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RESUMO

As alteracdes que afetam as hemoglobinas estdo relacionadas a sintese estrutural
ou quantitativa dos aminoécidos que compdem as diferentes cadeias globinicas
(a/B). Existem inimeras causas que podem resultar nessas alteracdes, dentre elas
as mutacdes. A talassemia é um dos distlrbios genéticos mais frequentes do
homem e mais difundidos no mundo. Fatos histéricos, como imigracéo e colonizacao
populacionais de diferentes partes do mundo, contribuiram para a difusdo da
patologia em outras localidades, incluindo o Brasil. A forma de manifestacdo clinica
e laboratorial da talassemia do tipo beta menor (BTT), foi objeto de estudo nesta
revisdo bibliografica, pois embora seja uma patologia que ndo mostra claramente
manifestacbes sintomaticas, seus aspectos clinicos e laboratoriais sdo muito
relevantes. A importancia do diagnostico laboratorial das anemias microciticas e
hipocrémicas presentes, tanto em individuos portadores de deficiéncia de ferro como
em beta talassémicos menor, € um ponto chave quando nos referimos a esses
parametros, pois os indices HCM e VCM apresentam-se com valores extremamente
reduzidos (<24 pg e <70 fL) e a quantidade de gl6bulos vermelhos muito
aumentados (> 5,0 milhdes/uL), na beta talassemia menor em comparacdo a
deficiéncia de ferro. Portanto os valores contidos no hemograma bem como a
presenca da inclusdo citoplasmatica ponteado basofilo e morfologia das hemacias
observadas em andlise de extensdes sanguineas coradas, € de grande valia na
suspeita da beta talassemia menor, tornando-se ponto importante na sugestdo da
realizacao de eletroforese de hemoglobina para confirmacdo do diagndstico da beta

talassemia menor, devido ao aumento quantitativo da Hb A,.

PALAVRAS CHAVE: Beta talassemia menor, diagnoéstico, aspectos laboratoriais,

anemia microcitica e hipocrémica.
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INTRODUCAO

A partir dos pulmdes o suprimento de oxigénio aos tecidos é realizado
através de uma molécula altamente especializada que esta contida no interior dos
glébulos vermelhos, a hemoglobina. Cada glébulo vermelho contém um valor
aproximado de 300 milh6es de moléculas da hemoglobina e corresponde a 35% do
peso do eritrocito ou glébulo vermelho. A hemoglobina tem sido considerada um
importante objeto de estudo sob o ponto de vista fisiolégico, bioquimico e
principalmente genético (34).

Alteracbes na sintese da molécula de hemoglobina sejam estas de forma
guantitativa ou qualitativa, podem resultar em doencas hereditarias cuja gravidade
podera estar classificada de acordo com o tipo de alteracdo ou dano que a
hemoglobina possa vir a sofrer (39).

Dentre elas podemos destacar as doencas denominadas de talassemias,
resultante de uma reduc&o ou auséncia na producéo de elementos que compdem as
moléculas de hemoglobinas, sendo as globinas de cadeias a (alfa) ou B (beta) (29).
Diversos estudos realizados no pais vém demonstrando grande variagdo na
proporcao de individuos portadores da talassemia alfa e beta no Brasil e no mundo
(6,21,24,36).

A beta talassemia é a forma mais importante dentre as talassemias devido
ao grau de morbidade e mortalidade causadas pela intensidade de anemia
hemolitica. Esta amplamente distribuida em todos os continentes, com significativa
prevaléncia na Italia, Grécia e paises do Oriente Médio, locais onde a prevaléncia do
gene que origina a beta talassemia varia entre 1% a 30%. Dentre as diversas formas

da beta talassemia, a forma denominada menor varia entre 0,5% e 1,5% no Brasil

().
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OBJETIVOS

GERAIS

Proporcionar através deste trabalho, um melhor conhecimento da beta
talassemia e suas formas de ocorréncia, em especial, a beta talassemia menor, bem

como seus aspectos clinicos e laboratoriais.

ESPECIFICOS

Levando em consideracdo as variadas formas da beta talassemia,
reconhecer cada uma delas se torna necessario principalmente dentre profissionais
da area da saude atuantes em centros de diagndsticos.

O aspecto clinico e laboratorial é de grande importancia, principalmente no
gue se refere a beta talassemia menor, visto que pode ser confundido com outras
patologias e até mesmo dificultar a sua classificacdo das demais beta talassemias,

em geral.
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JUSTIFICATIVA

A talassemia é um dos distarbios genéticos mais frequentes encontrados no
mundo, inclusive no Brasil. A forma de manifestacdo clinica e laboratorial da
talassemia do tipo beta menor (BTT), torna-se objeto de estudo nesta revisdo
bibliografica, pois embora seja uma patologia que ndo mostre claramente
manifestacées sintomaticas, seus aspectos clinicos e laboratoriais sdo de grande
importancia, uma vez que ela pode ser confundida com as demais classificagdes de
beta talassemias assim como outros disturbios sanguineos, como por exemplo, a
anemia por deficiéncia de ferro. E necessario entdo reconhecé-la e diferencia-la a
partir de indices hematolégicos especificos obtidos através de exames e testes
apropriados.

A partir dos aspectos clinicos e laboratoriais tais como, eritrograma e
esfregaco sanguineo, é possivel alcancar resultados caracteristicos presentes na
BTT e estimar com confianca a presenca da patologia, anteriormente ao fechamento
do diagndstico da mesma.
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METODOLOGIA

Artigos cientificos sobre a tematica foram pesquisados nas bases de dados,
Scielo, Pubmed, Medline publicados entre os anos de 2004 a 2014, nos idiomas
portugués, espanhol e inglés. Os artigos consultados foram os originais, de revisao e
editoriais.

A pesquisa bibliografica também incluiu livros de hematologia e clinica
médica, além da pesquisa de teses e dissertacbfes de mestrado e doutorado em
bibliotecas virtuais das Universidades: Unicamp, USP, UGF, UNESP, UFGRS.

Os termos aplicados para a busca do tema no levantamento bibliografico
foram: beta talassemias, beta talassemia menor, diagnéstico da beta talassemia
menor.

A normativa utilizada para referenciar os dados consultados foi a 6023 da
ABNT que dispbe sobre os elementos a serem incluidos e orienta a compilacao e
producédo das referéncias. Todos os dados coletados foram utilizados

exclusivamente para a finalidade cientifica.
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DISCUSSAO E REVISAO DA LITERATURA

SINTESE DE HEMOGLOBINA

A hemoglobina € composta estruturalmente por quatro cadeias
polipeptidicas, denominadas de globinas, sendo que duas sédo do tipo a (alfa) e
outras duas do tipo B (beta) além do grupamento prostético designado de grupo
heme. Essa estrutura confere & molécula de hemoglobina o formato de um tetramero
de aspecto globular. Cada cadeia de globina é produzida de forma simultanea e em
guantidades iguais, mantendo-se em equilibrio constantemente (2).

Tanto nas cadeias beta como alfa, os aminoacidos que as compde, esta
estruturado em uma sequéncia linear, denominada de estrutura primaria, sendo que
a combinacdo entre aminoacidos de uma cadeia e outra resultam na formacao de
outra estrutura, a secundaria, a qual assume formato de uma hélice. Esta estrutura
helicoidal € mantida por ligacdes de hidrogénio entre os atomos de ligacdes
peptidicas ao longo das cadeias de globina (3).

Ainda assim, esta estrutura secundaria podera sofrer processo de
dobramentos resultando em uma estrutura mais rigida, denominada de estrutura
terciaria, que por sua vez também é mantida por ligacbes de aminoacidos entre as
cadeias de globina. No entanto, esta estrutura ainda ndo se mantém firmemente
estavel, fato que leva a molécula de hemoglobina a assumir um formato globular.
Esta forma € um arranjo espacial entre as quatro cadeias de globina que resulta em
maior estabilidade da molécula (3).

Esta dltima descricdo do formato da molécula, designada de estrutura
guaternaria que oferece maior estabilidade a hemoglobina, torna-se importante na
compreensao da fisiopatologia da hemdlise que ocorrem nas talassemias, pois
guaisquer alteracdes na etapa do processo de sintese de globinas resultam em
desequilibrio destas cadeias culminando em um aspecto heterogéneo de
hemoglobinopatias e sindromes talassémicas (6).
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Figura 1- Estrutura da hemoglobina. A- Arranjo das cadeias alfa (roxo) e beta (verde) e o

grupo heme (marrom).

conformagoes.
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Iron atoms

Fonte: SCHECHTER, 2008 (4).

B- Estrutura quaterndria da hemoglobina em diferentes

O grupo Heme, formando pelo anel porfirinico, no qual se acomoda um

atomo de ferro no centro da molécula, é ligado covalentemente a cada cadeia de

globina, no qual pode fazer ligacdes reversiveis ou irreversiveis com outros atomos,

por exemplo, o oxigénio, monoxido de carbono respectivamente dentre outros gases

(39).

Figura 2. Estrutura molecular do grupo heme
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Fonte: NAOUM, P.C. Hemoglobinopatias,1997 (39).

Existem trés tipos de hemoglobinas no adulto, a saber: a hemoglobina A,

composta por um par de cadeias alfa e um par de cadeias beta (a,,), hemoglobina
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A,, composta por um par de cadeias alfa e um par de cadeias delta (a.0,),
hemoglobina Fetal composta por duas cadeias alfa e duas cadeias gama (a,Y>) (4).
As hemoglobinas produzidas durante a vida intrauterina podem ser
classificadas conforme a idade gestacional, sendo estas; as hemoglobinas Grower-1
contendo as cadeias (,€,,hemoglobinas Gower-2 formadas por cadeias do tipo a,&,,
hemoglobinas Portland compostas pelas cadeias (,Y,) e a hemoglobina fetal. A
hemoglobina Gower-1, Gower-2 e Portland s&o produzidas no saco vitelino entre a
terceira e oitava semana de gestacdo. Ainda no primeiro més de gestacao, ocorre a

producao de cadeias do tipo gama as quais compdem a hemoglobina fetal (4).

Tabela 1. Cadeias e hemoglobinas produzidas conforme desenvolvimento.

GLOBINA

ALFA BETA TETRAMERO | HEMOGLOBINA FASE
Zeta Epsilon (€, Growerl Embrionaria
Zeta Gama Y, Portland Embrionéria
Alfa Epsilon 0.E, Grower2 Embrionaria
Alfa Gama Y, Fetal Fetal
Alfa Beta a2P32 A Pés nasc.
Alfa Delta 020, A, Pdés nasc.

Fonte: NAOUM, P.C. ;1997 (.39).

