Hb F e do perfil do ferro.
Foram excluidos os individuos adultos portadoresbd&a talassemia que receberam
transfusdo sanguinea nos udltimos trés meses dta amleque se recusaram participar da
pesquisa.

No momento anterior a coleta das amostras de sdngara fornecidas todas as
informacBes sobre 0s objetivos da pesquisa a catleiduo e, aos que concordaram na
participacédo do estudo, foi obtida a assinaturéedoo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) (ANEXO). Os dados clinicos e laboratoriagaim obtidos dos prontuarios dos
pacientes e registrados em uma ficha clinica (APIENED,

O projeto que resultou no presente trabalho estacenformidade com as
orientagcdes constantes da Resolugdo 196/96 do BonNacional de Saude/Ministério da
Saude, e com o parecer favoravel do Comité de EtitResquisa da Universidade Federal do

Ceara, sob protocolo de numero 114.12.07.

3.2 Metodologia

O delineamento do estudo estéa representado na fadpaixo.
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Figura 7- Representacao esquematica do delineardergstudo.

3.2.1 Coleta das amostras

Foram coletados 5 mL de sangue venoso em um tuboléi&a a vacuo, contendo
o anticoagulante EDTA (etileno-diamino-tetracétiqgggra extracdo do DNA gendmico e
realizac@o das analises moleculares.

As amostras de sangue coletadas foram encaminip@siaso Laboratorio de
Hemoglobinopatias da Faculdade de Farmacia da WRRgratorio de Genética Molecular
(LABGEM) do Departamento de Patologia e Medicingdleda UFC e para o Laboratorio de
Hemoglobinas e Genética de Doengas Hematoldgidd&SIH) da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) em Saeéldo Rio Preto-SP, para a realizacdo

das analises moleculares.
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3.2.2 Dados hematolégicos e bioquimicos

Foram coletados dos prontuarios dos pacientes dssdaematoldgicos ao
diagnostico: hemograma, perfil da eletroforeseafadylobina, niveis de Hb,A de Hb F €;
os dados bioquimicos: capacidade total de ligagitedo (CTLFe), capacidade latente de
ligacdo do ferro (CLLFe), ferro sérico (Fe), fermd e indice de saturacdo da transferrina
(IST). Os referidos exames foram realizados no tatbdo de Andlises Clinicas do Hospital
Walter Cantideo. Os valores de referéncia dos peatrés analisados se encontram
discriminados no anexo 2.

As amostras de sangue periférico foram analisadls gistema automatico do
aparelho CellDyn® 3700 para realizacdo dos hemogramas e confeccwnadideensdes
sanguineas, coradas pelo método May-Grinwald-Gidhasa as determinagdes bioquimicas:
dosagens séricas de ferro (Colorimétrico enzimpat{@®EDEL et al 1984) e ferritina
(FORMAN; PARKER, 1980), por Eletroquimioluminescénccapacidade total e latente de
ligacdo do ferro (Goodwin modificado), indice déusacdo de transferrina e transferrina por
imunoturbidimetria (KREUTZER, 1976) foi utilizado equipamento analisador bioquimico
HITACHI Modular P800.

3.2.3 Determinacao dos niveis de Hb F e Hb A

A dosagem de Hb F foi realizada pelo método daatesacéo alcalina (BETKE;

MARTI; SCHLICHT, 1959). A Hb F é mais resistente dgsnaturacdo por solucdes
fortemente alcalinas do que outros tipos de herbamhs. O teste é realizado adicionando-se
uma determinada quantidade de solucédo alcalina Bra concentragdo conhecida de
hemolisado preparado de eritrocitos lavados edwoat@om agua e cloroformio. Apdés um
tempo especifico, a desnaturacdo é bloqueada pgioade sulfato de amonio saturado, ou
parcialmente saturado. O sulfato de amdnio dinonpiH e precipita a hemoglobina saturada.
Apoés a filtracdo, a quantidade de hemoglobina enadta é avaliada e expressa como
hemoglobina alcali-resistente (ou Hb Fetal) emnesl@ercentuais (LEWIS; BAIN, 2006).
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A dosagem de Hb Afoi realizada pela eletroforese quantitativa eratao de
celulose, pH 8,5 MARENGO-ROWE, 1965). A técnic& utilizada para qualificacdo e
quantificacdo de hemoglobinas normais e anormadgli#®&rentes mobilidades eletroforéticas
das hemoglobinas anormais séo originadas por glterae carga elétrica, causada por
substituicdbes de aminoécidos diferentes nas cadfawadoras das moléculas. As
hemoglobinas anormais que se originam de mutagd#s w80 ocorrem mudancas de carga
elétrica, migram na posicdo de Hb A. Nestes cagasa a caracterizacdo dessas
hemoglobinas, usam-se outros processos eletrafosetiportanto a eletroforese em pH
alcalino é utilizada como teste de triagem paradgobinas variantes (ZAMARQ@t al,
2002).

3.2.4 Andlises moleculares

O estudo das mutacdes no gene da cadeia betaigiofiinrealizado por meio da
extracdo do DNA gendmico, seguida da técnica dgiiceam cadeia mediada pela polimerase
alelo especifica (PCR-AE).

- Extracdo do DNA gendmico:O DNA foi isolado de leucécitos, a partir de amastr
de sangue total, colhidas em tubos contendo ocagfidante EDTA. Foi utilizado protocolo
padronizado e descrito na literatura (SAMBROOK; FRTH; MANIATS, 1992).

- Quantificacédo e verificacdo de pureza do DNAas amostras de DNA estudadas

foram quantificadas no aparelho NanoDrop de mahearifo.

- Amplificacdo génica pela Reacdo em cadeia de Roérase:as amostras de DNA
do estudo foram amplificadas pela PCR (MULLIS-FAL®NL987; SAIKl et al, 1988) em
termociclador. A PCR-AE processou-se em pelo melwis tubos, sendo acrescentado em
um deles, além dos produtos base, gaimers umsensee outroantisensgque permitiam a
verificacdo da funcionalidade da PCR) e primer com sequéncia complementar a posi¢ao
normal no genoma. No outro tubo foram acrescentagd@sesmos doigrimersiniciais e um
primer com sequéncia complementar a regido da mutacimata A identificacdo do

gendtipo, na dependéncia da verificacdo do proaunplificado, se deu da seguinte forma: se
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a amplificacdo estivesse presente apenas no poirhgdo, o individuo era normal para a
mutacéo avaliada; se a amplificagdo positiva fessiicada no tubo 1 e 2, se caracterizava
um individuo heterozigoto para a mutacdo analisadap material amplificado obtivesse
resposta apenas no tubo 2, se evidenciava umdhdiviomozigoto para a mutacdo analisada.
A amplificacdo génica alelo especifica foi utiliaagara a identificacdo das
mutacbes CD 39, IVS-I-1, IVS-1-6 e IVS-1-110 (BERDHO; MOREIRA, 2006), seguindo
protocolo do Laboratério de Hemoglobinas e GenéasaDoencas Hematoldgicas (LHGDH)
- UNESP. As informacdes sobre msmersestao representadas na figura 8, ja a sequérgia do
oligonucleotideos e tamanho do fragmento apds foggéo estdo representadas no Quadro

3.

