4%y  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA BB UNESP......c v

VA
u ne sp ¥ 4ULIO DE MESQUITA FILHO” Sl POS-GRADUAGAO EM BIOCIENCIAS

Céampus de Séo José do Rio Preto

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOCIENCIAS

DENNY PAMELA MALERBA

ESTRESSE OXIDATIVO E GRAVIDADE DA ANEMIA
FALCIFORME EM ASSOCIACAO COM ALFA TALASSEMIA E USO DE
HIDROXICARBAMIDA

SAO JOSE DO RIO PRETO
2024



DENNY PAMELA MALERBA

Estresse Oxidativo e Gravidade da Anemia Falciforme em

Associacao com Alfa Talassemia e Uso de Hidroxicarbamida

Dissertacdo  apresentada ao Programa de
P6s-Graduacao em Biociéncias, como parte dos
requisitos para obtengdo do titulo de Mestre em

Biociéncias, Area Genética e Biologia Evolutiva.

Orientadora: Profa. Dra. Claudia Regina
Domingos Bonini

Sao José do Rio Preto
2024



Malerba, Denny Pamela
M245e Estresse Oxidativo e Gravidade da AnemiaFalciforme em
Associacdo com Alfa Talassemia e Uso de Hidroxicarbamida /
Denny Pamela Malerba -- Sdo José do Rio Preto, 2024
76 p.:-1l, tabs.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas, Sdo José do Rio
Preto

Orientadora: Claudia Regina Bonimi Dommgos

1. Genética humana. 2. Hemoglobinopatias. 3.
Talassemia. 4. Estresse oxidativo.
5. Anemia Hemolitica. I. Titulo

Sistema de geragdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca do Instituto de
Biociéncias, Lefras e Ciéncias Exatas, Sao José do Rio Preto. Dados
fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada



DENNY PAMELA MALERBA

ESTRESSE OXIDATIVO E GRAVIDADE DA ANEMIA FALCIFORME EM
ASSOCIACAO COM ALFA TALASSEMIA E USO DE
HIDROXICARBAMIDA

Dissertagdo apresentada como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Mestre em Biociéncias,
Area Genética e Biologia Evolutiva, do Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, Campus de Sao José do Rio Preto.

Banca Examinadora

Profa Dra. Claudia Regina Bonini Domingos
UNESP - S3o José do Rio Preto
Orientadora

Prof. Dr. Marcelo Rizzatti Luizon
UNESP - Sao José do Rio Preto

Prof. Dr. Luiz Carlos de Mattos
FAMERP - Sao José do Rio Preto

Sao José do Rio Preto - Sao Paulo

04 de Marco de 2024



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar quero agradecer meus pais, por acreditarem em mim e por todo
apoio e dedicagdo. Eles sdo e sempre serdo o meu bem mais precioso.

Aos pacientes do HEMORIO, que mesmo possuindo suas lutas didrias, se
disponibilizam participar dos projetos de pesquisa, colaborando assim, com o avango no
conhecimento sobre a doenca falciforme e consequentemente impactam na melhora da
qualidade de vida dessas pessoas.

Ao Mamede Abou Dehn Junior e ao Carlos Albacete Junior, que foram grandes
incentivadores para que eu iniciasse o mestrado e, pelos quais, tenho grande carinho.

Ao Dr. Pedro Lucas, que se dispds a me explicar sobre o mestrado, aluno especial e
inscricdo quando iniciei o processo nesta fase.

Aos amigos e colegas do LHGDH, que me ajudaram nos momentos de incertezas, que
riram comigo nos momentos de descontracdo e que colaboraram com o meu crescimento
pessoal e profissional.

Ao Lucas Ramos Pereira, que auxiliou nas analises estatisticas do projeto.

Aos amigos Ana Clara Albertin Zucao, Jonathan Rios e Thais Fernandes Ribeiro, que
estiveram ao meu lado ndo apenas no ambiente laboratorial, mas também nas aulas e nos
momentos de lazer. Vocés estardo sempre em meu coracao.

A amiga Ana Beatriz Belini dos Santos, que passou noites me ajudando a realizar um
dos momentos mais felizes que tive em 2023.

Ao amigo Danilo Donizete da Silva, que apesar de ndo ser membro do LHGDH, se
tornou meu parceiro de congressos, resumos € viagens.

A Dra. Claudia Regina Bonini Domingos por todo carinho e compreensdo durante
todo o mestrado, e principalmente por abrir as portas do LHGDH para mim, que até entdo era
uma pessoa desconhecida.

Ao Dr. Edis Belini Janior, que juntamente & Universidade Federal do Mato Grosso do
Sul, campus de Trés Lagoas, se dispds em auxiliar parte das analises do meu projeto.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagao de Aperfeigoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001.

E por ultimo, mas n3o menos importante, ao Jinior, meu gato, que sempre esteve

deitado ao meu lado, me confortando nos momentos de estudo.