A hemoglobina fetal diferentemente das outras hemoglobinas apresenta
heterogeneidade estrutural, pois difere em um de seus aminoacidos da posi¢cao 136
da cadeia dependendo de quando é produzida. Este tipo de hemoglobina é
predominante na fase de vida intrauterina e sofre decaimento de sua producéo ao
longo da gestacao até encontrarmos uma quantidade minima de producéo durante a
vida adulta, dando inicio a substituicdo para outros tipos de hemoglobinas, dentre
elas aquelas produzidas pds-nascimento e de vida adulta, sendo a hemoglobina A,
com prevaléncia no individuo adulto, em torno de 96%, a hemoglobina A2 entre 2 a
3,6 % e a hemoglobina fetal entre 0 a 1% (39).

Todas as moléculas de hemoglobinas, considerando as fases de vida
intrauterina ou pos-nascimento e adulta, possuem um total de 574 aminoacidos, dos

guais 282 estdo na composicdo das cadeias do tipo alfa (141 a.a por globina de
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cadeia a) e 292 aminoacidos na composi¢cao das cadeias beta (146 a.a por globina
de cadeia B) (39).

As interacbes intermoleculares entre as cadeias alfa e beta, através dos
aminoacidos que as compdem, sdo 0 que promovem a movimentacdo das cadeias
de globinas fazendo com que ocorra a acomodacao da molécula de oxigénio e da
molécula de 2,3 difosfoglicerato (2,3 DPG) permitindo o processo de oxigenacao e
desoxigenacdo da molécula de hemoglobina (39).

E importante o entendimento da molécula de hemoglobina do ponto de vista
estrutural, pois deficiencias ou alteracbes podem resultar em doencas,
comprometendo o processo de formacdo do grupo heme inserido na molécula de
hemoglobina, que por sua vez desempenha papel relevante no diagnostico de

variadas enfermidades.

Figura 3. Tipos de globinas produzidas em diferentes fases
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Fonte: adaptado de BUNN e FORGET, 1986 (22).

As informacbes para a sintese de hemoglobina partem de informacdes
contidas no DNA e seguem o mesmo padrdo e processos do que a sintese proteica,
isto €, replicacéo, transcrigdo e traducdo fazem parte do mecanismo. Partindo deste
pressuposto, o processo tem inicio no nacleo de DNA onde ocorre a sua replicagédo
gue produzira um pré-RNAm (transcrito inicial), este por sua vez contém sequéncias

de genes inteiros para a formagéo da hemoglobina (5).
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Através do processo chamado splicing, sdo retirados dessa sequéncia,
partes ou regides (introns) que nao codificam os aminoacidos para aquela proteina,
restando somente sequéncias que codificara e expressara a molécula da
hemoglobina. A regido denominada 3’ UTR -terminagao da fita de DNA- sofre adigéo
de aproximadamente 150 nucleotideos de Adenina, designada por cauda poli-A.
Esta poliadenilacdo é importante no que diz respeito a estabilidade da molécula em
formacéo (7).

Antes de migrar para o citoplasma, a fita de RNA sofre outro tipo de adi¢éo,
agora pela guanina, na regiao 5 dessa fita. Além disto, os dois ultimos nucleotideos
sofrem metilacdo. Tanto o processo de poliadenilacdo, quanto este Ultimo processo
descrito, denominado capping, confere estabilidade a fita de RNA, para dar inicio ao
processo de traducdo no nucleo. Uma vez no citoplasma, o RNA agora processado
se liga ao ribossomo através de duas subunidades, assim servird de molde para a
cadeia polipeptidica que sera formada. A traducao inicia-se na terminagao 5’ da fita
que corresponde ao grupamento aminico da cadeia de globina e termina na regido 3’
gue corresponde ao grupamento de &acido carboxilico na fita de RNA. Cada
sequéncia de trés nucleotideos corresponde a um aminoacido que sera traduzido
em cadeias protéicas. Quando o grupo heme € incorporado, a molécula assume seu

formato quaternario, dando origem a hemoglobina (5;7).

REGULACAO DA SINTESEDAS CADEIAS GLOBINICAS

A organizacdo dos genes que codificam as globinas est4 separada em dois
grupos denominados, clusters. O primeiro deles inclui os genes que codificam as
cadeias zeta e alfa, localizado no cromossomo 16, e o segundo grupo que codificam
as cadeias épsilon, gama, delta e beta, localizados no cromossomo 11.
Especificamente para o gene da cadeia alfa, préximo ao telédmero, regidao 16 p.13.3 e
da cadeia beta, no brago curto do cromossomo 11 (11p15.5) (8).

Em ambos os clusters, tanto os genes alfa como beta estdo arranjados da
mesma forma em que séo expressos durante o seu desenvolvimento. Todos 0s

genes contém trés (3) éxons e dois introns e sdo regulados por regides nao
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codificadoras denominadas de MCS (Multispecies Conserved Sequences) e LCR
(Locus Control Region) (6). Na cadeia alfa, o MCS é composto por quatro
sequéncias nao codificantes designadas de MCS-R; a MCS-R4. O MCS-R;, também
denominado de HS-40 (Hipersensitive Site- 40) é essencial na regulacdo da cadeia
do tipo alfa e esté localizado a 40 Kb antes do gene zeta (8).

A regulacdo dos genes de beta globina no cromossomo 11 ocorre atraves de
cinco sitios sensiveis a DNase |, denominado de LCR. Esses sitios estdo
posicionados entre 5 Kb e 25 Kb na extremidade da posicédo 5’ e recebem o nome
de HS-1 a HS-5 (9).

Figura 4- llustracdo esquematica dos clusters da a e da B globina, mostrando cromossomo

16 e 11 respectivamente e seus sitios regulatérios, HS-40 e LCR.
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Fonte: SCHECHTER, 2008 (4).

Tendo em vista o tema do trabalho proposto, enfocaremos os aspectos de
mecanismos de regulacéo ocorridos na producéo das cadeias beta.

Existem dois elementos que estdo envolvidos na regulacdo dos genes da
beta globina, um deles é denominado de elemento regulador cis, e fazem parte dele
sequéncias dentro ou distantes do préprio gene, tais como promotores, silenciadores
e 0 LCR. Além disto, coexistem os elementos chamados de fatores de transcri¢cdo ou
elementos trans. A regulacdo é feita a partir da interacdo dentre esses dois

complexos e cada um deles seréo descritos posteriormente (10).
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O LCR do gene beta assume uma fungdo critica no que diz respeito a
regulacdo da expresséo do gene da beta globina, pois esse complexo é responsavel
por manter a cromatina na sua forma aberta. Deste modo, os fatores de transcricéo
conseguem interagir com as sequUéncias cis e dar inicio ao processo de transcricao
(8).

A sequéncia de genes da beta globina contém 146 aminoacidos e 1600
pares de bases, trés éxons que representam a regiado codificadora de aminoéacido e
dois introns, regido ndo codificadora de aminoacidos e que posteriormente é retirado
no processo de splicing; estes ultimos recebem o nome de IVS1 e IVS2. O primeiro
intron esta constituido de 122 a 130 pares de bases enquanto que o IVS 2 possui
aproximadamente 805 a 904 pares de bases (8).

O IVS1 interrompe a sequéncia de genes no cédon 30-31 e o IVS 2
interrompe a sequéncia de genes nos codons 104-105. Ja os éxons 1 e 3 codificam
a regido que nao estara inserido o grupo heme, enquanto que o éxon 2 codifica essa
regido de insercdo do grupamento heminico na cadeia de beta globina (8).

Existem quatro sequéncias de nucleotideos altamente conservadas
localizadas na extremidade 5 da regido promotora, elas s&o importantes na
expressdo do gene da beta globina por desempenharem papel na regulacdo do
processo de transcricdo. Essa regido € denominada também de boxes e
compreende quatro tipos de sequéncias. A primeira, em -30nt esta presente o TATA
Box, sequéncia rica em timina e adenina, composta por cinco nucleotideos, ATAAA;
a segunda sequéncia em -75 nt € composta por um CAAT box, a terceira e a Ultima
sao compostas por CACCC em -90 nt e -110 nt respectivamente (9; 11).

Além destas regides, que sao elementos importantes na ativacao do gene de
beta globina, existem outras regides que também exercem a funcéo de controlar a
expressao do gene B como, por exemplo o LCR mencionado anteriormente, as
juncdes éxon-intron e a regiao de terminagao 3'UTR situada no final da sequéncia
de nucleotideos no RNAm, que néo é traduzida (7).

Entre as regifes5’ e 3’ da fita do RNAm, estdo inseridos os introns e os
éxons. A regido 5’ constitui-se de uma regido n&o traduzida assim como o 3’, no
entanto ocupa um trecho correspondente a cinquenta nucleotideos, desde a regiao
cap e o codon de iniciacdo (ATG). A 3 UTR é constituida pela regiao entre o cédon
terminador e a cauda poli A. Isto corresponde a 132 nucleotideos com uma

sequéncia conservada que servira de sinalizador de clivagem da fita em 3. As
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juncdes éxon-intron que também estdo envolvidas na regulacdo sdo compostas de
sequéncias invariantes formadas por dinucleotideos, normalmente guanina e timina.
A correta retirada dos introns no processo de splicing ocorre nas regides
denominadas de sequéncia consenso e correspondem aos trés ultimos nucleotideos
dos éxons e aos seis primeiros nucleotideos dos introns em 5’ e pelos dez ultimos

nucleotideos dos introns e o primeiro nucleotideo do intron em 3’ (2;12).

Figura 5- Estrutura do gene beta (B), indicando elementos regulatérios na regido promotora,
dinucleotideos (GT-AG), sinal de poliadenilacdo, cédon iniciador (TAA), cddon finalizador

(P), sitio de adicéo cauda poli (A).
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Fonte: THEIN, 1998 (11).
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FATORES ENVOLVIDOS NA REGULACAO DA EXPRESSAO GENICA NO cluster
DA BETA GLOBINA

ELEMENTOS CIS

Promotores

Consistem principalmente, de trés sequéncias de genes conservadas,
encontradas no TATA box, CCAAT box e CACC box em duplicata. Estas sequéncias
contém a informacdo do correto posicionamento dos genes para dar inicio ao
processo de transcricdo, além de serem reconhecidas pelos fatores de transcricéo,
como o0 GATA-1, por exemplo, descrito a seguir (13).

Silenciadores

Como o préprio nome ja sugere, estes elementos podem se ligar a proteinas
gue reprimem ou suspendem o processo de transcricdo. Desta forma eles interferem
na atividade dos promotores e podem controlar a expressao da producao de algum
gene, como por exemplo, durante a transicdo da sintese de cadeias fetal e adulta
(14).