Bsa y Bsh

CD 39 W

IVS-1-1W
CD39 M

IVS-1-1M|
IVS-1-6 W
IVS-1-6 M

IVS-1-110W
IVS-1-110 M

Figura 8- Representacdo esquematica da localizég&primers no gene da globina beta
humana na caracterizacdo moleculag dalassemia IVS-I-1, IVS-I-6, IVS-I-110 e CD 39. A
cor vermelha caracteriza os éxons e a cor azuhtogns. Bsa e Bsb sdo @simers de
controle interno da reacéo.

Fonte: Adaptado de Bertholo, 2005.
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Quadro 3- Primers utilizados nas reacdes de PCR-AE para determinde&outacdes nos
genes da beta globina.

Primers Sequéncias nucleotidicas Tamanho
do
fragmento

B5a

Controle interno | 5" GGCTGTCATCACTTAGACCTCA 3° 659pb
da reacédo

B5b

Controle inferno 5"’ AGAAGGGGAAAGAAAACATCAA 3 659pb
da reacao

CD 39

Alelo normal 5" GACTCAAAGAACCTCTG 3 439pb
Antisense

CD 39

Alelo mutante 5" GACTCAAAGAACCTCTA 3 439pb
Antisense

IVS-I-1
Alelo normal 5 GTGACCTTGATACCAAC 3’ 268pb

Antisense
IVS-I-1

Alelo mutante 5" GTAACCTTGATACCAAA 3’ 268pb
Antisense

IVS-1-6

Alelo normal 5 GTCTTGTAACCTTGATA 3 273pb

Antisense
IVS-1-6

Alelo mutante 5 GTCTTGTAACCTTGATG 3 273pb
Antisense

IVS-1-110

Alelo normal 5 GGGTGGGAAAATAGACC3 337pb
Antisense
IVS-1-110

Alelo mutante 5 GGGTGGGAAAATAGACT 3’ 337pb
Antisense

Fonte: Adaptado de Fischell-Ghodsian; Hirsch; Baniml990.

Todas as amostras foram analisadas para as quattacdaes seguindo os
seguintes protocolos:

CD 39 alelo normal: A reacao foi realizada para um volume final deuR5No “eppendorf”
foram adicionados 8,0L de agua ultrapura; 248 de tampao sem Mggl0,75uL de MgCb,
1,0 uL de DMSO puro, 4,QuL de dNTPs; 2,5uL do oligonucleotideo B5a; 2,hL do
oligonucleotideo B5b; 2,%L do oligonucleotideo CD 39 alelo normal; 0,gab de Taq
polimerase e uL de DNA gendmico. O processo de amplificacdo @alizado por uma
desnaturacdo prévia de 95°C por 7 minutos; acresde 32 ciclos compreendendo
desnaturacdo a 94°C por 50 segundos, pareamentoligosucleotideos a 54°C por 50
segundos e extensdo a 72°C por 50 segundos; exmaittimo ciclo de extenséo a 72°C por

7 minutos, mantido a 4 °C por até no maximo 6 horas
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CD 39 alelo mutante:A reacéao foi realizada nas mesmas condi¢cées do atgimal, com
substituicdo do oligonucleotideo normal pelo mgant

IVS-I-1 alelo normal: A reacdo foi realizada para um volume final de @5 No
“eppendorf” foram adicionados 8, de agua ultrapura; 244 de tampdo sem Mggl0,75

uL de MgCbh, 1,0uL de DMSO puro, 4,QL de dNTPs 1,25 mM; 2,pL do oligonucleotideo
B5a; 2,5uL do oligonucleotideo B5b; 26l do oligonucleotideo IVS-I-1 alelo normal; 0,25
uL de Tag polimerase e LL de DNA gendmico. O processo de amplificacédo éalizado
por uma desnaturagdo prévia de 95°C por 7 minatrescida de 32 ciclos compreendendo
desnaturacdo a 94°C por 50 segundos, pareamentoligosucleotideos a 54°C por 50
segundos e extensdo a 72°C por 60 segundos; axmaitimo ciclo de extenséo a 72°C por

7 minutos, mantido a 4 °C por até no maximo 6 horas

IVS-I-1 alelo mutante: A reacéo foi realizada nas mesmas condi¢cdes do ademal, com

substituicdo do oligonucleotideo normal pelo mwant

IVS-l1-6 alelo normal: A reacdo foi realizada para um volume final de 25 No
“eppendorf” foram adicionados 7,8% de agua ultrapura; 244 de tampdo sem Mg&l0,75

uL de MgCbh, 1,0uL de DMSO puro, 4,QL de dNTPs 1,25 mM; 2,pL do oligonucleotideo
B5a; 2,5uL do oligonucleotideo B5b; 2,6L do oligonucleotideo 1VS-I-6 alelo normal; 0,4
uL de Tag polimerase e LL de DNA genémico. O processo de amplificacédo éalizado
por uma desnaturagdo prévia de 95°C por 7 minatrescida de 32 ciclos compreendendo
desnaturacdo a 94°C por 50 segundos, pareamentoligosucleotideos a 54°C por 50
segundos e extensdo a 72°C por 50 segundos; exmaittimo ciclo de extenséo a 72°C por

7 minutos, mantido a 4 °C por até no maximo 6 horas

IVS-1-6 alelo mutante: A reacéo foi realizada nas mesmas condi¢cdes do atemal, com

substituicdo do oligonucleotideo normal pelo mwant

IVS-1-110 alelo normal: A reagao foi realizada para um volume final de |25 No
“eppendorf” foram adicionados 9L de agua ultrapura; 24 de tampéo sem Mggll1,5
uL de MgCh, 1,0uL de DMSO 30%, 3,L de dNTPs 1,25 mM; 2,0L do oligonucleotideo
B5a; 2,0uL do oligonucleotideo B5b; 2L do oligonucleotideo IVS-I-110 alelo normal; 0,1
uL de Tag polimerase e 1L de DNA gendmico. O processo de amplificacédo é&alizado
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por uma desnaturagdo prévia de 95°C por 7 minatrescida de 32 ciclos compreendendo
desnaturacdo a 94°C por 50 segundos, pareamentoligosucleotideos a 58°C por 60
segundos e extensdo a 72°C por 50 segundos; exmaittimo ciclo de extenséo a 72°C por

7 minutos, mantido a 4 °C por até no maximo 6 horas

IVS-1-110 alelo mutante: A reagao foi realizada nas mesmas condi¢fes do rdemal, com

substituicdo do oligonucleotideo normal pelo mwant

Foram utilizadas nos protocolos as seguintes ctragges: tampao sem MgdlOx;
MgCl, 50mM; dNTP 1,25 mMiTaq polimerase 5UiL da marca Invitrogen e as reacdes de

amplificacédo foram desenvolvidas no termocicladopéndorf.

- Andlise do produto amplificada os resultados da amplificacdo foram verificados
pela corrida eletroforética horizontal em gel darage a 1,5%, sob corrente constante de 80
volts por 30 minutos, e visualizados em camara We(ltravioleta) apds coloracdo com

brometo de etidio.