RESUMO

A anemia falciforme ¢ uma doenga genética que se caracteriza por uma mutagdo no gene da
beta globina, estando este, presente no cromossomo 11, onde ocorre substituicdo de um unico
nucleotideo (GAG — GTGQG) resultando na troca do aminoéacido 4cido glutamico por valina,
produzindo a hemoglobina anormal (Hb S). A presenca desta proteina alterada desencadeia
processo de cristalizacdo e alteracdo celular, que tem como consequéncia a falcizacdo do
eritrocito e aumenta o estresse oxidativo, que influencia na fisiopatologia da doenca, além de
ocorrer o sequestro do eritrocito pelo baco, resultando em uma anemia hemolitica crdnica,
sendo necessaria a transfusdo sanguinea em casos graves. A hidroxicarbamida ¢ um farmaco
utilizado na terapia de anemia falciforme, que age na eritropoiese, influenciando o aumento da
producdo de Hemoglobina Fetal (Hb F), diminuindo as crises vaso-oclusivas e melhorando o
quadro clinico dos pacientes. A alfa talassemia, se caracteriza pela diminui¢do da sintese da
cadeia de alfa globina, cujo gene estd presente no cromossomo 16. Uma associacao de alfa
talassemia com a Hb S afeta significativamente o nivel dessa hemoglobina, influenciando as
manifestagdes clinicas, sendo este, o fator mais notavel dessa interacdo. Considerando que a
relacdo entre a gravidade da anemia falciforme, a presenca de alfa talassemia, o estresse
oxidativo ¢ o uso ou ndo de hidroxicarbamida foram pouco estudadas em conjunto, a
realizagdo deste estudo visou a compreensdo da interagdo entre estes fatores nos sintomas
clinicos apresentados pelos pacientes, podendo assim aprimorar e adequar o tratamento e
orientacdo dos portadores. Foram analisados quatro grupos de individuos [G1 (pacientes com
anemia falciforme que apresentam co-heranca de talassemia alfa e em tratamento com
hidroxicarbamida); G2 (pacientes com anemia falciforme que apresentam co-heranca de
talassemia alfa que ndo fazem uso de hidroxicarbamida); G3 (pacientes com anemia
falciforme que ndo apresentam co-heranca de talassemia alfa em tratamento com
hidroxicarbamida) e; G4 (pacientes com anemia falciforme sem co-heranga com talassemia
alfa e que ndo fazem uso de hidroxicarbamida)] em relacao a gravidade. Ao analisarmos os
grupos para gravidade e uso de hidroxicarbamida, ndo obtivemos diferenca estatistica, porém
as porcentagens das gravidades corroboram a literatura, mostrando que os pacientes em
tratamento com hidroxicarbamida apresentam o quadro clinico mais brando. Analisando o
grupo de pacientes com anemia falciforme que apresentou associacdo com talassemia alfa,
também ndo apresentaram diferenga estatistica, porém, novamente, em porcentagem, oS
grupos que possuiam a associacdo com talassemia alfa e uso de hidroxicarbamida também

mostraram quadro clinico mais leve do que o grupo com genotipo normal para a talassemia



alfa e sem uso de hidroxicarbamida. Ao comparar as enzimas de detoxificacdo avaliadas
(GSH, GST, GPx, Catalase ¢ TBARS) entre os grupos trabalhados (G1, G2, G3 E G4) ndo
houve diferenga estatistica significativa, no entanto, houve um aumento na atividade da
catalase no grupo G1, indicando uma agao protetora dessa enzima; podemos verificar também
a diminui¢ao dos valores de TBARS e GST, nos mesmos grupos que apresentam a co-heranga
da talassemia alfa (Gl e G2) em relacdo ao grupo G4. Resultados inferem que esses
parametros podem estar ligados com a melhora no quadro clinico dos pacientes com anemia

falciforme.

Palavras-chave: Doenga falciforme. Hemoglobina S. Hemoglobinopatias.



ABSTRACT

Sickle cell anemia is a genetic disease that is characterized by a mutation in the beta globin
gene, which is present on chromosome 11, where a single nucleotide substitution occurs
(GAG — GTG) resulting in the exchange of the amino acid glutamic acid for valine,
producing abnormal hemoglobin (Hb S). The presence of this altered protein triggers a
process of crystallization and cellular alteration, which results in sickling of the erythrocyte
and increases oxidative stress, which influences the pathophysiology of the disease, in
addition to the sequestration of the erythrocyte by the spleen, resulting in chronic hemolytic
anemia, requiring blood transfusion in severe cases. Hydroxycarbamide is a drug used in the
therapy of sickle cell anemia, which acts on erythropoiesis, influencing the increase in the
production of Fetal Hemoglobin (Hb F), reducing vaso-occlusive crises and improving the
clinical condition of patients. Alpha thalassemia is characterized by a decrease in the
synthesis of the alpha-globin chain, whose gene is present on chromosome 16. An association
of alpha thalassemia with Hb S significantly affects the level of hemoglobin, influencing the
clinical manifestations, which is the most notable factor of this interaction. Considering that
the relationship between the severity of sickle cell anemia, the presence of alpha thalassemia,
oxidative stress and the use or not of hydroxycarbamide have been little studied together, the
aim of this study was to understand the interaction between these factors in the clinical
symptoms presented by patients, thus being able to improve and adapt the treatment and
orientation of patients. Four groups of individuals were analyzed [G1 (patients with sickle cell
anemia who have co-inheritance of alpha-thalassemia and are being treated with
hydroxycarbamide); G2 (patients with sickle cell anemia who have co-inheritance of alpha
thalassemia who do not use hydroxycarbamide); G3 (patients with sickle cell anemia who do
not have co-inheritance of alpha-thalassemia on hydroxycarbamide treatment) and; G4
(patients with sickle cell anemia without co-inheritance with alpha-thalassemia and who do
not use hydroxycarbamide)] in relation to severity. When analyzing the groups for severity
and use of hydroxycarbamide, we did not find a statistical difference, but the percentages of
severity corroborate the literature, showing that patients treated with hydroxycarbamide have
a milder clinical picture. Analyzing the group of patients with sickle cell anemia that was
associated with alpha-thalassemia, there was also no statistical difference, however, again, in
percentage, the groups that had the association with alpha-thalassemia and use of

hydroxycarbamide also showed a milder clinical picture than the group with normal genotype



for alpha-thalassemia and without the use of hydroxycarbamide. When comparing the
detoxification enzymes evaluated (GSH, GST, GPx, Catalase and TBARS) between the
groups studied (G1, G2, G3 and G4) there was no statistically significant difference, however,
there was an increase in catalase activity in the G1 group, indicating a protective action of this
enzyme; we can also verify a decrease in the values of TBARS and GST in the same groups
that present the co-inheritance of alpha thalassemia (G1 and G2) in relation to the G4 group.
Results infer that these parameters may be linked to the improvement in the clinical condition

of patients with sickle cell anemia.

Keywords: Sickle-cell disease. Hemoglobin S. Hemoglobinopathies.
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1. HEMOGLOBINOPATIAS

As hemoglobinopatias, sdo distirbios hereditarios, que afetam os genes da globina
humana, causando doengas geneticamente determinadas que apresentam morbidade e
mortalidade relevantes em todo o mundo (Orlando et al., 2000; Weatherall, 2008; Sankran,;
Orkin, 2013). Ocorrem por mutacdes nos genes da globina, que determinam hemoglobinas
variantes (troca de aminoacidos que levam a alteragdes na estrutura da molécula) e/ou
talassemias (decorrente de deficiéncia ou auséncia da sintese de cadeias que compdem a
hemoglobina), apresentando manifestagdes clinicas variaveis nos portadores (Batista et al.,
2020; Harteveld et al., 2022).