Acentuadores

Diferentemente dos silenciadores, estes elementos em vez de suprimir,
podem acentuar o processo de expressao de determinados genes. Eles podem estar

localizados proximamente ao gene quanto no proprio gene (15).
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LCR

O Locus Control Region é um dos, se ndo o principal, elemento de
regulacdo da expressdo do gene da beta globina. Através de diversos estudos, foi
possivel explicar seu funcionamento pela a abertura da cromatina, tornando-a ativa
para o processo de transcricao (16).

Existem duas propostas que confrontam o mecanismo pelo qual o LCR
interage com elementos promotores do gene. Um deles defende a teoria de
formacdo de ligacdo do LCR com os promotores. No entanto outros estudos
apontam que o mecanismo que de fato ocorre é através da formacao de alcas ou

looping, nos clusters da beta globina (16).

Demarcadores

Estes elementos definem as regides de abertura e fechamento da cromatina,
desta forma determina a conformacao mais estavel para interacédo dos elementos de
transcricbes com outras regides dos genes, isto €, define o dominio da cromatina no
l6cus da beta globina. Assim havera uma expresséo de genes especificos para cada

estagio de desenvolvimento da cadeia de globina, como as fetais e adultas (17).

ELEMENTOS TRANS OU FATORES DE TRANSCRICAO

Fatores de transcricdo que estdo envolvidos na expressdo da beta globina
sdo: GATA-1, NF-E2, EKLF, além de alguns fatores especificos dependendo do
estagio. Estes elementos detém o papel de ativador ou repressor de transcricdo,
dependendo da regido de ligacédo e grau de interagcdo com as demais proteinas (18;
19; 20).
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AS TALASSEMIAS

As patologias associadas as hemoglobinas podem ser definidas como
hemoglobinopatias, nas quais quaisquer alteragbes que causem danos a
hemoglobina, seja de caracteristica quantitativa ou qualitativa, podem estar inseridas
nesta denominacéao (34).

Entenda-se por danos ou altera¢gBes qualitativas da hemoglobina, quando ha
producdo de cadeias de globinas defeituosas estruturalmente, as quais levam a
hemoglobina a perder sua capacidade funcional. Este defeito pode estar localizado
em um ou mais tipos de cadeias peptidicas que fazem parte da composicdo da
globina, ou também, na maneira como as globinas se agrupam para formar as
fracbes da hemoglobina como um todo (5).

No entanto, quando ha reducéo ou supressado da sintese de hemoglobinas,
terdo danos quantitativos; uma vez que ndo ocorrem defeitos na estrutura da
hemoglobina, ela apenas deixa de ser ou € pouco sintetizada (34).

A talassemia é entdo definida como uma condi¢do na qual ocorre a reducao
ou auséncia de sintese de uma ou mais cadeias de globinas (a/B) que formam a
hemoglobina levando ao desequilibrio, na producdo destas cadeias, jA que
normalmente estdo expressas em igual quantidade (21).

Esse desequilibrio na sintese de cadeias representa o aspecto fisiolégico
bésico das sindromes talassémicas, tendo como resultado, um excesso relativo de
cadeias que estad sendo produzida normalmente pelo fato de ocorrer a supressao
parcial ou nula da outra cadeia de globina (22).

Na auséncia da cadeia complementar com a qual forma-se o tetramero na
estrutura da hemoglobina, o excesso da cadeia normal torna-se instavel e formam-
se agregados, 0s quais precipitam no interior do citoplasma da célula, ocasionando
assim uma lesdo na membrana e consequentemente resultam em uma destruicao
prematura dos eritrocitos, culminando em hemodlise (22; 23).

A denominacgéo, Talassemia vem do grego “Talassa” que significa "mar” e
“‘emia” que significa sangue, isto porque foram evidenciados individuos portadores
desta alteracdo hemoglobinica, residentes proximos ao Mar Mediterraneo, assim
surgiu o nome desta patologia. Este nome foi empregado pela primeira vez em 1936

por dois pesquisadores, Bradaford e Whipple. Anos apds a sua primeira descricao,
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0s pesquisadores norte americano, Thomas Cooley e Pearl Lee, também
identificaram a doenca e assim passou a ser conhecida como anemia de Cooley
(24).

A partir dai, varias investigacdes foram feitas a respeito das hemoglobinas e
patologias relacionadas, como por exemplo, as talassemias, que através de Venom
Ingram e Anthony Stretton apds investigacdo em portadores com esta sindrome,
receberam classificagdo conforme € utilizado hoje, alfa e beta talassemia (25; 26).
N&o é incomum encontrar a talassemia, difundida hoje em diversos continentes
dentre eles asiatico e africano e também no americano, havendo assim uma
distribuicdo mundial. No Brasil, a talassemia surgiu pela intensa imigracdo e
miscigenacdo dos povos que culminou na inclusdo da heranca genética desta

patologia em nossa populacéo (27; 28).

TIPOS DE TALASSEMIA

As talassemias sao classificadas e recebem denominag&o de acordo com a
cadeia de globina que é afetada. Sendo assim, podem existir diversos tipos de
talassemias. Dentre eles podemos destacar as talassemias alfa (a) no qual a sintese
de globina do tipo alfa esta reduzida ou suprimida; talassemia beta (), quando a
globina beta esta diminuida ou suprimida, e assim para as demais cadeias que
compdem a hemoglobina, como a gama (Y), delta (d), delta/beta (&B),
épsilon/gamal/delta/beta (€YSB). No entanto, as mais conhecidas e relevantes
clinicamente sdo as talassemias alfa (a) e beta (B), por estarem associadas a uma

maior gravidade da patologia (29).



30

ALFA TALASEMIA

As a-talassemias sao caracterizadas pela redugédo total ou parcial das
cadeias alfa de globina em individuos afetados. Elas surgem por delecfes de genes
que codificam a cadeia alfa (a; e a,) de globina na hemacia. Estas delecbes podem
estar associadas a uma ou mais cadeias de globina, expressando desta forma as
talassemias a* e a° respectivamente, na qual a a” sugere que ainda ha producéo de
cadeias do tipo alfa enquanto que a a°, indica que nenhuma globina do tipo alfa esta
sendo sintetizada (29).

Em sua grande maioria, as lesdes ou defeitos moleculares de genes
relacionados as alfa talassemias, estédo ligadas ao gene que expressa a cadeia a;.
Isso se deve ao fato de que a sintese deste tipo de globina € maior em relacdo ao da
producao de globina do tipo a;. Portanto, o indice de manifestacdes fenotipicas
relacionadas ao gene de a2 seria mais grave e também mais facil de ser identificavel
(29).

Os mecanismos que explicam a deficiéncia na produgcéo das cadeias de
globinas na alfa talassemia séo diversos, no entanto podem ser classificados como
fatores delecionais ou nédo delecionais, sendo que esta ultima € menos frequente (5;
29).

Entenda-se por fatores ndo delecionais, erros que podem interferir no
processamento de RNA em sua tradugdo ou até problemas no transcrito, tais como
insercbes, mutacdo de ponto dentre outros (9). Porém existem duas principais
delegbes que originam a alfa talassemia (a”) e que s&o mais frequentes, a primeira
gue envolve a perda de um fragmento de 3,7 Kb no cromossomo de DNA e outra
que envolve a perda de um fragmento de 4,2 Kb de DNA (5; 29).

Aquelas delecdes que originam a a° talassemia, removem o grupamento alfa
inteiro e sdo classificadas fenotipicamente como -- MEP, - FlL - __ SEA __ Thal Eqtag
denominacdes referem-se ao local de incidéncia deste tipo de sindrome talassémica.
Individuos considerados normais possuem dois genes a por genoma haploide,
constituindo o gendtipo aa/aa (28).

Tratando-se de talassemias a”, a participacdo de um alelo na composicéo da
cadeia de hemoglobina ainda esta envolvida, sendo assim o individuo portador deste

tipo de talassemia devera possuir um genotipo —a/aa. Clinicamente, isto implica em
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uma patologia mais branda, uma vez que em talassemias do tipo a° todos os genes
gue codificam esta cadeia estdo suprimidos, a delecdo portanto envolve
praticamente todo o grupamento do gene, resultando em um genétipo do tipo --/aa
ou -a/-a, evidenciando alteragBes hematologicas mais relevantes (26).

Outros tipos de alfa talassemias também ocorrem, e serdo apresentados a
seqguir:

e Doenga da Hemoglobina H (HBH), ocasionada pela auséncia de trés alelos da
globina alfa, individuos portadores apresentam genoétipo do tipo --/-a e
alterac@es clinicas e laboratoriais importantes (31).

e Hidropsia Fetal, também pode ser denominada de talassemia homozigota,
pois nenhuma cadeia de globina alfa (a; e a;) € produzida, o gendétipo se
apresenta como --/--, portanto as hemoglobinas fetais, A e A, também se
encontram prejudicadas no que diz respeito a sua composicdo. Esta condicéo
leva a um agravamento da patologia, o qual pode ser considerado
incompativel com a vida extrauterina. Dentre os fetos que alcancam o

nascimento, em poucos dias chegam a o6bito (5; 32).

BETA TALASSEMIAS

Estima-se que a beta talassemia, assim como as outras sindromes ou
formas talassémicas, foi introduzida no Brasil através da intensa ocupacéao de outros
povos, e consequente miscigenacao decorrente desta forte imigracdo forcada em
busca de trabalho e melhores condi¢gfes de vida em nosso pais, principalmente por
italianos e povos da regido do Mediterraneo, ocorridos em meados do século XIX
(32).

Assim como as alfa talassemias, as betas talassemias também séo
caracterizadas pela supressao parcial ou total na producao de cadeias do tipo B nos
eritrécitos de individuos afetados, representadas respectivamente por B* e B°. Isto &,
portadores de talassemia beta zero (B°), ndo produzem nenhum tipo de cadeia beta,

somente a alfa, ja portadores caracterizados por ser portador do tipo B* produzem
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parcialmente este tipo de cadeia. Por se caracterizar de uma patologia genética e
hereditaria, a beta talassemia pode ocorrer em homozigose ou heterozigose. A
talassemia beta € classificada como uma patologia de heranca autossémica
recessiva, pois sdo necessarios dois genes anormais para se produzir um fenotipo
detectavel da patologia (33; 34).

Com a reducdo das cadeias globinicas funcionais do tipo beta, ocorre
consequentemente um “acumulo” das cadeias alfa, que precipitam dentro dos
eritrécitos e originam os chamados corpos de inclusdo. Estes precipitados causam
danos na membrana das hemacias, que levam ao quadro de anemia, uma das
principais manifestacdes clinicas da beta talassemia, uma vez que o ferro ndo esta
ligado ao grupo heme e sim livre na circulagdo sanguinea. Uma aceleracdo no
processo oxidativo ocorre por conta desse ferro livre, ndo ligado, lesionando ainda
mais a membrana dos eritrocitos facilitando a sua destruicdo precocemente. Este
processo de aceleracdo e destruicdo precoce da hemécia recebe o nome de
eritropoese ineficaz (28; 33).