3.2.5 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada usando o soéware R, disponivel para
download em www.r-project.org. A versao utilizasda & 2.7.0. Inicialmente, foi feita uma
analise descritiva dos dados qualitativos, com jetiMo de um melhor entendimento do
comportamento das variaveis demogréaficas. Para @@p@o das variaveis qualitativas
demograficas utilizou-se o teste Binomial (exat®ara comparacdo de medianas foram
utilizados o teste Wilcoxon exato (quantis empgiabtido via Bootstrap) e o teste de
Kruskall-Wallis exato. O teste de Fisher foi uiiito com o objetivo de verificar as diferencas
estatisticamente significantes entre as proporobesrvadas. Para a analise dos resultados
fornecidos pelos testes estatisticos, foi escolltidmo indice de significancia = 5%,
portanto com um nivel de confianga de 95%.
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4 RESULTADOS

Dos 22 individuos, portadores de beta talassersiagdados, quatro sdo do sexo
masculino, caracterizando uma predominancia deviohabs do sexo feminino na amostra
estudada. Com relacéo a etnia, apenas um indigdwanco, havendo uma predominancia da
etnia parda. Quanto a profissao, oito sdo doméstaco sdo estudantes. Dentre as demais
profissdes observadas, cada uma referente a uro iindividuo, tem-se agricultor, arteséo,
auxiliar de enfermagem, costureira, escriturariatamsta, operador de producdo e professor.
Com relacao a procedéncia, verifica-se que a naadws portadores da doenca € proveniente

da capital. (Tabela 1)

Tabela 1- Estratificacdo das caracteristicas dedfiogs dos individuos portadores de beta

talassemia e associacdo com a classificacao c(im@2).

Variaveis Beta talassemia Beta talassemia Valor p
intermediaria (n=7) menor (n=15)
Sexo
Feminino 6 (33,3%) 12 (66,7%) 0,238
Masculino 1 (25,0%) 3 (75,0%) 0,625
Profissao
Doméstica 3 (37,5%) 5 (62,5%) 0,727
Estudante 1 (20,0%) 4 (80,0%) 0,375
Etnia
Branca 1 (100,0%) - 1,000
Parda 6 (28,6%) 15 (71,4%) 0,078
Procedéncia
Capital 2 (14,3%) 12 (85,7%) 0,013
Interior 5 (62,5%) 3 (37,5%) 0,727

Teste estatistico utilizado: Binomial (exato)

Ainda na tabela 1, apresentamos os resultado®si®s tde comparacao referentes
a diferenca entre a classificacdo clinica e osisiidas variaveis qualitativas demogréficas.
Para isso utilizamos o teste Binomial (CONOVER, Z49BIIGGINS, 2004). As Unicas
diferencas significativas ao nivel de 5% foram nexfiées as diferencas entre as classificacdes

para os individuos oriundos da capital e para astriia parda.
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A idade dos portadores de beta talassemia varitve 8 a 68 anos, com média
de 44,7 anos. Além disso, pela analise descritiigara 9, podemos concluir que a
distribuicdo dos individuos pertencentes a ama@steaemente assimétrica a direita. A maior

parte dos individuos estudados (75%) tem idaderisu@e35 anos.

70

60
|

40

Idade (anos)

20

Portadores de beta talassemia

Figura 9-Box-Plot da idade (em anos) dos individuos porslde beta talassemia.

A Figura 10 mostra o boxplot da idade dos indiv&lpor tipo de classificacao
clinica. Usando o teste das somas das ordens @exdiil exato (quantis empiricos obtido via
Bootstrap) (DAVISON; HINKLEY, 1997) obteve-se umatatistica de teste igual a W=53
com respectivo valor de p=0,9719, evidenciandorgigceexiste diferenca significativa entre a

idade mediana dos portadores de beta talassemaag$dois grupos de classificacao.



51

70

60
!

50
!

Idade (anos)
40
|

20
|

I I
Intermediario Menor

Formas clinicas da beta talassemia

Figura 10- Idade (em anos) dos portadores de @katssemia segundo sua classificagao
clinica.

As tabelas 2 e 3 mostram a estratificacdo das tesistccas demogréficas,
hematoldgicas e moleculares dos individuos em esAglmutacdes foram caracterizadas em
68,2% dos casos de beta talassemia, na qual 31¢8%hastiveram ndo caracterizadas.
Podemos verificar que a maioria apresentou a mutdést1-6, seqguida da CD 39 e IVS-I-1.
Ja, em relacdo ao genotipo o grupo apresentouananaioria heterozigose para a mutacao
IVS-1-6, seguido de homozigose para IVS-1-6 e lwtiggose para CD 39 e IVS-I-1. Os niveis
da Hb, Hb F e da Hb Ase apresentaram de forma variavel em relacdoraiipe.
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Tabela 2- Caracteristicas demograficas, hemat@égims portadores de beta talassemia

menor (n=15), ao diagndstico, com o estudo molecula

Pacientes Sexo | Fendtipo Gendtipo Hb HbF HbA
5 F 68 ™ ) NENHUMA 8,75 O 51
6 F 49 TM - NENHUMA 10,1 1,2 3,4
7 F 55 ™ HETEROZIGOTO CD 39 9,9 2,2 9,0
9 F 55 TM HETEROZIGOTO IVS-I-6 10,8 1,5 3,5
10 M 20 T™ HETEROZIGOTO CD 39 12,7 0,5 5,7
11 F 44 TM HETEROZIGOTO IVS-I-1 10,3 2,2 5,6
12 F 64 ™ HOMOZIGOTO IVS-I1-6 12,5 1,3 4,0
14 F 29 TM HETEROZIGOTO CD 39 96 1,6 5,7
15 M 43 ™ HETEROZIGOTO CD 39 11,8 2,1 3,9
16 F 34 TM - NENHUMA 9,19 1,6 5,6
18 F 18 ™ HETEROZIGOTO IVS-I-6 10,3 0,7 4,0
19 M 48 TM HETEROZIGOTO IVS-I-6 116 1,2 5,3
20 F 60 TM - NENHUMA 10,9 0,8 5,8
21 F 18 TM - NENHUMA 9,7 1.1 5,4
22 F 58 ™ HETEROZIGOTO IVS-I-6 106 O 4,0

Legenda: I= Idade em anos; Cd= Codon; IVS= Intr; Talassemid intermediaria; TM=
Talassemia menor; Hb= Hemoglobina (g/dL); HbA Hemoglobina A (%); HbF=
Hemoglobina fetal (%); NENHUMA= nenhuma das mutacéealisadas.

Tabela 3- Caracteristicas demograficas, hemat@égims portadores de beta talassemia

intermediéria (n=7), ao diagnostico, com o estudteoular.