A hemoglobinopatia S e algumas talassemias sdo endémicas nas regides subtropicais
do mundo, em parte, devido a presenga da malaria, sugerindo que a sele¢do natural favoreceu
o estado de portador heterozigoto, pois estes tendem a sobreviver melhor a infec¢do por
Plasmodium falciparum do que os ndo portadores. Sua distribuicdo se estende a area do
Mediterrdneo, Oriente Médio e India, até o Sudeste Asiatico (Harteveld et al., 2022). A
incidéncia na populacao brasileira ¢ consideravel devido a miscigenagao existente no pais,
tendo em vista que, as hemoglobinopatias mais estudadas sdo de origens africanas e
mediterraneas, povos que nortearam a formagdo populacional no Brasil (Calvo-Gonzales,
2017).

Dentre as hemoglobinas variantes anormais, a HbS e a HbC, sdo as mais frequentes na
populacdo brasileira, ambas de origem africana (Thein, 2011; Brasil; 2021). A anemia
falciforme (AF) e a talassemia exercem um impacto significativo na morbidade e mortalidade

entre os individuos que apresentam essa condi¢do na forma grave (Alhuthali et al., 2023).

1.1. HEMOGLOBINA

A hemoglobina (Hb) presente nas hemacias, ¢ a principal proteina responsavel pelo
transporte de oxigénio para os tecidos, e estd expressa nas diferentes fases da vida
(embrionaria, fetal e adulta) (Harteveld ef al., 2022). E uma proteina tetramérica composta por
quatro subunidades de cadeias globinicas, cada uma associada a um grupo heme (Harteveld et
al., 2022). A Hb presente em maior quantidade nos seres humanos adultos (Hb A) é formada
por duas cadeias polipeptidicas denominadas alfa (o) globina (codificadas pelos genes HBA1
e HBA2), com 141 aminoacidos, e duas cadeias polipeptidicas denominadas beta () globina

(codificada pelo gene HBB), com 146 aminoacidos (Marzzoco; Torres, 2015; Kato et al.,
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2018; Harteveld et al., 2022;). A Hb A tem como principal funcdo o transporte de oxigénio
dos pulmdes para os tecidos, no entanto, também pode atuar como antioxidante, ajustes de
reacOes inflamatoérias em defesa da célula e regulador metabolico, quando disponiveis em
células como macrofagos, células alveolares, entre outros locais (Shafique et al., 2023).

Um adulto normal, contém 97% de Hb A, composta de duas cadeias a globina e duas f3
globina (02p2), 2% de Hb A,, composta de duas cadeias a globina e duas cadeias o (delta)
globina (02062) e até 1% de hemoglobina fetal (Hb F), sendo composta de duas cadeias a
globina e duas cadeias y (gama) globina (a2y2) (Vrettou et al., 2018; Shafique et al., 2023). A

Figura 1 ilustra esquematicamente a estrutura tridimensional da Hb A.

Figura 1—Hemoglobina humana adulta (Hb A)

betal beta2

alfa 1 alfa 2

Fonte: elaborada pela autora, 2024. A Figura 1 apresenta a hemoglobina humana adulta (Hb A), formada por
duas cadeias beta globinicas (B, ¢ B,) ¢ duas cadeias alfa globinicas (a, ¢ a,), sendo que cada cadeia globinica

estd associada a um grupo heme e uma molécula de ferro, responsavel pelo transporte de oxigénio.

1.2. HEMOGLOBINA S E A ANEMIA FALCIFORME

A hemoglobina S (Hb S) ¢ uma variante da hemoglobina causada por uma mutagao no

gene da B globina (HBB) (Chakravorty; Williams, 2015; Dutra; Biassi; Figueiredo, 2023),
presente no cromossomo 11, em que ocorre a substitui¢io de uma adenina por uma
timina (GAG — GTG) no cédon que corresponde ao sexto aminodcido da cadeia,
resultando na produ¢io de uma valina, no lugar de um 4cido glutimico (Costa, 2001;

Galiza Neto; Pitombeira, 2002; Brandow; Liem, 2022).
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A Hb S apresenta perfil eletroforético especifico (Costa, 2001), tem origem africana
(Naoum et al., 1986), e estudos mostram que em heterozigose (HbAS), a Hb S oferece
protecao contra maldria grave, causada por Plasmodium falciparum (Welch, 1897; Taylor et
al., 2012). Mais da metade da populagdo brasileira apresenta tragos afrodescendentes, o que
faz da doenca falciforme (DF) o distirbio hereditario mais comum no Brasil (Naoum et al.,
1986). A média anual de novos casos de criangas com doenga falciforme (DF) no Brasil, entre
2014 e 2020, foi de 1.087 (uma incidéncia de 3,78 a cada 10 mil nascidos vivos), estimando
que hé entre 60 mil e 100 mil pacientes com DF atualmente (Frasao, 2022). Os registros do
Sistema de Informagdes de Mortalidade do Sistema Unico de Saude mostram que, entre 2014
e 2019, a maior parte dos pacientes com DF faleceram entre os 20 e 29 anos de idade (Frasao,
2022).

O genotipo da doenca pode se apresentar de maneira heterozigota (Hb AS),
denominada trago falciforme, ou homozigota (Hb SS), denominada anemia falciforme (AF)
(Kato, 2018). A AF se tornou um problema de saide publica devido ao alto custo das
internagdes ¢ tratamento das comorbidades, sendo uma realidade no Brasil, onde o Sistema
Unico de Satde (SUS) financia esses custos (Dutra; Biassi; Figueiredo, 2023). A Hb S pode
ainda aparecer em associagdo com outras hemoglobinopatias, como talassemia alfa e
talassemia beta, ¢ variantes como Hb C, Hb D ¢ Hb E (Jesus, 2010; Brandow; Liem, 2022).

A HbD S reduz a solubilidade e aumenta a polimerizacao, contribuindo para a falciza¢ao
dos eritrocitos, adesdao celular, hemdlise, vaso-oclusdo, estado pro-inflamatério, lesao
oxidativa, disfun¢do endotelial e hipercoagulabilidade (Brandow; Liem, 2022). Dentre as
manifestagdes clinicas apresentadas pelos homozigotos, estdo: anemia, crises de dor,
infecgdes recorrentes, ictericia, sequestro esplénico, sindrome toracica aguda, acidente
vascular cerebral, priapismo, crise aplasica, Ulcera de perna, osteonecrose ou necrose
avascular. Crises de dor, anemia, ictericia ¢ infeccdes recorrentes sao 0s sintomas mais
comuns (Ballas, 2014).