A gravidade desta doenca, portanto, esta relacionada também com o nivel
de desequilibrio provocado pela reducdo parcial ou total do gene que expressa a

beta globina.

BASES MOLECULARES DA BETA TALASSEMIA

A causa da beta talassemia ou processos responsaveis pelo aparecimento
da doenca sdo decorrentes de mutacbes na sequéncia da fita de DNA. Estas
mutacdes incluem principalmente a mutacdo de ponto, grandes delecbes e
inser¢des ou simplesmente a inverséo ou rearranjo dos nucleotideos que compde o
gene da beta globina (39).

As delecdes e inser¢gbes de um ou mais nucleotideo na sequéncia génica &
denominada de mutacfes frameshift. Estas mutacdes interferem nos processos de
transcricdo, processamento de RNA (splicing) e por ultimo ao processo de traducao.
Segundo estudos realizados, afirmar que a causa da beta talassemia ocorre por

delecdo de nucleotideo € bem rara. Este tipo apresenta-se em casos isolados e a
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delecdo pode ocorrer em qualquer local do gene que codifica a cadeia beta. Desta
forma, pode-se dizer que ha uma variabilidade no que diz respeito a quantidade de
bases afetadas possiveis (40).

MutacOes por delecdes s&o dividas em dois grupos dependendo da
guantidade de bases afetadas ou deletadas. A primeira pode ser chamada de
pequenas delecbes, pois ocorrem dele¢cdes que acabam excluindo de 7 a 1605
pares de bases, enquanto que o0 segundo grupo envolve numeros maiores de
exclusao, isto €, a exclusdo acontece a partir de 1606 pares de bases. Normalmente
este tipo delegcdo ocorre proximamente da regido 5 e 3’ na fita que contém a
sequéncia de gene para a beta globina (40).

Portanto, as mutacfes ndo deletérias sdo as causas mais comuns para a
manifestacdo da sindrome talassémica, em especial a beta talassemia. As
alteragcbes na sequéncia de gene podem ser observadas ao longo de todo o
processo que resultarda na producao final da cadeia de globina beta, podendo assim
manifestar-se em varias etapas alterando a sintese do produto final (7).

Dentre as mutacdes mais estudadas da beta talassemia, podemos destacar
CD 39, IVS 1-110, IVS 1-6, respectivamente mutacdo no cédon 39 e nos introns 1-
110 e 1-6 (41). No Brasil, as muta¢des mais comuns além da CD 39, séo as IVS 1-
110 (G—A) e a IVS1-6 (T—C) sendo que na regidao Sul e Sudeste as mais
frequentes estdo no codon 39 e na regido Nordeste as outras duas citadas
respectivamente (36). Estas mutacdes serdo detalhadas logo a seguir.
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Figura 6- Diferentes mecanismos que causam a 8- talassemia
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Fonte: CAO, A.; 2002 (102).

MUTACOES QUE INTEREFEREM NO PROCESSO DE TRANSCRICAO

Alteracbes na regido promotora ou em elementos promotores como o TATA
Box levam a um processo inadequado da transcricdo do gene. A dificuldade de
interacdo dos fatores de transcri¢édo (cis) ao LCR causados pela mutacao resulta em
uma falha no inicio do processo de transcrigdo. A taxa desse processo é reduzida de
75% a 80% pela reducéo da ligacdo do RNA polimerase na fita de DNA e o fendtipo
estabelecido para estes casos geralmente é de 3* ou B** (42).

Vérias substituicdes sdo conhecidas na regido promotora e 5’UTR, dentre
elas a ocorrida na posi¢do -31nt, em que ha a troca de uma adenina por guanina
(A—G); além de T—C em -30nt, assim como A—C e A—G na posi¢ao -28nt. Estas
mutagdes fazem parte da regido do TATA Box e o tipo de alelo gerado é B* (43).
Existem ainda mutac¢des na posi¢cao -73nt, denominada de CAT Box, onde ocorre a
troca de A—T. Esta mutagdo tem como resultado uma produgcéo de RNAm de forma

levemente reduzida e gera o alelo B** (44).
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J& nas sequéncias em duplicata, CACCC box, sdo conhecidas mutacdes nas
posicoes -97 nt e em -101 nt onde ha troca de C por T (C—T). Este ultimo é

classificado de beta talassemia silenciosa, B 3™ (10; 45).

MUTACOES QUE INTERFEREM O PROCESSO DE  SPLICING-
PROCESSAMENTO DE RNAmM

As mutacfes que afetam o processamento de RNA que se constituem na
retirada de introns restando apenas o0s éxons que sao codificados e expressos
futuramente em cadeias de globina, € a causa mais comum da beta talassemia (7).

Existem diversos tipos, desde aqueles que afetam a regido de juncao entre
um intron e éxon, até aqueles que podem ocorrer dentro do proprio éxon, além de
mutacbes nas regides de clivagem da extremidade 3’ UTR. O resultado de um
RNAm ineficiente pode surgir pela alteracdo anormal da emenda de um éxon, pois 0
RNAmM ndo emendando sera degradado no interior do nucleo levando a uma [3°
talassemia (9).

A ocorréncia da [(* talassemia ou [° talassemia decorre do tipo de
nucleotideo que esta sofrendo alteracdo. Por exemplo, a substituicdo da Guanina
por uma Timina da posicdo 5 do IVS-1 resulta em * porém severa. JA quando
ocorre troca de uma Timina por Citosina na posicao 6, o fendtipo é classificado como
sendo B* talassemia, assumindo uma forma mais branda (7).

Os fenotipos nos locais criados como sendo novos locais de splicing dentro
dos éxons podem ser classificados como variaveis, pois dependendo de onde ocorre
o processamento de RNAm havera formas diversas de fendtipos a serem
considerados. Um exemplo deste tipo de mutacéo ocorre na posi¢do 110 do IVS-1,
onde ha a troca de uma Guanina por Adenina e da mutacdo na posicdo 116 que
resultara em uma B° por produgao insuficiente de RNAm (7; 45).

Outro fator muito comum relacionado ao novo local de splicing, € quando
ocorre a substituicdo de um nucleotideo que vai alterar toda sequéncia de genes,

fazendo com este “ative” o processamento de RNAm, isto &, ocorre a formagao de
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sitios denominados criticos, pela mutacdo de um nucleotideo dentro de um éxon,
gue faz com que esse éxon passe a ser visto como um intron, local onde ocorre o
splicing, resultando em uma producdo anormal de RNAm (9).

As mutagdes que ocorrem na regidao 3'UTR ou na sequéncia AATAAA, sdo
caracterizadas por reducdo parcial na producdo de cadeia beta, desta forma os

fenétipos encontrados podem ser classificados como B*, B**, e B 5™ (8).

MUTACOES QUE AFETAM A TRADUCAO

As mutacdes que afetam o processo final que é a traducdo podem ser

classificadas em trés tipos:

MUTACAO NONSENSE

Este tipo de mutacdo, também conhecido como mutacdo sem sentido, €
resultante da troca de uma base de um cédon por outra base que faca com que o
processo de traducdo ndo prossiga. Isto é, através dessa troca € gerado um codon
finalizador (stop cédon) no RNAm. E no codon 39 que esta mutagio ocorre com a
troca de uma Citosina por Timina (CAG—TAG) (7; 11; 45; 46; 47; 48).

MUTACAO FRAMESHIFT

A mutacdo frameshift culmina na terminacdo prematura da transcricao,
porém em vez de haver uma troca entre bases, h4 uma insercdo ou delecédo de
nucleotideos na regido codificadora. Isto faz com que ocorra uma mudanca no
cédon que sera expresso ou traduzido posteriormente, interferindo na leitura da fita

erroneamente (7, 45).
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MUTACAO NO CODON DE INICIACAO

Este tipo de mutacdo é importante visto que o0 processo de transcricdo ndo
tem inicio, ja que o sinal para que ocorra a iniciacéo foi perdido (7; 48).

Figura 7- Locais onde ocorrem mutacdes e tipo de fendtipo produzido na fB-

talassemia.
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Fonte: HO P.J, THEIN, S.L.; 2000 (8)

A ocorréncia da beta talassemia segue padrbes genéticos e moleculares,
conforme descrito anteriormente. As alteracbes na producéo de cadeia de beta
globina estdo associadas as mutacdes em diferentes genes reguladores e de
expressao génica, dentre outros (33).

Desta forma, a beta talassemia pode receber trés tipos de classificacdes

clinicas, as quais sdo descritas brevemente a seguir.
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CLASSIFICACAO DAS BETA TALASSEMIAS

Beta Talassemia major ou maior (BTM)

E conhecida como a forma grave da doenca e ocorre em homozigose ou
heterozigose, podendo ser classificadas como sendo do tipo B* ou B°. Na B* ocorre
heranca de dois complexos génicos acometendo falhas parciais no gene que
codifica este tipo de cadeia, enquanto que na B° a falha ocorre totalmente nesse
gene. Sem tratamento apropriado, individuos portadores deste tipo de beta
talassemia, necessitam normalmente de transfusdes sanguineas, pois sao dotados
de anemia severa causada por hemdlise intramedular que pode levar a alteracdes

organicas e toxicas causando sérios danos a saude culminando até em morte (7).

Beta Talassemia intermédia ou intermediaria (BTI)

As caracteristicas deste tipo de beta talassemia se classificam como
apresentando um quadro clinico mais ameno em relacdo a beta talassemia maior,
ndo implicando numa grande frequéncia de transfusdes sanguineas, porém se
mostra mais sintomética do que a menor. As formas mais prevalentes do tipo de

talassemia intermediaria sdo do tipo B*/B* (33).

Beta Talassemia minor ou menor (BTT)

Também é denominado de traco talassémico por se mostrarem clinicamente

assintomaticos e normalmente ndo necessitam de tratamentos, embora apresentem
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indices hematoldgicos alterados (7). Os alelos B* e B** estdo associados a este tipo

de beta talassemia, também denominado de heterozigoto (35).

O fato das regifes Sul e Sudeste serem prevalentes quanto a incidéncia de
portadores de beta talassemia, estd associado aos movimentos migratorios
ocorridos no Brasil em meados do século XIX. Maci¢cos contingentes de imigrantes,
principalmente italianos, que vieram ao Brasil nos anos de 1880 aproximadamente

ocuparam estas regides dando prevaléncia a estas doencgas (28).