Pacientes Sexo | Fendtipo Gendtipo Hb HbF HbA
1 F 40 Tl HETEROZIGOTO IVS-I1-6 6,3 4,7 6,0
2 F 50 Tl HETEROZIGOTO  IVS-I-6 6,9 1,0 6,2
3 F 56 Tl - NENHUMA 8,1 4,9 6,5
4 M 41 Tl HOMOZIGOTO IVS-1-6 77 46 6,7
8 F 27 Tl - NENHUMA 8,6 35 3,6
13 F 47 Tl HOMOZIGOTO IVS-1-6 6,8 58 50
17 F 61 Tl HOMOZIGOTO IVS-1-6 75 57 8,5

Legenda: I= Idade em anos; Cd= Codon; IVS= Intr; Talassemid intermediaria; TM=
TalassemiaBp menor; Hb= Hemoglobina (g/dL); HbA Hemoglobina A (%); HbF=
Hemoglobina fetal (%); NENHUMA= nenhuma das mutacéealisadas.
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Na tabela 4 verificamos que dos 68,2% individuon owutacdo caracterizada, 10
(45,5%) correspondem a mutacdo IVS-I-6, sendo cicmm diagndstico clinico de beta
talassemia intermediaria e cinco de talassemia mBas 31,8% mutacbes ndo caracterizadas
cinco foram diagnosticadas como beta talassemicoméifio houve associacdo entre as

mutacdes e os fendtipos.

Tabela 4- Distribuicdo dos individuos portadores bd¢a talassemia quanto ao tipo de

mutacéo e o fenotipo.

Mutacao N de individuos p talassemia P talassemia Valor de p

(%) intermediéria menor
IVSI-1 1 (4,5%) 0 1 -
IVSI-6 10 (45,5%) 5 5 1,00
IVSI-110 - - - -
CD 39 4 (18,2%) - 4 -
Outras 7 (31,8%) 2 5 0,59
Total 22 (100%) 7 15 0,35

Outras: mutac¢des n&o caracterizadas no estudo.
Teste estatistico utilizado: Teste de Fisher

Nas figuras 11, 12, e 13, observamos exemplosdieidluos portadores de beta
talassemia heterozigotos para IVS-I-1, homozigptoa IVS-I-6 e heterozigotos para CD 39,
respectivamente. A figura 14 demonstra a ausérialelo mutante para a mutacao IVS-I-
110.

Lladder 1IN 2N 3N 4N 5N 6N 7N 2N SN 11N
y : e . " ‘

659pb

268pb




54

Ladder 1M 2M 3M 4M 5M 6M M 8M SM 11M

659pb

268pb

- , - -
Legenda- N- alelo normal; M- alelo mutanite@dder marcador de peso molecular 100pb.

Figura 11- Foto de um gel de agarose 1,5% com aandstheterozigoto para a mutacao IVS-
I-1 no individuo de niumero 11.

+ 5N 6N 7N 8N 13N ladder + sp M 7M 8M 13M

; ! | ' I —> 659pb
' —> 273pb
-e
-
-

a = o. -
Legenda- N- alelo normal; M- alelo mutantedder marcador de peso molecular 100pb;
(+) - controle positivo

Figura 12- Foto de um gel de agarose 1,5% com aadsthomozigoto para a mutacgéo IVS-
[-6 no individuo de nimero 13.
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IN 2N 3N 7N Ladder 1M 2M 3M 7M
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——
439ph

Legenda- N- alelo normal; M- alelo mutant@dder marcador de peso molecular 100pb.

Figura 13- Foto de um gel de agarose 1,5% com amdstheterozigoto para a mutagdo CD

39 no individuo de numero 7.

1N 2N 3N 5N 6N Lladder 1M 2M 3M 5M 6M

“"’| L

e W g

— 659pb
e Boewws —=

33?pb.¢___ — - —

Legenda- N- alelo normal; M- alelo mutantedder marcador de peso molecular 100pb.

Figura 14- Foto de um gel de agarose 1,5% com amssin o alelo mutante para a mutacao
IVS-1-110.

Na Figura 15, estdo apresentados os boxplots d@snpaos hematoldgicos,
bioquimicos e niveis de Hb F e Hb Aos portadores de beta talassemia, ao diagnédeco,
acordo com o tipo de mutacdo. Aplicamos o testKideskall-Wallis exato (obtido via

Bootstrap) para verificar se a mediana dos paraségmatoldgicos, bioquimicos e niveis de
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Hb F e Hb A nos portadores de beta talassemia, ao diagnoéteeanesma para os trés tipos
de mutagBes. Nao obtivemos diferenga significaate,nivel de 5%, em nenhuma das
comparacoes. Rejeitou-se a hipotese de igualdatlesens valores medianos para os trés
tipos de mutacdes. A mutacdo IVS-I-1 foi caractetz em apenas um paciente

impossibilitando a andlise estatistica.

Hemacias (milhdesimm) Hemoglobina (g/dL) Hematocrito (%) VM (L) HCM (pg)
(=],
- - o
o P 8 8 T E B B
H —_ —_ | o |
4 1 E - 1 | o] o
| i ‘ =0
I I
a4 o i p g4 — = 0
—_ —_
- i/ = nf - D
9 i _L | Q o
* ! ! ¢ in | = -—
| I o
L . — - : ==
9 —_ —_ —_ . —_
n T T T T T T T T T T T T T T T
V56 Owras (D3 W56 Ouras  CD39 V56 Quras (D39 V56 Ouras (D38 V56 Ouras (D38
CHCM {g/dL) Leucdcitos (/mm’) Plaquetas (mm) Ferritina (ng/mL) CTLFe (mg/dL)
: . :
T : - T i 81 - 84 T
sl T T : g | |
i 2]
1= 18 1 0l = 7
B] g | | ‘
2
e | “9: i - @ —:— } § i
} o H ‘ E 2 !
! 94 -+ - 27 ‘ 2
o | a
i SEE ‘ =T = , i ‘
4 T ! — 21 o 8. I
o4 2] - g ] . -
T T T 3 T T T g T T T T T T T T T
V3§ Ouras (D39 51 Ouras ~ CD39 V36 (uras (D3 V36 Curas (D3 V36 Ouras (D38
CLLFe (mgidL) Ferro (mgldL) IST (%) Ho F (%) Hb A2 (%)
Q
BT g T ] T ' "1 T
n | —— —_ 81 | | o - |
| 1 =] | 5] o4 | I
| I o | o } |
g 8- i | ; w o
; | e~ | 71 |
| o B I 04 e
- Rl . 2
2] ! | ﬁ ] - | o o]
- | . . T v 7
! 2 - o - i I
21 ! g i B . E K @ — 1 | -
1 1 1 a4 ; — -4 1
T T T T T T T T T T T T T T T
V3§ Ouras (D39 51 Ouras ~ CD39 V36 (uras (D3 V36 Curas (D3 V36 Ouras (D38

Figura 15- Boxplot dos valores dos parametros haldgitos, bioquimicos e niveis de Hb F
e Hb A nos portadores de beta talassemia, ao diagnoégddaxordo com o tipo de mutacao.
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A Figura 16 mostra os boxplots dos parametros HH_jgVCM (fL), HCM (pg),
ferritina (ng/mL), Hb F(%) e Hb A (%) dos homozigotos e heterozigotos para a mutagéo
IVS-1-6. Aplicamos os testes exatos de Wilcoxoragamparacao dos valores medianos para
os parametros Hb (g/dL), VCM (fL), HCM (pg), femia (ng/mL), Hb F(%) e Hb A ao
diagnostico dos individuos com mutacdo IVS-I-6 selgu os niveis do gendtipo. Em
nenhuma das situagbes teve um diferenca signiicaatnivel de 5%. Por outro lado, se
considerarmos um nivel de 10%, a hemoglobina &adsentaria diferenca significante. Vale
ressaltar, que apesar do teste ser exato, 0 meSnomnsegue captar diferencas muito

significativas, para o tamanho de amostra dado.
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Figura 16- Boxplot dos valores dos parametros haldgitos, bioquimicos e niveis de Hb F
e Hb A nos pacientes corfi talassemia, ao diagndéstico, de acordo com o gendatos
pacientes com mutagao IVS-I-6.