Uma das caracteristicas da Hb S ¢ a falcizag¢do do eritrocito pela polimerizagdo da
hemoglobina. Quando a saturacdo de oxigénio na hemoglobina ¢ menor, a polimerizagao se
inicia. Se o eritrocito estiver desoxigenado, sofre alteragdes na sua membrana, forma e
flexibilidade, assumindo forma de foice, como consequéncia da polimerizagdo (Zago et al.,
2007; Ladeia; Sales; Dias, 2020). A falcizacdo ¢ reversivel por meio da reoxigenagdo das
hemoglobinas, que interrompe a polimerizagdo (Kato, 2018; Ladeia; Sales; Dias, 2020). Caso
haja alteragdes definitivas na membrana, o eritrocito torna-se irreversivelmente falcizado, e

permanentemente deformado, independente do estado da hemoglobina em seu interior
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(Shaklai et al., 1981, Ladeia; Sales; Dias, 2020). A falcizagdo faz com que o eritrécito seja
retirado da circulag@o, no bago principalmente, resultando em uma anemia hemolitica cronica
(Costa; Fertrin; Conran, 2013), criando a necessidade de transfusdo de sangue em casos mais
graves (Brunetta et al., 2010).

A taxa de polimerizagdo estd proporcionalmente ligada a concentracao de Hb S dentro
dos eritrécitos, e inversamente proporcional a concentragdo de Hb F, pois quanto maior a
concentracdo de Hb F intraeritrocitaria, menor sera a concentracdo de Hb S (Noguchi ef al.,
1988). A Hb F tem sido o modulador genético mais estudado na AF, uma vez que inibe a
polimerizacdo da Hb S, melhorando o quadro clinico dos pacientes (Steinberg, 2005). A

figura 2 ilustra o mecanismo de falcizagao.

Figura 2 — Alteragao genética no gene da beta globina (HBB) que ocasiona a sintese da Hb S
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EEE BN EE 5 ENE EEE -~ ,-~ Normal ™
HBB GUG GAC CUG l_acu CCU GAG GAG . ‘ v HbA N
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HBB/HBB S i
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Fonte: Adaptada de KATO et al,, 2018. Em sua forma normal a hemoglobina A (HbA) ¢ formada por duas
subunidades de cadeias a-globina (codificadas pelos genes HBAl e HBA2) e duas subunidades de cadeias
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B-globina (codificadas pelo gene HBB). O alelo mutante do gene HBB, que origina a hemoglobina falcémica
(HbS), BS, sofre alteragdo no sexto codon, substituindo uma adenina por timina, resultando na troca do 4cido
glutdmico por uma valina. Quando ambos alelos sofrem essa alterag@o, ocorre entdo, a anemia falciforme (AF).
A HbS desoxigenada pode formar polimeros que podem endurecer o eritrocito e mudar sua forma, tornando-o

em forma de foice.

Em 2007 foi desenvolvida uma calculadora, com a finalidade de predizer o risco de
morte em portadores da doenga falciforme, que leva em consideragao sete aspectos clinicos,
13 testes laboratoriais e dados demograficos para gerar um score de gravidade, que varia de 0
(menos grave) a 1 (mais grave), por meio de um modelo de rede Bayesiano, que entdo
classifica os pacientes em trés categorias: suave, intermedidria ou grave (Sebastiani et al.,
2007). Em 2015, Belini-Junior. et al., realizaram, pela primeira vez no Brasil, um estudo para
avaliar pacientes brasileiros de acordo com a gravidade da doenga falciforme por meio da
calculadora desenvolvida por Sebastiani et al. (2007). Este estudo dividiu 500 pacientes em
trés grupos, de acordo com suas idades: de 5 a 17 anos, de 18 a 40 anos, e acima de 40 anos.
Em seguida foram comparados os resultados antes e ap6s o uso de hidroxicarbamida. Quando
contrapostos, os scores médios de gravidade de cada grupo, com os grupos semelhantes de
outros paises, notou-se que todos os grupos brasileiros apresentam maior score de gravidade

em relacdo aos demais (Belini-Junior ef al., 2015).

1.3. TALASSEMIA ALFA

As talassemias sdo um grupo de hemoglobinopatias causadas pela redugdo ou auséncia
da produgdo de uma ou mais cadeias de globina, sendo nomeadas a partir da cadeia
modificada, alfa e/ou beta (Cao; Kan, 2013; Bajwa; Basit, 2023). O desequilibrio entre as
cadeias globinicas ¢ um dos aspectos mais importantes da doenga, no qual quanto maior o
desequilibrio mais grave sera a doenca (Shang; Xu, 2017; Jaing et al., 2021).

Individuos com gendtipo normal possuem quatro genes alfa (a,0,/0,0,) que codificam
as cadeias alfa da globina, sendo dois em cada cromossomo 16 (Adekile et al, 2020;
Alhuthali et al., 2023; Bajwa; Basit, 2023; Musallam et al., 2024). Apesar de serem
homologos e codificarem proteinas idénticas, o gene a, t€ém expressao duas a trés vezes maior
que o gene a, no total da globina alfa produzida (Liebhaber; Cash; Ballas, 1986).

Comumente, o gene se torna disfuncional devido a dele¢des de sequéncias de DNA,
sendo as delecoes -3,7 Kb e -4,2 Kb as mais comuns no Brasil (Alcoforado et al., 2012). A

talassemia alfa também pode ser causada por delecdes de uma sequéncia importante para a
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ativacdo dos genes alfa. De maneira geral, podemos dizer que a perda de um Unico gene alfa
pode resultar em diminuicao leve, moderada ou grave da sintese de globina alfa dependendo
de como ocorreu essa perda génica, e qual locus foi envolvido (Liebhaber, 1989; Kazazian,
1990; Higgs, 2013).

As taxas de prevaléncia das talassemias variam entre regides geograficas, sendo mais
comum em paises tropicais e subtropicais, principalmente no Sudeste da Asia e no
Mediterraneo (Musallam et al., 2024), especialmente onde a maldria ¢ endémica, devido a
vantagem de sobrevivéncia contra as infec¢des causadas por Plasmodium falciparum (Higgs,
2013; Shang; Xu, 2017; Frahi; Harteveld, 2018; Musallam et al., 2024).