MANIFESTACOES CLINICAS

As principais caracteristicas observadas em individuos portadores de beta
talassemia maior sdo anemia grave desde o nascimento, hepato e esplenomegalia,
febre, vOmitos, atraso no crescimento, anorexia, coluria. No eritrograma observamos
anemia microcitica e hipocrémica, anisocitose, poiquilocitose, células em alvo,
esquizécitos e algumas formas raras das hemacias. Na beta talassemia intermédia
as manifestacdes clinicas sdo variadas, vao desde quadros graves a brandos, nao
necessitando de transfusdes sanguineas recorrentes. Anomalias morfologicas, além
de esplenomegalia e alteracfes esqueléticas também podem ser observadas na

talassemia intermédia (5).
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Tabela 2. Classificagao e caracterizagao das - talassemias

N° de alelos Denominacéo clinica Caracterizacao
1 alelo B-tal. menor ou trago Anemia assintomatica com
talassémico ou hipocromia e microcitose,
heterozigético, B/B* elevacdo de Hb A2
2 alelos B tal. Intermediaria, 3*, Anemia de gravidade
sindrome B°/B* mediana, ndo dependente
de transfusdes. Sintese de
cadeia (3 reduzida; Hb A2
diminuida.
2 alelos B-tal. Maior, anemia de Auséncia de producéao de

Cooley, talassemia [3° ou

sindrome [(3°/(3°

cadeia (3; Hb A ausente;
HbFetal aumentada

Fonte: Adaptado NUSSBAUM, R.; 2008

Tabela 3. Principais caracteristicas de portadores de beta talassemia.

SINTOMAS

ERITROGRAMA

TESTES
ESPECIFICOS

DEMAIS TESTES

B TALASSEMIA

B TALASSEMIA

Fraqueza, cansago
MENOR

Anemia grave ao

Anemia microcitica
e hipocrémica.

Reducéo dos valores de
Hb, VCM , HCM, com

aumento de GV.

Anemia hipocrémica

Hb A2 aumentada
(4 a 7%)
Hb fetal normal ou

levemente

aumentada

Hb fetal aumentada.

Resisténcia
osmética (NaCl
0,36%) positivo em
90 % dos casos.
Ferritina normal ou
discretamente
elevada.

Ferro sérico normal

Resisténcia

osmética (NaCl

nascer. marcante. Valores Eletroforese de Hb: 0,36%) positivo.
MAIOR Hepatomegalia. extremamente Hb AF; Hb F Ferriina e  ferro
Atraso no baixos de: GV, Hb, SEerco muito
. aumentados
crescimento. Ht
Fonte: Adaptado Manual de doencas Eritrocitos, Ciéncias News, Naoum, PC

Os aspectos clinicos e laboratoriais da beta talassemia menor sao

clinicamente menos severas do que as demais retratadas aqui, no entanto, as

descricOes desses aspectos ndo deixam de ser irrelevantes e sera abordada mais

detalhadamente a seguir, como parte tematica do referido trabalho.
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METODOLOGIA PARA INVESTIGACAO DE ANEMIAS MICROCITICAS E
HIPOCROMICAS

DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS ANEMIAS

As vérias formas encontradas de anemias podem ser diagnosticadas através
de diferentes metodologias laboratoriais associadas aos estudos clinicos. As
técnicas para obter diagndstico podem ser divididas em andlises hematoldgicas,
bioguimicas e genéticas. As mais utilizadas sdo: hemograma com o eritrograma e
indices hematimétricos; pesquisa ou andlise de caracteristicas morfolégicas das
hemacias no esfregagco sanguineo corado; curva de fragilidade osmotica;
eletroforese de hemoglobina em pH acido e alcalino com quantificacdo das fracdes

de hemoglobinas; a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — HPLC; entre outras.

HEMOGRAMA

O hemograma €é um exame laboratorial que analisa quantitativa e
gualitativamente elementos que compde o sangue, os chamados elementos
figurados. O exame compreende trés partes a serem avaliadas, o eritrograma,

leucograma e plaquetograma.

ERITROGRAMA

Constitui o estudo da seérie vermelha podendo contribuir com informacdes
importantes relacionadas as alteracdes nos eritrocitos. Faz parte do eritrograma a

contagem de globulos vermelhos, a determinagdo da hemoglobina e hematdcrito, os
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indices hematimétricos e analise dos caracteres morfolégicos e tintoriais dos
eritrocitos em distensdo sanguinea corada.

A contagem de heméacias, até alguns anos atras, era feita manualmente
através da técnica de contagem em camara de Neubauer, que fornece a quantidade
de hemacias por microlitros de sangue, 0 que acarretava um erro muito alto. Na
atualidade séo utilizadas as contagens de heméacias provenientes de contadores
eletrénicos, com um grau de acerto muito bom (58).

Na determinacdo de hemoglobina € medida a concentracdo deste pigmento
vermelho que transporta o oxigénio presente no interior do glébulo vermelho, sendo
um dos testes mais realizados nos laboratdrios clinicos por sua importancia clinica,
pois valores encontrados abaixo da referéncia (considerando sexo e idade) podem
sugerir quadros de anemias e valores superiores aos normais podem considerar
uma policitemia ou eritrocitose (61).

O hematdcrito exprime a proporcdo de hemacias presentes por volume total
de sangue e esta correlacionado com o tamanho e nimeros de glébulos vermelhos.
O resultado de exame € expresso em porcentagem e quando assume valores abaixo
do normal pode indicar um quadro de anemia por perda sanguinea aguda ou

cronica, ou destruicdo aumentada de eritrécitos e caréncias nutricionais (58).

INDICES HEMATIMETRICOS

Com os valores obtidos do numero de eritrécitos, hemoglobina e
hematdcrito, podem-se calcular os indices hematimétricos como o Volume
Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) e Concentracao
da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM).

V.C.M = Volume Corpuscular médio (Hematécrito/n® heméacias)

Relaciona um determinado volume de heméacias (hematdcrito) com o nimero
total de células contida nesse mesmo volume e expresso em fentolitros. A sua
determinacao é util para a orientacdo diagnostica nos diferentes tipos de anemias

conforme variagdo de seu valor, diferenciando-as entre anemias do tipo microcitica



43

(eritr6cito de pequeno volume), normocitica (eritrécitos de volume normal) ou

macrociticas (eritrocito de grande volume) (63).

H.C.M — Hemoglobina Corpuscular Média (Hb/heméacia)

Representa o contelido médio de Hb presente em cada hemacia expresso
em picogramas. Portanto correlaciona a quantidade total de hemoglobina com o
namero de hemacias, ou seja, indica a quantidade de hemoglobina em cada
eritrocito, informando: hipocromia (eritrécito com pouca hemoglobina) e hipercromia
(eritrécito com muita hemoglobina) (61).

C.HC.M - Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular média
(Hb/hematocrito)

E a porcentagem média que a Hb ocupa do volume total do glébulo
vermelho expresso em porcentagem. Define a concentragcdo média de hemoglobina
nos globulos vermelhos. Mede a relacéo entre o peso da hemoglobina e o volume do
eritrocito (25). Este parametro permite avaliar a hipocromia presentes nas
hemoglobinas quando ocorre anemia. Quando diminuida, tém-se hemacias

denominadas hipocrémicas e quando aumentadas, hemacias hipercrémicas (61; 66).

Todos estes parametros mencionados até o momento podem ser realizados
manualmente, no entanto atualmente com avancos tecnologicos a contagem de
células ndo somente da seéria vermelha como o hemograma completo
(plaguetograma, leucograma) vem sendo realizados por contadores eletronicos e
automatizados, os quais oferecem resultados com maior rapidez e confiabilidade
elevando a margem de seguranca na expressao de resultados, especialmente
guando se trata de valores hematimétricos (64). Além disto, a andlise automatizada
permite a detecgao de células anormais por meios de alertas, os chamados “flags” e
a partir disto € possivel confirmar a informacdo que o aparelho emite através da
analise microscopica dos esfregacos sanguineos corados (65).

Com os contadores eletrdnicos outros indices passaram a ser disponibilizados
para aumentar o numero de informacdes do eritrograma. Um dos mais importantes é
o RDW.
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RDW — Amplitude de Distribuicédo dos Eritrocitos

Pode-se dizer que este € um novo parametro que foi incorporado ao
hemograma e somente pode ser obtido pelos contadores eletronicos. O indice RDW
ou Red Cell Distribution Width ou Amplitude de Distribuicdo dos EritrGcitos,
corresponde ao indice de variacdo do tamanho dos eritrocitos e em outras palavras
demonstra a existéncia de anisocitose ou variagdo de tamanho entre os globulos
vermelhos. Seu valor aumentado esta relacionado com o desenvolvimento de
guadro de anemia e evidencia uma anisopoiquilocitose, antes mesmo de se
confirmar no parametro do VCM, pois quanto maior for o valor do RDW maior sera a

variacdo no tamanho dos eritrécitos, ou seja, maior sera a anisocitose (65).

Tabela 4- Valores de referéncias no Eritrograma

SEXO Hb Ht Eritrocitos ~ VCM HCM CHCM RDW
(9%) (%) (/uL) (fL) (P9) (%) (%)

FEMININO 11,5-16 36 - 47 4,0-5,5 82-98 27-32 32-36 11,5-14,5
MASCULINO 13-17 38-52 4,5-6,0 82-98 27-32 32-36 11,5-14,5

Fonte: Centro de Referéncia diagnéstica Prof. Antonio Longo-Nicleo de Atendimento a

Comunidade (NAC) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara da UNESP.

Deve-se levar e conta que a determinacdo de hemoglobina, do hematocrito e
0 numero de eritrocitos variam com a idade, o sexo, a altitude do local, além de

outros fatores (61).

CURVA DE FRAGILIDADE OSMOTICA

Dentre varias nomenclaturas, esta técnica também é amplamente conhecida
como Prova de Resisténcia Osmdtica, Curva de Resisténcia Globular ou ainda

somente Curva de hemodlise. Esta ultima nomenclatura traduz o objetivo do teste,
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gue é avaliar a capacidade dos globulos vermelhos de incorporar agua em seu
interior sem que sofra lise quando expostos a solucbes salinas hipotonicas
decrescentes (50).

Para melhor avaliacdo do teste, os resultados sao expressos e plotados em
gréficos, no qual os valores de porcentagem de hemolise e concentracdo da solucéo
salina sdo distribuidos nos eixos das ordenadas e abscissas respectivamente. Isso
resulta em uma curva sigmoide que representa a distribuicdo da frequéncia

acumulativa frente a fragilidade osmotica dos eritrocitos (50).