Na mutagéo IVS-1-6 as manifestacdes clinicas nmraguentes foram cefaleia,
fadiga, tontura e edema de membros inferiores. #staa foi a mais prevalente na mutagéo
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CD 39. Em outras mutacdes ndo caracterizadas tmmsia mais frequentes foram fadiga,
tontura, hepatomegalia e edema de membros inferiGrénico paciente com a mutacao I1VS-
I-1 apresentou um quadro clinico caracterizadotpotura, ictericia e esplenomegalia. Na
Tabela 5, apresentamos o teste exato de Fishiem, gefverificar se existe dependéncia entre
0s niveis das manifestacdes clinicas e o tipo dagéa (IVS-1-6 e CD 39). Em nenhuma das
13 comparacdes, tivemos uma diferenca significagvalenciando nenhum tipo de tendéncia

por parte dos pacientes com determinado tipo dagaat

Tabela 5- Comparacéo das mutacdes IVS I-6 e CdBPas manifestacdes clinicas, ao
diagnéstico.

Manifestagdes Clinicas IVS-I-6 CD 39 Valor de p
Adinamia 2/10 0/4 1,000
Dispneia 2/10 1/4 1,000
Cefaleia 5/10 1/4 0,580
Fadiga 5/10 1/4 0,580
Tontura 5/10 2/4 0,521
Sonoléncia 3/10 1/4 1,000
Ictericia 3/10 0/4 0,521
Esplenomegalia 4/10 0/4 0,251
Hepatomegalia 2/10 0/4 1,000
Edema de membros inferiores 5/10 3/4 0,580
Constipacéao 1/10 1/4 0,506
Gastrite 1/10 0/4 1,000
Litiase 1/10 0/4 1,000

Teste utilizadoTeste exato de Fisher



59

5 DISCUSSAO

A beta talassemia corresponde a um grupo de doeheasditarias da
hemoglobina caracterizada pela reducdo da sintesadtidl e subsequente desequilibrio na
relacdo das cadeias globinicasol B) podendo resultar em anemia hemolitica crénica. As
mutacdes que afetam o gene da gloBitevam a reduca®{) ou ausénciafif) da sintese das
mesmas, resultando em trés principais fenétiposcol: beta talassemia maior, intermediaria
e menor (CAO; GALANELLO, 2010).

Tem sido estimado que aproximadamente 7% de todalggiio no mundo séo
portadoras de beta talassemia e, que 300.000 @0B0@riancas nascem, por ano, com a
forma grave desta doenca (PREMAWARDHEMNAaL, 2001). No Brasil, a beta talassemia
tem sido estudada, no entanto, devido as limitat@iescomo, dificuldade de padronizacéo
das metodologias laboratoriais de diagnostico;randg tamanho, diversidade étnica e ao alto
grau de miscigenacao racial do pais, os dados sobeal prevaléncia da beta talassemia
ainda sao escassos e fragmentados.

Em relacdo a avaliagcdo molecular da beta talassemiastudos no Brasil se
concentram mais nas regides sul e sudeste, logeserde estudo é relevante por ser pioneiro
no estado no Ceara, além de propiciar estratégidmthmento e de aconselhamento genético
na populacéo estudada e de contribuir para o aondentados da literatura acerca do padrao
molecular dos pacientes do referido estado.

A idade dos individuos portadores de beta talassgariou de 18 a 68 anos com
média de 44,7 anos. Esse fato se deve, provavapemaioria dos portadores apresentarem
fendtipo de beta talassemia menor, que cursa ccdrguclinico mais brando. Estudo
realizado por Reichert e colaboradores (2008) ermid@ividuos com beta talassemia, em
Porto Alegre-RS demonstrou que a idade dos pasieatgou de trés meses a 94 anos, com
média de 37 anos. Portanto, a meédia de idade smalb® a nossa, provavelmente devido ao
fato dos pacientes também apresentarem fenétigmetdetalassemia menor na maioria dos
casos. Uma melhor compreenséo da fisiopatologidodaca, o diagndstico mais precoce, 0
uso de quelantes orais isolados ou em associagéaumentado a sobrevida dos pacientes
com beta talassemia (SONATI; COSTA, 2008).
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Em relagdo ao sexo houve um predominio do sexonfemi Resultado
semelhante foi obtido pelo grupo de Reichert ebmidores (2008). Ja Rahimi, Muniz e
Parsian(2010) demonstraram um predominio no sexo mascujuendo avaliaram 185
pacientes confp talassemia do Iran, sendo 74 do sexo femininoledblsexo masculino. O
resultado, portanto reforca dados da literaturatifiea de que ndo existe diferenca na
prevaléncia da doenca em relagdo ao sexo. Seguados ddo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), no ultimo censdizado em 2007, havia 6.494 mulheres a
mais em relacdo aos homens no estado do Ceara.

Quanto a etnia, a grande maioria dos individuosiéoétnia parda. Os resultados
corroboram com os dados da literatura onde denamgjue no nordeste do Brasil a maioria
da populacédo € de etnia parda, em decorréncia sleigemacdo entre escravos (africanos),
europeia e indigena (BERTHOLO; MOREIRA, 2006).

Todos os portadores de beta talassemia do estndanaéuralidade cearense,
sendo a maioria procedente da capital. Atualmergeraco de Hematologia e Hemoterapia
do Hospital Universitario Walter Cantideo (HUWC) daiversidade Federal do Ceara possui
30 pacientes adultos com diagndstico clinico da tEassemia (intermediaria e menor), em
acompanhamento no ambulatério do Hemocentro dod&staeara - Hemoce, sendo
considerado centro de referéncia da doenca nocesfacinto a ocupacdo houve predominio
da profissdo doméstica, isso se deve provavelmentelevada relacdo do sexo
feminino/masculino e/ou ao baixo grau de escoldedaassociado ao baixo nivel
socioecondmico dos participantes atendidos nesbalatario da rede publica estadual.

Embora mais de 200 alelos de beta talassemia wdbecaracterizado (HbVar,
http://globin.cse.psu.edu/globin/hbvar/), o espeadtias mutacdes difere entre 0s grupos
étnicos em cada populacédo e, em geral, poucas desta@o mais comuns, com um numero
variavel de mutacdes raras (FLINTal, 1998). As mutacogstalassémicas que acometem a
populacdo brasileira tém origem Mediterranea. Neegj&io mais de trinta alelos da doenca ja
foram descritos, porém somente oito mutacdes pisgéda as mais comuns (ROLDAd\ al,
1997). Os imigrantes que auxiliaram na formacapalm brasileiro, foram responsaveis pelo
aparecimento de quatro dessas mutacdes represemeldacoédon 39, IVS-I-1, IVS-I-6 e
IVS-1-110, sendo as duas primeiras do tijfte as duas Gltimas do tifo.