O gendtipo clinico depende do nimero de genes envolvidos, ou seja, do desequilibrio
na producdo das cadeias alfa e ndo alfa (Higgs, 1993). A grande maioria das talassemias alfa ¢
resultado da dele¢do de um gene (o) ou dois (a”) genes da globina alfa (Higgs et al., 1989).

A quantidade de genes o deletados apresenta uma correlacdo significativa com a
hemoglobina corpuscular média (HCM), com a amplitude de distribuicdo dos eritrocitos
(RDW) e o volume corpuscular médio (VCM); E indicativo da presenca do alelo o quando
observado VCM < 70,80 fL e HCM < 21,90 pg, enquanto que em individuos com
microcitose, HCM < 23,40 pg, valores normais de HbF e HbA2 e sem deficiéncia de ferro ndo
se correlacionam a esse alelo. Além disso, tanto HCM < 19 pg quanto RDW > 20% sdo
indicadores de doenca da Hb H (Alhuthali et al., 2023).

Em relagdo a expressao fenotipica, a talassemia alfa pode ser dividida em quatro
categorias, sendo elas: Portador Silencioso (-o/aa); Traco talassémico-alfa (-o/-a ou --/aa);
Doenga da Hb H (--/-a) e Hidropisia Fetal por Hb Bart’s (--/--) (W.H.O., 1987; Higgs et al.,
1989). A figura 3 ilustra essa classificagdo pelo esquema de heranca dos genes envolvidos.

A taxa global de portadores de uma ou mais mutagdes da talassemia alfa ¢ de
aproximadamente 5% (Kwaifa; Lai; Noor, 2020; Santos et al. 2020; Musallam et al., 2024),
com o estado de portador chegando atingir até 80 — 90% da populagdo em algumas éareas

(Farashi; Harteveld, 2018; Adekile et al., 2020).
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Figura 3— Deleg¢des dos genes HBA

Cromossomo 16

Disfuncionalidade dos gene da alfa globina
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Fonte: elaborada pela autora, 2024. Representacao das possiveis delecdes dos genes da a-globina, presentes no
cromossomo 16. Quando ha 4 genes funcionais, temos uma expressao normal da a-globina. Quando apenas 3
genes estdo funcionais, teremos entdo a caracterizagdo do portador silencioso de talassemia alfa. Quando ha 2
genes funcionais, denominamos trago talassémico alfa. Apenas 1 inico gene funcional, caracteriza a doenca da
Hb H e por fim, quando ndo ha gene funcional, temos a caracterizac@o da hidropisia fetal por Hb de Bart, que ¢
incompativel com a vida.

1.4. ASSOCIACAO DA ANEMIA FALCIFORME E TALASSEMIA ALFA

Os principais impactos da associacdo entre talassemia alfa e anemia falciforme
incluem a modificacao dos parametros laboratoriais, afetando a sobrevida geral dos pacientes
e a frequéncia individual de complicacdes clinicas (Belisario; Viana, 2011). Quando em
associacdo com mutantes de cadeias beta, como a Hb S, a talassemia alfa afeta
significativamente o nivel dessa hemoglobina, influenciando as manifestagdes clinicas do
gene anormal (De-Ceulaer ef al., 1983; Steinberg; Embury, 1986; Sonati ef al., 1991).

A co-heranca de dele¢des do gene HBA ¢ um modulador da DF, onde a delecao de 3,7
Kb (delecdo a?7) estd associada a diminui¢do da bilirrubina, plaquetas e melhores indices
hematologicos com diminui¢dao do grau de anemia nos pacientes com AF, onde a maioria dos
estudos apresenta redu¢do de eventos como acidente vascular cerebral e ulceracdes nas

pernas, fungdes esplénicas mais preservadas (Belisario; Viana, 2011; Aleluia et al., 2017). A
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maioria dos estudos, apesar de apresentar algumas divergéncias, mostram o aumento do
namero de eritrocitos, aumento dos niveis de Hb total e hematdcrito (HCT) e diminuicao dos
niveis de volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), reticuldcitos, contagem de
leucdcitos e niveis de hemolise (Belisario; Viana, 2011).

Os portadores de AF que exibem a co-heranca da talassemia alfa possuem menor
concentracdo de Hb S intracelular, reduzindo assim, os episodios de polimerizagdo e
destruicao dos eritrécitos. A diminuicao da taxa de hemolise, contribui para melhora nos
indices hematologicos, que consequentemente interferem de forma positiva no bem-estar
geral e sobrevida desses pacientes (Rumaney et al., 2014).

Ao analisar as medi¢des de eritropoetina (EPO) e refletir sobre as alteragdes
observadas na Hb, Brewin et al. (2022) descobriram que os valores de EPO eram mais baixos
nos individuos que apresentam associacdo entre AF e talassemia alfa. Alguns estudos
sugeriram que a talassemia alfa pode atenuar a resposta a hidroxicarbamida em pacientes com
DF, embora outros ndo tenham observado o mesmo feito. No caso da andlise realizada por
Brewin et al. (2022) ndo houve diferenca clinica significativa quanto a resposta de HU e a
co-heranca de talassemia alfa.

Apesar da importancia da talassemia alfa na modulacdo da AF, sua presenga ou
auséncia, ndo permite prever, de forma isolada, as caracteristicas clinicas da doenca, sendo
necessario o estudo com outros moduladores e que possam ser utilizados em conjunto

(Belisario; Viana, 2011).

1.5. ESTRESSE OXIDATIVO

A producgdo de espécies reativas de oxigénio, resultado do metabolismo de oxigénio,
ocasionam o estresse oxidativo dos eritrocitos normais, no entanto, ¢ restaurado de forma
eficiente pelo sistema antioxidante das células (Hermann ef al., 2016). O estresse oxidativo ¢
gerado a partir do desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes (Barbosa et al.,
2010), e estd cada vez mais relacionado com a fisiopatologia da doenca falciforme,
ocasionando danos celulares e teciduais (Rees; Gibson, 2011). Na doenga falciforme (DF), o
estresse oxidativo pode estar relacionado a meta-hemoglobina S, que devido a sua
instabilidade, leva a hemolise intravascular, a lesdo de isquemia-reperfusdo, a inflamacao

cronica ¢ a maior auto-oxidagdo da hemoglobina falciforme ( Hermann et al., 2016). Um fator
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a ser avaliado ¢ a relagdo do estresse oxidativo com a gravidade da anemia falciforme. A
Figura 4 esquematiza o processo gerador de estresse oxidativo na anemia falciforme.