QUANTIFICACAO DAS DIFERENTES FRACOES DE HEMOGLOBINA

ELETROFORESE DE HEMOGLOBINA

A eletroforese de hemoglobina em pH alcalino é sem duvida um dos
métodos de diagnostico de grande importancia pois ele é tido como um teste
confirmatdrio nas hemoglobinopatias e talassemias. Esta técnica permite a
separacao dos diferentes tipos de hemoglobina presentes nos individuos, incluindo
as normais e as variantes anormais de hemoglobina. A sua avaliacdo é do tipo
gualitativa e quantitativa permitindo identificar e quantificar as diferentes fracfes de
hemoglobinas presentes. A separacdo esta baseada nos diferentes tipos de
mobilidades da hemoglobina que € uma molécula carregada eletricamente, onde as
substituicbes de aminoacidos nas cadeias globinicas causam alteracdo de carga
elétrica, gerando assim a mobilidade (7).

A eletroforese em pH alcalino, quando realizada em acetato de celulose,
permite a visualizacdo das diferentes hemoglobinas través de bandas pigmentadas e
0os resultados s&o comparados a uma amostra do tipo normal.Entretanto na
caracterizagdo dos tipos de hemoglobinas este método se torna um pouco confuso e
dificultoso, pois segundos dados da literatura pode haver diferentes tipos de

hemoglobinas ocupando uma mesma posicao e banda. Nesses casos recomenda-se
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a realizacéo de eletroforese em pH acido como meio de diferenciagédo, decorrente da

alteracéo da migracéo das bandas de hemoglobina no pH acido (54).

HPLC — CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A cromatografia liquida de alta eficiéncia ou comumente chamada de HPLC
do inglés, High Performance Liquid Cromatography, é um método que separa e
detecta varios tipos de hemoglobina pela variagcdo do tempo de retencdo especifico
de cada uma delas presente na amostra ao passar pelas colunas cromatograficas.
Essas fragOes de hemoglobina s&o separadas com base nas interagdes iGnicas com
a coluna catibénica sob alta presséo, tendo como resultado um cromatograma com as
porcentagens de eluicdo e tempo de retencédo na coluna de cada fragdo da molécula
(52,53).

A técnica de HPLC além de ser de facil preparo e precisa na quantificacao
das variantes de hemoglobina é bastante utilizada em programas de prevencédo e
investigacdo de hemoglobinopatias, pois é possivel obter um resultado aceitavel
dentro dos limites de deteccdo pré-determinados, a uma velocidade razoavelmente
rapida e com pouca quantidade de amostra. (51; 52). Tem o inconveniente de
necessitar de equipamentos especificos e ter alto custo.

PCR — REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

A técnica de PCR visa detectar mutacfes ocorridas nos genes das globinas
e para isso séo utilizados conjuntos de sondas ou primers que sejam
complementares a sequéncia da mutacdo no gene. Esta técnica é feita através da
amplificacdo de fragmentos de DNA, na regido onde as mutac¢des ocorrem com mais
frequéncia. Porém esta técnica requer recursos elaborados além de ter custo

elevado, desta forma sdo mais dificeis de serem utilizados na rotina clinica e nem
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todas as talassemias cursam com alteracdo no gene que codifica as cadeias de
globina (7; 55).

FERRO SERICO E FERRITINA

O principal componente das hemoglobinas, o ferro, pode ser utilizado no
auxilio do diagnostico das betas talassemias, por ser um fator excludente da doenca
uma vez que este componente do sangue circulante apresenta-se com valores
normais, diferindo assim da anemia ferropriva acompanhada da deficiéncia de ferro,
principal distlrbio sanguineo causador de anemias do tipo microcitica e hipocrémica,
caracteristica presente também na beta talassemia menor (58; 66; 67).

Da mesma forma que o ferro, a avaliacdo das sindromes talassémicas, em
especial as beta talassemias, a partir de exames de quantificacdo de ferritina no
organismo, pode proporcionar um método de confirmagdo ou exclusdo da beta
talassemia. Isto é, a dosagem da ferritina, uma proteina responsavel pelo estoque
de ferro na sua forma férrica (Fe *), pode ser considerada um marcador fidedigno
da sua quantidade no organismo por correlacionar distirbios do metabolismo de
ferro, havendo sobrecarga ou deficiéncia do mineral (58; 67; 69).

A deficiéncia de ferro, principal causador das anemias em todo o mundo,
constitui um problema de saude publica no ramo da hematologia e na pratica clinica,
pois a anemia € resultante de varias condi¢cdes patoldgicas, sendo que a do tipo
microcitica e hipocrdémica (VCM<80 fL e HCM < 27 pg) sdo as mais prevalentes no
pais (70;71). Esta patologia é derivada de distirbios do metabolismo do ferro
consequentemente da deficiéncia de ferro, porém esta deficiéncia pode estar
associada a varias origens, dentre elas a beta talassemia, anemia ferropriva e
anemia de doenca cronica (72).

O diagnéstico diferencial das anemias microciticas e hipocrémicas € muito
complexo e de custo elevado. Devido a este fato, frequentemente os indices
hematimétricos e o hemograma sdo de grande valia para diagnosticar ou definir o
tipo de anemia e em virtude da variabilidade e frequéncia destes tipos, a sua
diferenciagao torna-se muito importante (71).
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Contudo, ainda é possivel observar diagnésticos ou condutas errbneas com
relacdo a patologia causadora das anemias microciticas e hipocrémicas, baseadas
somente em resultados dos parametros obtidos em contadores eletrénicos
principalmente no que diz respeito as sindromes talassémicas, em especial a beta
menor. Sendo assim, preconiza-se uma minuciosa analise de esfregago sanguineo
devido a achados de alteracdes morfologicas caracteristicos da patologia em
guestao, além das informacdes do eritrograma somado a alguns exames especificos
como a eletroforese de hemoglobina, que irdo complementar a avaliagcédo

hematolégica nas betas talassemias (72; 73).

Tabela 5. Valores de referéncia para ferritina
FERRITINA SERICA
HOMENS MULHERES
30 - 400ng/mL 13 - 150 ng/mL

Fonte: Laboratério de Analises Clinicas Sdo Lucas- Araraquara

BETA TALASSEMIA MENOR: ASPECTOS CLINICOS E LABORATORIAIS

De acordo com uma estimativa feita em 2008, 4,5% da populacdo mundial
gue corresponde a aproximadamente 250 milhbes de pessoas no mundo,
apresentam defeito no gene da beta globina, culminando em talassemia heterozigota
(65; 75; 76). No que diz respeito ao nosso pais, estudo feito em 16 estados e 65
cidades, na mesma época (2008), existiam aproximadamente 2,7 milhdes de
brasileiros portadores de talassemia menor (79).

O maior problema da beta talassemia heterozigota, também denominado de
beta talassemia menor, € a questdo da dificuldade diagnéstica a um primeiro
momento de sua investigagdo. Em contraste com a intensa sintomatologia
caracteristica da beta talassemia maior, individuos com beta talassemia menor
podem passar anos sem saber que sao portadores da doenca, pois geralmente séo
assintoméaticos e ndo apresentam sérias complicacées (77).

Embora o diagnéstico da beta talassemia menor seja feito através de

exames laboratoriais, basear-se em apenas um sO0 método, torna seu diagnéstico
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inconclusivo e falho, acarretando um tratamento a base de ingestdo de ferro
desnecessario e prejudicial a satde do portador (77). E de extrema importancia o
diagnéstico correto das betas talassemias do tipo menor, mesmo que esta patologia
curse de forma benigna na maioria dos casos, visto que possa ter uma evolugao
comprometedora, uma vez que um casal portador deste tipo de talassemia carrega
25% de probabilidade de gerar um filho portador de talassemia do tipo major, forma
mais grave da doenca dentre as betas talassemias (91).

Diferentemente das caracteristicas clinicas e sintomas de portadores da beta
talassemia menor, o tipo maior se caracteriza pela hipertrofia dos ossos frontais,
devido ao aumento da hematopoese e ao processo hemolitico; déficit de
crescimento e desenvolvimento, além do aumento da pigmentacdo cutanea, em
virtude do aumento de deposito de ferro em 6érgaos vitais. Estes pacientes se ndo
tratados podem apresentar ictericia e esplenomegalia ainda na infancia (78; 80).

Os aspectos laboratoriais que definem um portador da B talassemia
heterozigota (menor) incluem concentracdo de hemoglobina inferior ao normal
correspondente para determinada faixa etaria e sexo, geralmente 1 a 3 g abaixo da
referéncia (78); reducdo do volume corpuscular médio (VCM) uma vez que a
guantidade de glébulos vermelhos esta aumentada, ndo acompanhada pelo valor do
hematocrito (Ht), que pode se apresentar normal ou com ligeira reducdo e a
deficiéncia de hemoglobinazacdo também contribui para valores baixos de HCM
(39). Na morfologia eritrocitaria é possivel observar a presenca principalmente de
células em alvo, hipocromia e ponteado baséfilo. Um aumento compensatério do
namero de eritrécitos ou globulos vermelhos, geralmente acima de 5,0 milhdes/uL
(49).

Estudos na literatura apontam o RDW como um diferencial no diagnostico da
beta talassemia acompanhado da avaliacdo de outros parametros. O indice RDW
tende a ter um valor normal na beta talassemia menor, diferentemente do que na
anemia ferropriva. Isso sera mais bem discutido logo adiante.

A eletroforese de hemoglobina mostra um aumento da Hb A, na grande
maioria dos casos, podendo haver discreta elevacdo na hemoglobina do tipo fetal,
HbF, diferentemente da beta talassemia maior onde em todos os casos a HbF se

mostra aumentada (39; 55).
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A prova de resisténcia osmoética é util na triagem para detectar a beta
talassemia menor, pois as hemacias caracterizadas como microciticas, sdo mais
resistentes a hemdlise, apresentando um valor positivo no teste (7).

Todas estas alteragOes evidenciadas, embora observadas e identificadas
isoladamente, devem estar associadas umas as outras para classificar um individuo

como portador de BT Menor (49).

ANEMIAS MICROCITICAS E HIPOCROMICAS: COMO DIFERENCIAR ANEMIA
POR DEFICIENCIA DE FERRO DE BETA TALASSEMIA MENOR?

Utilizando os exames hematologicos € possivel observar microcitose e
hipocromia, com niveis reduzidos dos indices hematimétricos VCM e HCM
relacionados com o quadro de ambas as anemias, além de moderada reticulocitose.

Na beta talassemia menor a microcitose é decorrente da formagéao deficiente
de hemoglobina, pela reducdo da producdo das cadeias de beta globina e
consequente aumento da concentragdo das cadeias do tipo alfa, que acabam
precipitando, levando a destruicdo precoce dos eritrcitos, culminando entdo com o
achado frequente de anemia (81; 83). A partir da identificacdo destes parametros, o
individuo portador sofre sério risco de ser tratado com suplementacdo ou
medicamentos a base de ferro cujo tratamento € prolongado, podendo resultar em
um acumulo de ferro no organismo, principalmente no musculo cardiaco, podendo
acarretar insuficiéncia cardiaca, visto que pacientes beta talassémicos tém uma
maior absorcdo de ferro no trato gastrointestinal em comparacdo com individuos
normais (85).