A populagéo do sudeste do Brasil difere do paderal gpela descendéncia de
portugueses, italianos, espanhodis e alemédes. Auémeip de heterozigotos para beta
talassemia na populacdo caucasoide do Sudestdsié da 0,8 a 1,3% (ZAGE& al, 1983;

RAMALHO et al, 1999) e entre paulistas descendentes de italiaio miscigenados é em
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torno de 6,4% (RAMALHO, 1976). J4 o sul do Bragil €olonizado principalmente por
italianos do Norte (no final do século XIX) e dodeagte da Italia (o final do século XX)
(FROSI; MIORANZA, 1975). No Nordeste o padrao déonacédo difere do sul e sudeste
do pais. O estado de Pernambuco apresenta colaaizacopeia (principalmente holandesa)
e africana. Ja o padrdo de colonizacédo do esta@ed@ difere do de Pernambuco. No Ceara
nao houve influxo macico de europeus e nem deaao, a colonizagdo se deu de forma
pouco expressiva por parte dos portugueses, abgcanudeus, além da influéncia indigena.
Pernambuco apresenta frequéncia estimada de 0,7%etde talassemia heterozigotica
(ALMEIDA et al, 2005). J4, no estado do Cearad ndo héa referéiacfeequéncia de beta
talassemia.

A populacdo brasileira formou-se a partir de tréspgs étnicos basicos: o
indigena, o branco e o negro. A intensa miscigenacérrida entre esses grupos deu origem
aos numerosos mesticos ou pardos (fruto do cruzanu=s demais etnias com o indio).
Sobre essa base juntaram-se, além dos portugupsesiesde a colonizagdo continuaram
entrando livre e regularmente no Brasil, variosrasitpovos imigrantes, ampliando e
diversificando ainda mais a formacéao étnica da [agdw brasileira. Os principais grupos de
imigrantes que entraram no Brasil apds a indepearaéh822) foram os seguintes: atlanto-
mediterraneos (italianos e espanhdis), germaneméals), eslavos (poloneses e ucranianos)
e asiéticos (japoneses). A populagdo brasileiasg®m, caracterizada por grande diversidade
étnica e intensa miscigenacao (SOUZA, 2004).

A ocupacdo das terras cearenses, em razdo daidam#ildos indios, das
asperezas do clima e da escassez de agua porpegicaticas, foi diferente do processo
ocorrido em outras regidées no Nordeste. Foi umgs®sx mais lento e de modo tardio e s6
teve inicio apOs a luta contra os holandeses. Miegmigrantes do Rio Grande do Norte,
Paraiba e Pernambuco. Aos poucos, africanos e bedeileiros cativos foram se
incorporando ao processo de ocupacao das terrascendtrucdo da historia da sociedade
cearense. Porém, o negro africano vindo como eascigwase ndo repercutiu na
miscigenacédo do povo cearense (OLIVEIRA, 1982; PEMPTASSIGNY, 2004; SOUZA,
2004).

Como ja anteriormente mencionado os estudos malesutealizados no Brasil
para beta talassemia sao raros e na sua maidnsaras estado de Sao Paulo. Nesse estado,
segundo dados da ABRASTA- Associacao Brasileirdalassemia (www.abrasta.org.br) é
onde esta localizado o maior niumero dos casos grnaiges de talassemia. Nas regides

Sudeste e Sul a doencga tem origem predominantentalea, sobressaindo-se a mutagao
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cédon 39 que causa uma forma mais grave da doengaanto que em Pernambuco a
mutacédo IVS-I-6, forma mais comum parece ter sittooduzida pelos portugueses, no
periodo inicial da colonizacdo (OLIVEIRA, 1982; PGMU; TASSIGNY, 2004; SOUZA,
2004).

Neste estudo as mutagbes foram caracterizadas ¢2f6 68os casos de beta
talassemia. A mutacdo mais frequente foi a IVSgué esteve presente em 14 dos 44 alelos
estudados, ou seja, 45,5%, seguida da CD 39 (1&2%$-1-1 (4,5%). Pesquisadores tém
demonstrado, no Brasil, diferentes perfis de muscpara beta talassemia com maior
frequéncia da IVS-I-110 e CD39 no sul do pais (RHEHERT, 2006), de IVS-I-6 no nordeste
(ARAUJO et al, 2003), IVS-1-110 e a CD39 na regido sudesteals (COSTA; TAVELA,
ZAGO, 1990; FONSEC/t al, 1998). Araujeet al.,(2003) demonstraram, em estudo dom
talassémicos em Pernambuco, uma frequéncia maior mddacdo IVS-1-6. Esses
pesquisadores além de demonstrar que o quadro utagdes difere em frequéncia com as
regides sul e sudeste, também verificaram a prasggnutacdo IVS-I-5, pouco frequente no
Brasil. Nossos resultados, portanto, corroboram esmados observados em Pernambuco.

Pesquisas internacionais demonstram também umageteidade no padrao de
mutacdo para beta talassemia. Rahim (2009) aoaesddd pacientes coifh talassemia na
india verificaram que as mutagdes mais frequemtesif a IVS-II-1, CD 36/37 e IVS-I-110,
seguida da IVS-1-6 e uma minoria de cédon 39 e IRISParwish, El-Khatib E Ayesh (2005)
mostraram que as mutac@esalassémicas de maior prevaléncia na Palestiaanfdv'S-I-6,
seguida de IVS-1-110, IVS-I-1 e CD 39. Rahimi, Mur@ Parsian (2010) verificou que os
pacienteq} talassémicos do Ird apresentaram com maior frequ@nlVS-1-110, seguida da
IVS-I-1, IVS-1-6 e CD 39. Estudo feito, por Cabeenal (1999), em pacientes cof
talassemia em Portugal revelou que a mutacédo maialpnte é a CD 39, seguida da IVS-I-1,
IVS-1-6 e IVS-1-110. Roldaret al. (1997) demonstraram o perfil molecular de pacgeotanm
B talassemia na Argentina com predominio da mutdgdoddon 39, seguida da IVS-I-110,
IVS-I-1 e IVS-I-6.

A IVS-I-6 é uma mutacd@’ leve e diversos estudos tém demonstrado que a
mesma esta associada a quadros clinicos mais tevdalassemia (COSTA; TAVELA;
ZAGO, 1991; WAYEet al, 1995; HOet al, 1998; ARAUJCet al, 2003). Em homozigose, a
IVS-1-6 predomina os quadros de beta talassemernmdiaria (EFREMOWt al, 1994;
RUND et al, 1997; QATANANI et al, 2000; ARAUJO, 2003; EL-LATIFet al, 2002).
Efremovet al (1994), um dos primeiros pesquisadores a dadicarater de homozigose para

beta talassemia, demonstrou que homozigotos tinimaiforma clinica relativamente leve de
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beta talassemia intermediaria. No presente estodogdatros pacientes homozigotos para
IVS-I-6, trés apresentavam fendtipo de beta talasséntermediaria e um beta talassemia
menor. Dos seis pacientes heterozigotos para acé&uwjtdois apresentaram fenoétipo de beta
talassemia intermediaria e quatro com beta taldasemenor. A discrepancia entre 0s
fenotipos e os gendtipos no presente estudo se plewavelmente a presenca de outra
mutacdo ndo estudada no gene beta ou a co-expresshalfa-talassemia (FLINEt al,
1998).