Figura 4 — Processo gerador de estresse oxidativo na anemia falciforme

Hb livres \
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(02« -, H202; * OH)
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NO; ?SH)
Equilibrio Redox Estresse Oxidativo

Fonte: elaborada pela autora, 2024. No organismo sem mutagdo causadora da anemia falciforme (AF), enquanto
o metabolismo gera as espécies reativas de oxigénio (ERO), as enzimas antioxidantes trabalham quebrando essas
moléculas prejudiciais ao nosso organismo, mantendo assim o equilibrio redox. Enquanto em portadores de AF
devido ao aumento significativo de hemoglobina (Hb) livres causadas pela hemolise e consequentemente o
aumento das ERO, o organismo ndo consegue uma acdo eficaz das enzimas antioxidantes, levando ao estresse
oxidativo, prejudicial as células. O,” = radical superoxido; H,0, = peréxido de hidrogénio; 'HO = radical
hidroxila; SOD = superéxido dismutase; CAT = catalase; GPX = glutationa peroxidase; NO = 6xido nitrico;
GSH = glutationa reduzida.

Os diferentes efeitos fisiopatoldgicos da falcizacdo do eritrocito podem estar
relacionados entre si por meio da alteragcdo nos niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO),
que podem gerar um ciclo vicioso na anemia falciforme (Chirico; Pialoux, 2012). A principal
fonte de ERO na anemia falciforme ¢ o momento de reoxigenagado do eritrdcito. Na Hb S, esse
¢ 0 momento em que alguns grupos heme se auto-oxidam devido ao contato com o oxigénio,
gerando meta-hemoglobina e radical superdxido (O,"). A velocidade de auto-oxidagdo da Hb
S ¢ 1.7x maior que a da Hb A (Hebbel et al., 1988). Devido a esta condicao, o eritrdcito pode
ficar repleto de ions superdxidos e de sua forma dismutada, o peroéxido de hidrogénio (H,0,).
A reacao de transformagao de superoxido em peréxido de hidrogénio € catalisada pela enzima
superdxido dismutase (SOD), uma das enzimas antioxidantes que participam do processo de
protecdo do eritrécito contra radicais livres (Fridovich, 1997).

Quando a metahemoglobina ¢ exposta ao H,0,, ¢ decomposta e libera ferro, que ird em

seguida reagir com o peroxido de hidrogénio para gerar o radical hidroxila (OH"), a mais
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reativa e prejudicial das ERO (Aslan et al., 2000). Outro fator importante do estresse
oxidativo ¢ a participacdo do 6xido nitrico (ON) e sua relacdo com a arginase e hemoglobinas
livres no plasma devido a hemdlise de eritrocitos. O 6xido nitrico € um importante regulador
de tonus vascular, fluxo sanguineo e adesao. Em portadores de anemia falciforme a hemolise
¢ aumentada devido a falta de flexibilidade do eritrocito, por isso encontram-se no plasma
quantidades aumentadas de hemoglobina e arginase, uma enzima que metaboliza o excesso de
nitrogénio. O 6xido nitrico pode passar entdo por trés processos: 1) ser metabolizado pela
arginase; 2) reagir com a Hb S desoxigenada, resultando na formacao do complexo estavel
Fe*Hb-NO, que pode prontamente participar das reagdes de Fenton (Belcher et al., 2010),
reagir com a Hb S oxigenada, podendo formar metahemoglobina e nitrato. Isso demonstra que
o portador de doenca falciforme possui menor quantidade de NO disponivel para executar
suas funcdes fisiologicas, favorecendo a vasoconstri¢ao. (Chirico; Pialoux, 2012). A figura 5

ilustra esse ciclo vicioso na AF.



24

Figura 5 — Representacdo esquematica do ciclo vicioso da anemia falciforme
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Fonte: Adaptada de Chirico; Pialoux, 2012. A reagdo ciclica com a polimerizagdo que leva a uma cascata de
efeitos que recomecam o ciclo, reiniciando as complicagdes da doenga, onde a partir da polimerizagdo ocorre a
falcizacdo e a hemolise. Abreviagdes: eNOS - 6xido nitrico endotelial sintase; Hb - hemoglobina; NO - 6xido
nitrico; ERO - espécies reativas de oxigénio; XO - xantonina oxidase.

Uma das enzimas antioxidantes mais importantes ¢ a catalase, responsavel por
catalisar a reacdo dismutase na qual o peroxido de hidrogénio (H,0,) ¢ convertido a H,O e O..
O peroxido de hidrogénio ainda pode ser removido por meio de outra enzima, a glutationa
peroxidase (GPX), cuja atividade é dependente da presencga de glutationa reduzida (GSH), que
¢ oxidada para glutationa oxidada (GSSG). A concentracdo de GPX ¢ diminuida em
portadores de anemia falciforme (Natta et al., 1990), e tem relacdo direta com a gravidade da

doenga (Dasgupta et al., 2006).
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Ainda n3o hé informacgdes consistentes sobre os niveis de catalase em portadores de
anemia falciforme. Alguns estudos demonstram que ha uma menor atividade da catalase em
pacientes falciformes (Silva et al., 2011), enquanto outros demonstram atividade da enzima
aumentada (Das; Nair, 1980; Manfredini et al., 2008). O aumento de catalase pode ser um
mecanismo protetivo para reduzir o peroxido de hidrogénio, enquanto os niveis baixos podem

ser devido ao estresse oxidativo cronico (Silva et al., 2013).

1.6. HIDROXICARBAMIDA

O uso da hidroxicarbamida (HU) foi um dos grandes avangos no tratamento dos
pacientes com doenga falciforme (DF) (Tanimoto Duque et al., 2022), sendo a primeira op¢ao
medicamentosa para pacientes que apresentam quadros clinicos de moderados a graves
(Henrique, 2022). A HU ¢ um farmaco que induz a producdo de Hb F por meio da ativacdo da
transcricdo da cadeia gama da hemoglobina (Azar; Wong, 2017).