Embora a microcitose e hipocromia sejam caracteristicas comuns na beta
talassemia menor, elas nem sempre estdo associadas a uma queda ou reducéao da
concentracdo de ferro. As dosagens de ferro e ferritina se encontram com valores
normais ou ligeiramente elevados (81; 82).

Um aumento nos niveis de concentracdo de hemoglobina do tipo A, € o
principal achado laboratorial e uma importante caracteristica na diferenciacdo do

portador de beta talassemia menor. Este aumento esta relacionado com a reducao
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da sintese de cadeias do tipo beta e presenca de cadeias do tipo alfa na forma livre,
favorecendo a formacao de dimeros ad resultando em tetrdmeros de hemoglobina
do tipo A, (83; 84).

A avaliagdo dos indices hematimétricos como o VCM e HCM repercute no
provavel diagnostico das patologias que cursam com uma anemia microcitica e
hipocrémica. Segundo Saénz et al.(1998)(86) valores muito baixos de HCM do que
CHCM, tende a identificar um portador de beta talassemia menor em relacdo a um
portador de anemia ferropriva. Este fato também é descrito por Ebrahim Miri-
Moghaddam et al. (2014)(99) em um estudo feito com 100 pacientes portadores de
BTT (beta talassemia menor) e com 77 pacientes portadores de ADF (anemia por
deficiéncia de ferro). Todos os parametros hematoldgicos, incluindo o VCM e HCM
estdo mais reduzidos do que naqueles pacientes portadores de ADF, segundo
estudo.

No Brasil, Henneberg (2003)(95), com o objetivo de estabelecer padrbes
eritrocitarios de caracterizacdo e diferenciacdo entre trés grupos especificos de
patologias diferentes (deficiéncia de ferro, traco falciforme e beta talassemia menor),
através da comparagdo de valores eritrocitométricos e presenca de inclusdes
citoplasmaticas em distensdes sanguineas coradas, na Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara, da Universidade Estadual Paulista (Unesp), observou
gue 100% dos beta talassémicos estudados em sua pesquisa (n=75) apresentaram
microcitose e hipocromia com VCM préximos ou menores que 70fL e HCM abaixo de
24pg enquanto que o valor de corte para identificar portadores de deficiéncia de
ferro foram abaixo de 82 fL para VCM e 27 pg para HCM, porém apenas 28,3% do
grupo de ferropénicos (N=123) apresentaram valores desses indices semelhantes
aos observados nos portadores beta talassémicos.

Portanto, para fazer o diagnostico correto da beta talassemia menor é
necessario distingui-la da anemia por deficiéncia de ferro, cujas caracteristicas se
confundem por apresentarem uma anemia microcitica e hipocrébmica. Torna-se
necessario entdo, o conhecimento dos valores de concentracdo de ferro e ferritina e
principalmente da quantificagdo de hemoglobina A,, pois tais pardmetros excluem
uma das duas patologias. Porém, os exames para identificar esses parametros sao
processos lentos e necessitam de um laboratério especializado, principalmente no
gue tange a quantificacdo de Hb A,. Outro tipo de exame que também requer

metodologia complexa e especifica € a dosagem de protoporfirina eritrocitaria na sua
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forma livre ou ligada ao zinco, como forma de definir se a anemia microcitica e
hipocrobmica € da deficiéncia de ferro ou da beta talassemia minor, por estar
aumentada apenas na primeira patologia (86).

Complementando a solicitacdo de exames para diferenciacdo e diagnéstico
das anemias por deficiéncia de ferro € comum encontrarmos o pedido avaliacdo do
metabolismo do ferro, tais como, a capacidade total de ligacdo do ferro (CTFL),
indice de saturacdo da transferrina (IST), niveis de ferritina, ferro sérico e receptor
soluvel de transferrina (sTfR), possibilitando a diferenciacdo das betas talassemias
menores (70).

A fim de otimizar e orientar o diagndstico das anemias microciticas e
hipocrbmicas, reconhecidas em trés patologias distintas, das quais, a anemia
ferropriva, anemia de doenca crbnica e a beta talassemia menor, um estudo feito por
Matos et al.(2008)(72), no departamento de Andlises Clinicas e Toxicologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, a partir de 159 pacientes portadoresde
anemia do tipo microcitica e hipocrémica, foi possivel constatar que em pacientes
gue apresentavam niveis séricos de ferro e ferritina dentro dos valores de
referéncia,mas com elevacdo na quantidade de hemoglobina do tipo A, seriam
classificados como individuos portadores de beta talassemia menor, uma vez que
estes parametros estabelecem relacdo importante para um possivel fechamento do
diagnostico desta patologia (72).

Saénz et al.(1998)(86) relataram que outro fato importante, retirado de
estudos em literatura, € a relacdo dos niveis de hemoglobina com relacdo a
hipocromia e microcitose, onde é retratado que valores de hemoglobina encontrados
abaixo de 10g/dL, associados a microcitose e hipocromia, sugerem beta talassemia

menor e nao uma deficiéncia de ferro.

O PAPEL DO RDW NA DEFERENCIACAO ANEMIA FERROPRIVA E B-
TALASSEMIA MENOR

O indice RDW, amplitude de distribuicdo eritrocitaria, também é bastante

utilizado como um meio de diferenciar a beta talassemia da anemia por deficiéncia
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de ferro. Embora haja controvérsia sobre seus resultados, muitos autores e
pesquisadores de hemoglobinopatias 0 descrevem como uma ferramenta util no
diagnéstico da beta talassemia menor. Segundo Bessman et.al. (1983) (87) o RDW
poderia melhorar a classificacdo dos tipos de anemias com base na
heterogeneidade de distribuicdo do tamanho dos eritrocitos, isto €, se o parametro
no contador eletrbnico mostrasse hemacias heterogéneas, isto definiria uma anemia
por deficiéncia de ferro e se mostrasse hemacias homogéneas seria um indicio de
beta talassemia do tipo menor. A comprovacdo deste fato segundo esses
pesquisadores foi ao notar que o RDW tende a ter um valor sempre aumentado na
anemia ferropriva enquanto que na beta talassemia estes valores se encontram
inalterados ou com pequena reducao (87). Outros autores também descreveram que
na beta talassemia menor todos os eritrocitos sdo microciticos devido a sintese
deficiente de cadeias beta globinicas. Isto é resultado da mutagdo que ocorre no
gene da beta globina, o que repercute igualmente em todas as células precursoras
eritrocitarias, tornando o valor de RDW relativamente constante, diferentemente do
gue acontece na anemia ferropriva, onde células sanguineas sao produzidas
normalmente na medula éssea, ndo afetada por mutacdes, isto fornece uma
coexisténcia de células de tamanhos normais e anormais, ocasionando uma
anisocitose, ou seja, € observada uma ”populagado” variada de eritrocitos (73; 89;
90).

Em contra partida, Green e King (1989)(89), utilizando o RDW no estudo
feito para diferenciar a anemia por insuficiéncia de ferro e beta talassemia menor,
relatam que este indice se comportaria dentro dos valores de referéncia na primeira
e estaria aumentado na segunda patologia. Alfadhli et al. (2007)(94) também obteve
o parametro RDW elevado na beta talassemia menor quando comparado a
insuficiéncia de ferro e o considerou como sendo um indice ndo confiavel na
distingao entre estas duas patologias.

De acordo com trabalho realizado por Henneberg et al. (2003)(95), foi
possivel constatar que do total de portadores beta talassémicos (n=75) compostos
por 31 individuos do sexo masculino e 44 do sexo feminino, 90,3% e 81,8%,
respectivamente, apresentaram indices de RDW acima de 14,5%, valor adotado
como o de referéncia no referido estudo. No entanto, no grupo de ferropénicos
(n=123), apenas 68,5% e 75% ultrapassaram o valor de referéncia. Estes dados

contrapdem diversos estudos, os quais citam o RDW como um marcador ou indice
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relevante na diferenciagdo de diagnostico entre portadores de beta talassemia
menor e de deficiéncia de ferro.

Ainda, em outro estudo realizado por Matos et al. na Universidade Federal
de Minas Gerais (2008)(72,76), valores para o RDW dentre os grupos estudados, 83
com anemia ferropriva e 23 com beta talassemia menor, o valor médio de RDW
encontrado foi de 16,4% em pacientes com anemia ferropriva e de 15,6% para 0s
beta talassémicos menor. Embora tenha havido uma leve tendéncia de maior RDW
na anemia ferropriva, ndo foram verificadas diferencas estatisticas significantes.

Para avaliar a utilidade e confiabilidade do RDW no diagnéstico diferencial
das betas talassemias e deficiéncia de ferro, Lima et al. (1996)(93), estabeleceram
valores de cortes para este parametro a fim de obter um resultado mais preciso,
baseados na especificidade e sensibilidade desse parametro. Foram entéo avaliados
60 pacientes, 50% com beta talassemia menor e a outra metade com anemia por
deficiéncia de ferro. Levando em conta que 0s pacientes apresentavam anemia
microcitica, assumindo um valor acima de 24% e abaixo de 20% para o RDW, foi
possivel classificar as patologias sendo como anemia por deficiéncia de ferro e beta
talassemia menor, respectivamente. Ao adotar um valor de corte de 21% para cima
ou para baixo em ambas as patologias em questdo, foi possivel estabelecer que
90% dos pacientes com anemia por deficiéncia de ferro e 77% portando beta
talassemia menor, foram diagnosticadas corretamente utilizando o RDW. No
entanto, nesse estudo conclui-se que embora diagnosticado corretamente, o RDW
nao seria um bom indicador de beta talassemia como parametro Unico, necessitando
de mais exames que comprovem a doenca.

Podemos utilizar a tabela 6 abaixo como um breve resumo da diferenciacao
hematolégica dos achados mais frequentes e ditos como importante relacionando as

caracteristicas da beta talassemia menor e anemia ferropriva.
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Tabela 6. ANEMIA POR DEFIVIENCIA DE FERRO (ADF) Versus BETA TALASSEMIA
MENOR (BTT)

VCM e Hb RDW FERRO/FERRITINA Hb A2 GENETICA

ADF Geralmente Elevado Geralmente Geralmente Auséncia de
menor que reduzidos baixa heranca
80 fL (<3,5%) genética
BTT Muito baixo Normal Geralmente normais  Geralmente Presenca
(<701L) elevado de heranca
(>3,5%) genética

Fonte: Atlas Citolégico da Academia de Ciéncia e Tecnhologia de Sdo Jose do Rio Preto- SP

CONTAGEM DE GLOBULOS VERMELHOS: UM INDICE RELEVANTE NA
DIFERENCIACAO

A contagem de glébulos vermelhos presente no hemograma € outro
parametro relevante no diagnéstico das anemias microciticas e hipocrémicas.
Pacientes portadores de beta talassemia menor apresentam um numero muito
elevado de eritrocitos quando comparados a portadores de anemia ferropriva, tendo
um mesmo grau de anemia (92, 96).