Alguns fatores podem ser capazes de reduzir o didibeip entre as cadeias
globinicas resultando em uma forma mais leve dessalmia. Entre esses, podemos citar a
presenca de pelo menos um algltalassémico silencioso ou leve, associado a abidugao
de cadeias globinica, e co-heranca com talassemiaou determinantes genéticos que
aumentam a producédo de cadeig&SALANELLO; CAO, 1998; HO et al., 1998). As bases
moleculares da beta talassemia intermediaria podmiar de uma populacdo para outra,
dependendo da prevaléncia de alguns desses fal6tESN, 1998, 2005).

A mutacdo-101 (C — T) tem sido observada com frequéncia na regido do
Mediterraneo. Ela interage com uma variedade desaleeta talassémicos para produzir
formas moderadas de beta talassemia intermedi@EATHERALL, 2001). A variabilidade
genotipica emloci conhecidos é, muitas vezes, insuficiente parai@plos diferentes
fendtipos dos doentes com 0 mesmo genétipo (RURDSR

A mutacado IVS-I-5 é considerada como a de maiovghéacia no subcontinente
indiano (TUZMEN; SCHECHTER, 2001). Na india, numuel® para diagnéstico Pré-Natal
realizado por Varawallat al (1991), a IVS-1-5 (&>C) foi detectada em 38,3% dos alelos
estudados. No Paquistdo, Khan e Riazuddin (1998)raram a mutacdo IVS-1-5{&C)
em 37,7% dos alelos, evidenciando assim a graedeéncia dessa mutacdo no Oriente. No
Brasil, esta mutacao foi observada por Araijal, (2003) em Pernambuco em 9,3%. Logo,
a pesquisa para a referida mutacdo deve ser idstitanto na regido nordeste como nas
demais.

A mutacdo do codon 39 foi a segunda mais frequeatestudo, sendo todos
heterozigotos para a mutacdo e com fenotip@ dalassémico menor. Este fato pode ser
atribuido a vérios fatores, dentre eles a desceim®em como a pequena amostragem. A
mesma é mais frequente na regido do Mediterram@oBrasil nos estados do sudeste, fato ja
exposto anteriormente nesse contexto. Na forma higidiica corresponde a beta talassemia
maior e em heterozigose cursa com manifestacbes leaes (MORENO; BOLUFER;

PEREZ, 1999). A mutacao IVS-Iff, foi representada neste estudo por somente uramaci
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diagnosticado como beta talassemia menor. Assinoa@mo codon 39, a mutagéo IVS-I-1
em homozigose corresponde a beta talassemia maegundo dados da literatura (COSTA,
TAVELA; ZAGO, 1990; FONSEC/Aet al, 1998; REICHERT, 2006) a mutacdo mediterranea
IVS-1-110 apresenta uma alta frequéncia nas re@oés Sudeste.

Na avaliacdo de associagdo entre as variaveisagemt de hemécias, Hb, Ht,
VCM, HCM, CHCM, ferro sérico, ferritina, CTLFe, CHe, IST, Hb F e Hb Acom as
mutacdes IVS-1-6, cédon 39 e outras mutacdes (aéacterizadas) demonstrou-se nao haver
diferenca significante. Reichert e colaboradore®08? demonstraram uma diferenca
significante das variaveis VCM, HCM, CHCM e Hb Antre os pacientes com a mutagéo
IVS-I-6 em relacdo as outras mutacoes (IVS-I-1, INE$0 e codon 39).

Ao se avaliar a mutacdo IVS-I-6 em homozigose e haterozigose para as
variaveis: Hb, VCM, HCM, Ferritina, Hb F e HbyAverificamos que ndo houve diferenca
significante. Bertuzzo, Sonati e Costa (1997), destraram que niveis elevadde HCM e
de Hb A podem estar associados com a presenca de mubaadess de talassemia como no
caso de heterozigotos para IVS-1-6 quando comparads heterozigotos para as mutacdes no
codon 39 e IVS-I-1.

A discrepéancia entre o fendtipo e o gendétipo enuradgportadores no presente
estudo, provavelmente se deva a co-expressao diigemlfa. Em muitas populacdes em
gue a beta talassemia é prevalente, a alfa tambémeacom alta frequéncia, e por isso nao é
incomum a co-heranca de ambas as condi¢cdes. Hootazigu heterozigotos compostos para
beta talassemia com co-heranca com alfa talasdewraan & uma reducéo do excesso de
cadeiasa e menor formacdo de corpos de inclusdo nos preseritroides, e com isso
tendem a ter uma condicdo menos grave (GALANELLAOC1998; THEIN, 2005). Essa
interacdo proporciona bases para uma consider&@terdgeneidade clinica; os niveis de
melhora dependem da gravidade do afelalassémico e do nimero de gendsincionais
(THEIN, 2005).

Entretanto, tendo em vista que cada combinacdo pstl associada a uma
ampla variacdo na apresentacao clinica, a defirdgagendtipoa globinico em um dnico
paciente pode nédo ter um valor absoluto na predighAdendtipo clinico (GALANELLO;
CAO, 1998; THEIN, 2005).

Em heterozigotos para beta talassemia, a co-hedmtalassemia normaliza a
microcitose e hipocromia, enquanto que a preseaggedes: extras aumenta o desequilibrio,
podendo converter um estado tipicamente assintomgtra uma talassemia intermediaria.

Na maioria dos casos, isso € relatado pela co-te@da genes globinicos triplicados. Genes
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a triplicados @oo) ocorrem com baixa frequéncia em muitas populagleso-heranca de
dois genes extras ¢ao/aoo ou acoo/ac) com heterozigotos para beta talassemia resulta em
talassemia intermediaria. Entretanto, o fendtipo we genea extra (oo/ao) com
heterozigotos para a beta talassemia € muito \@r@agepende da gravidade do alelo da beta
talassemia (THEIN, 2005).

Traeger-Synodinogt al., (1997) estudaram em pacientes gregos heterozigotos
para beta talassemia, o desequilibrio das caddfae mostraram que um unico gene
adicional, como por exemplo, a triplicacdo aritl; normalmente pode gerar uma anemia
acentuada em heterozigotos beta talassémicos, r@nggae em homozigose a mesma
triplicacdo pode induzir um fenétipo de talassemiermediaria. Isto sugere que a triplicagéo
do genea interage com a mutacdo da beta talassemia pasarcaMcesso de cadeias
equivalente ao observado na beta talassemia ind@riee homozigéticaKALLAH et al,
2009).Isto se aplica em regra geral, entretanto devigiaade variabilidade do genoétipo, ndo
descreve o padrdo de classificacdo de diferentegip@s disponiveis de talassemia. Apesar
de relatos em populacdes, a definicdo de paramatroans em portadores de beta talassemia
em associacdo com triplicacbes do geneontinua a ser um problema. Agravamento do
fendtipo da beta talassemia heterozigética cont@user geralmente inexplicdveis e sua
associacdo com o0 aumento da expressdo do @es@ muitas vezes pouco elucidados
(TRAEGER-SYNODINO&et al, 1997).