Tecnicamente a HU é um inibidor de replicacdo de DNA. Um dos mecanismos de ag¢do
da hidroxicarbamida ¢ a inibi¢ao da ribonucleotideos redutase (RR), uma enzima que converte
ribonucleotideos em desoxirribonucleotideos (ANTPs), requeridos para sintese e reparo de
DNA. A inibi¢do da RR leva a menores quantidades de desoxirribonucleotideos intracelulares
e impede a progressao da divisdo celular na fase de sintese (fase S) e consequentemente, a
construgdo de novas fitas de DNA, induzindo o estresse de replicacao (Musialek; Rybaczek,
2021). Paralisar temporariamente a eritropoiese uma vez ao dia altera o ciclo e, tal “estresse
eritropoiético”, causa o recrutamento de eritrocitos ainda jovens, que t€ém capacidade de
produzir e consequentemente aumentar a Hb F (Mcgann; Ware, 2015; Musialek; Rybaczek,
2021), fazendo assim, com que altere a cinética da polimerizagdo da Hb S, diminuindo a
adesdo das células sanguineas as células endoteliais vasculares (Musialek; Rybaczek, 2021),
crises vaso-oclusivas, reducdo de hospitaliza¢des, reducdo de necessidade de transfusdes e
menor ocorréncia de sindrome toracica aguda (STA) (Tanimoto Duque et al., 2022).

A Hb F prolonga o tempo necessario para que a Hb S se polimerize, permitindo que os
eritrocitos falcémicos escape da microcirculagdo para veias maiores, chegando aos pulmoes,
onde ocorrerd a reoxigenacao, e dessa forma, a despolimerizacdo da Hb S (Steinberg, 2020).
Ao induzir o aumento dos niveis da HbF, a HU foi associada a redu¢do da morbidade ¢ da
mortalidade em adultos. Os niveis de Hb F induzida variam muito, dependendo de interagdes
farmacogenéticas (Pule et al., 2015), ndo sendo distribuidos uniformemente nos eritrocitos,

caso contrario, seria ainda mais eficaz (Tisdale; Thein; Eaton, 2020). A HU depois de
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metabolizada, geralmente pelo figado, ¢ transformada em NO, que ¢ o principal fator de efeito
benéfico do tratamento como: redugdo da frequéncia de episddios vaso oclusivos, episddios
de dores e transfusdes (Barroso et al., 2021). O medicamento também diminui a expressao de
moléculas de adesdo da superficie dos eritrocitos, plaquetas e leucocitos, e a diminuicao de
proteinas receptoras em células endoteliais, que resulta na redu¢do de adesdo das células
sanguineas ao endotélio, diminui¢do e regulacdo da produgdo de citocinas, mediadores
inflamatoérios e oxidantes, € no aumento da sintese e biodisponibilidade de NO pela ativagao
da guanilil ciclase (Guarda et al., 2019; Cangado et al., 2009). As principais vantagens da HU
¢ seu custo baixo e sua facil administragdo, porém apesar da sua baixa toxicidade, em alguns
casos, 0 uso de HU pode acarretar mielodepressao e pancitopenia, aparecimento de tlceras de
perna, enxaqueca, apresentacdo de excrecdao renal, e ter potencial teratogénicos (Henrique,
2022).

No Brasil, a HU passou a fazer parte do arsenal terapéutico para AF em 2002,
regulamentada pela portaria de n° 872 do Ministério da Saude (Sousa et al., 2020). A HU ¢
indicada a quase todos os pacientes com DF (Steinberg, 2020), desde o segundo ano de vida e,
quando em casos especiais, a partir do nono més de vida (Ministério da Satude, 2018), mas
mesmo com a eficacia comprovada na reducdo das crises falciformes ¢ na melhora da
sobrevivéncia, a HU ¢ subutilizada (Tisdale; Thein; Eaton, 2020).

Dados mostram que em pessoas que fazem o uso de HU as crises diminuem pela
metade em comparagdo com os sintomas antes do uso do medicamento, acarretando na
diminui¢do de transfusdes sanguineas, diminuic¢do das internagdes e resultando em melhora na
qualidade de vida, com custo global do tratamento menor (Barroso et al., 2021). A figura 6

mostra a acdo da HU no organismo da pessoa com anemia falciforme.
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Figura 6 — Efeito fisiologico da hidroxicarbamida em pacientes com anemia falciforme

MEDULA OSSEA

SANGUE

|

VASCULAR l

® <
. @
0@

De ™
8%
** {. =3

-

= Celularidade reduzida

* Aumento da
proporgdo das células
nucleadas produzindo
HbF

= Aumento de Hb F

* Macrocitose

+ Poucas células
falcizadas

= Menor reticulocitose

« Menor granulocitose

» Reducdo da aderéncia
» Menor lesdo endotelial

Fonte: Adaptada de Steinberg, 1999. A hidroxicarbamida pode agir no organismo atuando na reducdo da
celularidade da medula 6ssea, no aumento da propor¢ao das células nucleadas produzindo Hb F e diminuindo a
polimerizacdo de Hb S, apresentando menor células falcizadas, diminuindo a quantidade de reticulocitos
circulantes e menor concentragdo de granulécitos.
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando que a relagdo entre a gravidade da doenca falciforme, a presenca de
talassemia alfa, estresse oxidativo e o uso ou nao de hidroxicarbamida possui poucos estudos
na populacdo brasileira, a realizagdo do estudo visou auxiliar a compreensdo da interagao
entre estes fatores para o fenotipo dos pacientes, aprimorando e adequando o tratamento e a
qualidade de vida. Dessa forma, sabendo-se que, tanto a Hb S quanto a talassemia alfa sao
hemoglobinopatias que ocasionam a lise dos eritrocitos quando expressas isoladamente, e que
sua co-heranca pode resultar na melhora do quadro clinico do paciente, supde-se que a
associacdo dessas doencas possa interferir na biodisponibilidade dos fatores de estresse

oxidativo, influenciando a manifestagdo clinica do paciente.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste projeto foi comparar o estresse oxidativo e a gravidade da anemia
falciforme quando em associagdo com talassemia alfa (ou ndo), e em uso de hidroxicarbamida

(ou ndo).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a influéncia da heranga da talassemia alfa no perfil de gravidade, com e sem
uso de hidroxicarbamida

Tracar o perfil de estresse oxidativo nas amostras de pacientes classificados por
gravidade.