A elevacdo em numeros de globulos vermelhos (GV) observada na beta
talassemia é decorrente da precipitacdo em excesso das cadeias globinicas nos
precursores eritrocitarios circulantes, o que resulta em uma eritropoese ineficaz. Isto
faz com que haja uma sinalizacdo para mais producado da eritropoetina, que levara a
medula 6ssea a aumentar a eritropoese, elevando assim o niumero de hemacias no
sangue (93).

Matos et al. (2012)(92), discutem o hemograma como diagndstico diferencial
das anemias microciticas e hipocrémicas, descrevendo um grupo de 53 pacientes do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),
classificados como portadores de BTT, que quando avaliados seus dados
eritrocitarios mostraram gque esses pacientes apresentaram um valor aumentado de
glébulos vermelhos, quando o valor de corte assumido foi de 5,0 milhdes/pL, sendo

gue para pacientes portadores de anemia ferropriva e de anemia de doenca cronica
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o valor de corte adotado foi de 4milhdes/pL e 4,4 milhdes/uL, respectivamente. Isto
guer dizer que se um paciente tiver um valor de glébulos vermelhos acima de 5,0
milhdes/uL, é considerado um beta talassémico do tipo menor.

Colaborando com o estudo da influéncia deste parametro no diagndstico da
beta talassemia menor, Henneberg et al. (2008)(96), também descreve em seu
trabalho que 74,2% dos pacientes masculinos portadores de BTT (n=31),
apresentaram na contagem de eritrocitos, um valor acima de 6 milhdes/uL, enquanto
gue nenhum portador de insuficiéncia de ferro do mesmo sexo, apresentou valores
superiores ao descrito acima. Ja no grupo do sexo feminino para BTT (n=44), 66%
apresentaram valores de GV acima de 5,3 milhdes/pL, enquanto que no grupo do
mesmo sexo classificadas como ferropénicas, somente 4,2% apresentaram esses
valores altos para contagem de hemacias.

Ao realizarmos uma analise minuciosa dos dados apresentados nos anexos
da pesquisa de Henneberg (2003)(95), comparando os valores de glébulos
vermelhos encontrados entre o grupo controle e dos beta talassémicos menor, foi

possivel construir as tabelas 7 e 8 abaixo:

Tabela 7- Porcentagem de pacientes portadores de beta talassemia menor (BTT) do sexo

feminino, agrupados de acordo com valores de nimero de eritrécitos.

N° eritrocitos /uL Grupo Controle (n=68) Grupo B-talassémicos (n=44)
>5,0 1,5% 81,8%
>4.8 5,9% 88,6%
> 4,6 14, 7% 90,1%

Fonte: Valores obtidos da analise dos anexos da dissertacéo de mestrado de Henneberg (2003).

Tabela 8- Porcentagem de pacientes portadores de beta talassemia menor (BTT) do sexo

masculino, agrupados de acordo com valores de nimero de eritrGcitos.

N° eritrocitos /uL Grupo Controle (n=348) Grupo B-talassémicos (n=31)
>5,6 2,6% 87,1%
>54 6,3% 93,5%
>5,2 12,4% 96,8%
>5,0 28,2% 100%

Fonte: Valores obtidos da analise dos anexos da dissertagdo de mestrado de Henneberg (2003).
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Ao fazer a andlise das tabelas acima é possivel verificar que ao estabelecer
um valor de corte maior para o numero de eritrocitos, a porcentagem de beta
talassémicos com esta caracteristica (globulos vermelhos aumentados) € superior
em relacdo ao grupo controle. Na tabela referente ao grupo feminino (tabela 7),
apenas 1,5% dos pacientes do grupo controle possuem eritrocitos acima de 5,0
milhdes/uL, enquanto que no grupo de pacientes com beta talassemia menor, esta
proporcao chega a atingir 81,8%.

A tabela 8 contendo dados do sexo masculino nos mostra que 100% dos
individuos beta talassémicos possuem valores acima de 5,0 milhdes de eritrcitos
contrapondo a porcentagem de 28,2% dos individuos do grupo controle. A medida
gue se elevam os limites, € possivel observar um decaimento acentuado no que se
refere a porcentagem de individuos normais, dos quais apenas 2,6% possuem um
valor acima de 5,6milhdes/uL de glébulos vermelhos, contra 87,1% de beta
talassémicos.

Fica evidente que uma eritrocitose esta associada a pacientes com beta
talassemia menor. A contagem de eritrocitos acima de 5,0 milhdes/uL sugere que é
util a avaliacdo desse parametro no correto diagnéstico da beta talassemia menor
(92,95, 96).

A ANALISE DE ESFREGACO SANGUINEO: A IMPORTANCIA DOS ASPECTOS
MORFOLOGICOS

As alteragcbes encontradas a partir da observacdo dos esfregacos
sanguineos de beta talassémicos menor também incluem a hipocromia e
microcitose, além de células em alvo, poiquilocitose e ponteado basofilo (77). Este
ultimo achado esta relacionado com alteracées na sintese de hemoglobina, ou uma
mitose acelerada, como ocorre na medula 6ssea, uma vez que sua atividade esta
aumentada (91).

O ponteado basofilo e as células em alvos observados em esfregaco

sanguineo, nao necessariamente remetem as hemoglobinopatias, porém em
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associagdo ou aparecimento em conjunto com alteracdes morfologicas tais como a
hipocromia e a microcitose, levando a um HCM e VCM baixos, podem ser um forte
indicio que se tenha uma caracteristica de beta talassemia menor (72).

Com base na pesquisa realizada por Matos et al.(2008)(72), dos 159
pacientes portadores de anemia microcitica e hipocrbmica estudados, 60,9% dos
pacientes portadores de beta talassemias minor (14 de 23), apresentavam hemacias
com ponteado basdfilo, sendo que nos portadores de anemia ferropriva e de doenca
cronica, esta alteracdo morfoldgica se mostrou ausente.

JA4 Henneberget al (2008)(96) constataram que dos 416 pacientes
estudados, divididos em grupos por patologias, 100% daqueles que compunha o
grupo de portadores da beta talassemia minor, formados por 75 individuos,
apresentaram em seu exame morfolégico eritrocitario a alteracao correspondente ao
ponteado basofilo. O ponteado basofilo, presente em todos os individuos
diagnosticados com beta talassemia menor, traz uma forte evidéncia da correlacdo
deste parametro e a doenca em questédo (96).

De maneira semelhante, a maior propor¢cao de hemacias em alvo também foi
observada em pacientes do grupo de beta talassémicos, quando comparada aos
demais grupos no trabalho realizado por Matos et.al. Em um contexto geral de
avaliacdo clinica de um paciente apresentando microcitose, nivel de Hb A2
aumentada, valores de ferro sérico e ferritina normais, podem indicar um indicio
esclarecedor da etiologia da doenca (72).

Alguns fatores como capacidade técnica, qualificacdo e treinamento
adequado de quem realiza o processo de confeccdo do esfregaco sanguineo bem
como a capacidade do observador em visualizar e reconhecer as possiveis
alteracdes ao microscopio deve ser levado em consideracao quando nos referimos
as analises morfolégicas de extensao sanguinea, pois caso o profissional ndo esteja
bem preparado e ndo detenha conhecimento prévio sobre o assunto, podera omitir
informacdes valiosas no diagndstico e tratamento da patologia (97).

A utilizacdo do tipo de coloracdo também é outra questdo importante a ser
analisada, visto que alguns corantes usados em laboratérios de andlises clinicas
podem influenciar a visualizacdo de inclusdes citoplasmaticas, como o ponteado
basofilo. Segundo relato de Leite, A. A., um dos autores de Henneberg et al.

(2008)(96), a maioria das observacbes das extensfes sanguineas é realizada
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utiizando a coloracdo de Leishman, que ndo é tdo eficiente na demonstracédo
dessas inclusoes.

Na pesquisa de Henneberg (2003)(95), foi relatada a presenca de ponteado
basdfilo de variavel intensidade em 100% das laminas observadas dos portadores
da beta talassemia menor, quando utilizada a coloracdo de May Grinwald- Giemsa
e do corante Merck® artigo n° 1.01352.0025. Isto reflete a importancia do uso deste
corante, garantindo e contribuindo para o 6timo resultado do trabalho, considerando

os valores obtidos nas visualiza¢des do ponteado basofilo.
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CONCLUSAO

A partir do levantamento bibliogréafico realizado foi possivel esclarecer as
reais necessidades de interpretacdo dos parametros contidos em um hemograma,
colaborando para um diagndstico acertivo da beta talassemia menor. O uso e
avaliacdo em conjunto dos parametros bioquimicos, indices hematimétricos e
andlise das caracteristicas morfolégicas das hemacias demonstraram ser
importantes na diferenciagcdo de algumas patologias hematoldégicas comumente
confundidas na pratica clinica.

Embora haja um teste especifico e confirmatorio da beta talassemia menor,
a eletroforese de hemoglobina, uma avaliacdo anterior dos indices HCM, VCM,
guantidade de globulos vermelhos e presenca de inclusdes citoplasmaticas como o
penteado basdfilo, vém sendo utilizados como importantes parametros para
identificar a beta talassemia menor, ja que eles se mostram bem caracteristicos para
a doenca em questdo, além de serem citados inUmeras vezes por varios autores,
nédo havendo muita contrariedade em seus estudos.

A importancia do diagndéstico laboratorial das anemias microciticas e
hipocrémicas presentes, tanto em individuos portadores de deficiéncia de ferro como
em beta talassémicos menor, € um ponto chave quando nos referimos a esses
parametros, pois os indices HCM e VCM apresentam-se com valores extremamente
reduzidos (<24 pg e <70 fL) e a quantidade de glébulos vermelhos muito
aumentados (> 5,0 milhdes/pL), na beta talassemia menor em comparacdo a
deficiéncia de ferro.

Portanto os valores contidos no hemograma bem como a presenca da
inclusdo citoplasmatica ponteado baséfilo e morfologia das hemécias observadas
em anadlise de extensfes sanguineas coradas, € de grande valia na suspeita da beta
talassemia menor, tornando-se ponto importante na sugestdo da realizacdo de
eletroforese de hemoglobina para confirmacdo do diagnostico da beta talassemia

menor.
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