Estudo feito por Harteveldet al (2008) descreveu dois casos de
portadores de beta talassémicos, heterozigotos @arautacdo no cdédon 39, ambos
apresentando um fenoétipo de talassemia intermadiarn dos quais era dependente de
transfusdo sanguinea, resultantes de dois novosanmgs diferentes do gene.
Estes rearranjos produzem uma duplicacadodos o, incluindo a regidao HS-40, levando a
um alelo com quatro genesexpressos que, atualmente, sO pode ser detectaholal a
tecnologia MLPA (Multiplex Ligation-dependent ProBenplification) (SOLLAINO et al,
2009; FAAet al, 2010).

Esses resultados, em seu conjunto, revelam a petexmlade das bases
moleculares da beta talassemia em individuos adnticestado do Ceara. A regidao Nordeste,
portanto, parece apresentar um perfil molecularelifte das demais regides do Brasil, tendo
como justificativa a dindmica de colonizacdo, cgéeitado anteriormente, no entanto ha
necessidade de estudos em todo o pais, para es&bgobliticas adequadas de saude publica

e servicos de diagnastico.
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6 CONCLUSOES

A maioria dos individuos portadores de beta talagsgossui idade entre 41 e 50

anos, sao do sexo feminino, de etnia parda, dotaésti procedentes da capital do Cear§;

A mutacdo mais prevalente foi a IVS-I-6, sendo quatro pacientes apresentaram
homozigose e seis heterozigose, seguida do codoA Bfutacdo IVS-I-I foi encontrada em

apenas um paciente e a IVS-I-110 foi ndo foi enediat

N&o houve diferenca significativa entre as difezennhutacdes IVS-1-6, CD 39 e as
outras mutacdes (ndo caracterizadas) e os par&gtroematimetria, Hb, Ht, VCM, HCM,
CHCM, leucocitos, plaquetas, niveis séricos datiiea; ferro sérico, CTLFe, CLLFe, IST,
HbF% e HbA%.

Os resultados deste primeiro estudo cudde de beta talassemia do estado do Ceara
reforcam o predominio da mutacéo IVS-1-6 no noelekt Brasil, mutacéo relacionada com
progndéstico favoravel, em pacientes adultos cona lalassemia, no estado do Ceara,
caracterizados por quadros clinicos variaveis,pdoglos de pouca gravidade.
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ANEXO A

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E
ENFERMAGEM (FFOE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

Vocé estd sendo convidado (a) a ppaticde uma pesquisa intitulada como
“Caracterizacdo clinica, hematolégica e moleculas ghacientes confp talassemia em
Fortaleza, Ceara”, que tem como objetivo principatar o perfil clinico, hematoldgico, e
molecular desses pacientes.

Convido o Sr (a) a participar da pesquisa, emo cgsdavida, podera comunicar-se com a
pesquisadora Dra. Romélia Pinheiro Gongalves, gaia na rua Pereira Valente, 640, Apto 701,
bairro Meireles, Fortaleza,CE. Fone: (0xx85)-33@BB2Para tanto, necessitamos que o senhor (a)
autorizasse a obtencédo da coleta de sangue efdasagdes para que seja realizada a pesquisa. A
coleta de sangue serd realizada nos Hemocentréstdoo do Ceard, localizado na Rua Capitdo
Francisco Pedro, 1210, Rodolfo Tedfilo.

A participacdo do senhor (a) na pesquisa sera iplem& voluntaria e consciente, ndo
havendo qualquer forma de pagamento ou compensagi&oial, sendo que, ao participar da pesquisa,
nao ficara exposto (a) a nenhum risco, podendcstitedsie participar, a qualguer momento, sem
prejuizo de sua assisténcia médica. Sua identskrdemantida em sigilo absoluto, sendo a divulgagéo
dos resultados totalmente proibida a terceirognfio restrita a discussdo académica de ambito
cientifico e, ainda assim, sem qualquer possilibdde identificacdo dos pacientes. Sera, no entanto
permitido o acesso as informacdes sobre procedimeatacionados a pesquisa.

Esse documento sera impresso em duas vias, ficend@om a entrevistada e a outra com a
pesquisadora.

Certo e ciente dos detalhes acima descritos, esgnmordar na integra com todos os termos
acima expostos, manifestos, por vontades propiness e conscientes, o propésito de participar do
presente estudo.

Fortaleza, de de

Assinatura do participante da pesquisa

Assinatura de quem obteve o termo



Valores de referéncias dos parametros hematolgdioguimicos e niveis de Hb F e Hbh A

ANEXO B

utilizados no Laboratério de Analises Clinicas duspital Walter Cantideo.

0

Parametros Valor de referéncia
Hemacias (milhdes/mms3) 3.800.000 a 5.200.00
Hemoglobina (g/dL) 12,0a16,C
Hematdcrito (%) 35,0a47,0
VCM (fL) 80, 0 a 100,(
HCM (pg) 26,0 a 34,0
CHCM (g/dL) 32,0 a 36,0

Leucadcitos (/mms3)

4.000 a 11.00(

Plaquetas (/mm?3)

140.000 a 450.00

(&)

Hb A, (%)

Ferritina (ng/mL) 20 a 200
CTLFe (pg/dL) 250 a 410
CLLFe (pg/dL) 140 a 280
Ferro sérico (ug/dL) 35 a 150
IST (%) 20 a 50
Hb F (%) até 2,0

25a3,5
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APENDICE A

FICHA CLINICA
Prontuério Data: / /
Nome completo: Sexo: ( )fem ( ) masc
Endereco:
Cidade onde mora: Telefone) (
Idade: Data de nasc: [ Local de nasc
Profissao atual: Etnia: (andm ( ) negro ( ) pardo

Procedéncia: ( ) capital (CE) ( ) interiGE(

Dados laboratoriais ao diagndéstico

Hemograma Perfil do ferro
Hemécias (milhdes/mij Ferritina (ng/mL):
Hb (g/dL): CTLFe (ug/dL):
Ht (%): CPLFe (ig/dL):
VCM (fL): Ferro (ug/dL):
HCM (pg): IST (%):

CHCM (g/dL):

Leucdcitos (/mm):

Plaquetas (/mf):

Perfil eletroforético

HbF (%): HbA%):

Dados clinicos

Fendtipo () p menor ( B intermediaria
Esplenomegalia ( )sim ( )nao
Hepatomegalia ( )sim ( )ndo
Cefaleia ( )sim ( )néo
Fadiga ( )sim ( )nao
Tontura ( )sim ( )nao
Sonoléncia ( )sim ( )ndo
Ictericia ( )sim ( )nao
Ulcera de pernas ( )sim ( )néao
Alteracdes esqueléticas ( )sim ) r&o
Adinamia ( )sim ( )nao
Constipacéao ( )sim ( )nao
Gastrite ( )sim ( ) ndo

Edema MMl ( )sim ( ) né