Tracar o perfil de estresse oxidativo e gravidade da doenca falciforme em portadores
de anemia falciforme (SS), que apresentam (ou nao) associagdo com talassemia alfa e que

foram (ou nao) tratados com hidroxicarbamida.
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4. MATERIAL E METODO
4.1. CASUISTICA

Para a realizagdo das andlises da pesquisa, foram utilizadas 426 amostras de DNA, de
pacientes do Instituto Estadual de Hematologia “Arthur de Siqueira Cavalcanti”, Rio de
Janeiro (HEMORIO), com gendétipo confirmado para anemia falciforme (Hb SS), disponiveis
em banco de dados. As amostras que sofreram degradagao durante o transporte, tornando-se
improprias para analise enzimadtica e, as amostras de pacientes que vieram a dObito entre o
periodo de coleta e o periodo de realiza¢do das analises, foram excluidas da pesquisa. Dessa
forma, foram elegiveis 111 amostras, (67 pacientes do sexo feminino e 44 pacientes do sexto
masculino), sendo que, na data da coleta a idade dos pacientes variavam entre 6 anos e 54
anos.

A gravidade clinica desses pacientes foi estabelecida a partir de uma ferramenta
denominada “Calculadora de Gravidade da Doenga Falciforme”, categorizando por fenétipos
(leve, moderado ou grave), desenvolvida por Sebastiani et al. (2007) e aplicada em estudo
com pacientes do HEMORIO em 2015 por Belini-Junior et. al.

A casuistica simplificada para esta pesquisa estd esquematizada na Figura 7.
Figura 7 — Esquematiza¢do simplificada da casuistica da pesquisa

426 amostras de DNA, de pessoas que apresentaram
gendtipo positivo para anemia falciforme (Hb SS)

Critérios de exclusdo

7N

Amostras em que 0s pacientes Amostras que se degradaram
vieram a 6bito entre o perido de durante o transporte, ndo sendo
coleta e o periodo de analise possivel, a andlise enzimatica

@ n=-70 n=-245 -
= \/ |

Totalizando 315 amostras excluidas e 111 trabalhadas

Fonte: elaborada pela autora, 2024. n = nimero de amostras.
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4.2. METODOLOGIA

A seguir serdo descritas as metodologias utilizadas para o delineamento experimental
da pesquisa, na triagem, para identificacdo de hemoglobinopatias, nas amostras, para obtencao
dos resultados.
4.2.1. Delineamento experimental

Em nosso projeto, foram avaliados grupos de portadores de anemia falciforme (Hb
SS), com e sem uso de Hidroxicarbamida, quanto ao genotipo de talassemia alfa, relacionados
com a gravidade estabelecida pela calculadora, no desenho experimental apresentado na
Figura 8.

Figura 8 — Esquematizacdo do delineamento experimental da pesquisa

+HU (G1) _

n=7

1. Hb 88

+

a-Talassemia -HU (G2) Relacdo com a gravidade

n=15 estabelacida pela
calculadora e estresse
oxidativo
+HU (G3)

n=206

2.Hb SS

a-Talassemia

-HU (G4) —
n=63

Fonte: elaborada pela autora, 2024. Hb SS = individuos com anemia falciforme; a-Talassemia =
talassemia alfa; HU = hidroxicarbamida; G1 = grupo um; G2 = grupo dois; G3 = grupo 3; G4 = grupo quatro; n

= numero de amostras.

4.2.2. Hemolisado com saponina e solu¢ao de Hb com cloroféormio (Naoum,1998)
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Para a realizagdo dos procedimentos eletroforéticos e bioquimicos, as amostras foram
lisadas para a obten¢do da solu¢do de Hb utilizando as metodologias de hemolisado rapido,
com saponina, e solucao de Hb, com cloroférmio.

Para realizacdo do hemolisado com saponina foi colocado um volume de sangue para
um volume de reativo hemolisante (1g de Saponina P.A. e 100ml de dgua destilada) em placa
de Kline, fazendo a homogeneizagdo até a hemolise completa da mistura. O hemolisado pdde
ser utilizado ap6s 5 minutos, € no maximo, 4 horas apds seu preparo.

Para a realizacdo da solugdo de Hb com cloroférmio, foi feito uma lavagem dos
eritrocitos onde centrifugou-se 1 ml de sangue colhido com anticoagulante com solugdo salina
a 0,85%, a 1.500 rpm, durante 5 minutos, desprezando o sobrenadante (o processo foi repetido
3x no minimo). Ao volume dos eritrocitos lavados, adicionou-se outro de agua destilada,
homogeneizando a solugdo. Adicionou-se um volume do cloroférmio idéntico ao do
hemolisado formado, apds a mistura foi agitada vigorosamente e centrifugada a 2.000 rpm por
20 minutos. A solugdo de Hb sobrenadante, foi retirada com o auxilio de pipeta Pasteur e
transferida para um tubo limpo identificado. A concentracdo do hemolisado variou de 10 a 15

g/dL.

4.2.3. Resisténcia globular osmética em Cloreto de Sodio a 0,36% (Silvestroni; Bianco, 1975)

Foi analisada a resisténcia globular osmoética em solu¢do de NaCl a 0,36%, para a
detec¢dao de talassemias beta, principalmente em heterozigose, pois estes casos apresentam
eritrocitos microciticos, mais resistentes a hemolise nesta solugdo. Os resultados positivos
desta técnica podem ser encontrados também em anemias carenciais e em hemoglobinopatias
como Hb C em heterozigose. Para a realizacao da técnica € necessario a dilui¢ao da solucao
estoque NaCl a 10% com pH 7.4 (9,0g de NaCl, 1,36 g de Na2HPO4, 0,28g de
NaH,P04.H,0, completando com 4gua destilada até chegar em 100ml) para solucdo trabalho
NaCl a 36% (36 ml de NaCl 10%, completar com agua destilada até 1000ml). O
procedimento consiste em colocar 2ml de solucdo NaCl a 0,36% e 10uL de sangue em um
tubo de hemolise, agitando por inversao, suavemente. A leitura foi feita apds 10 minutos. Para
interpretar o resultado colocou-se uma folha com linhas pretas a 2 cm do tubo, sendo positivo
quando ndo ¢ possivel visualizar através do tubo as linhas, indicando resisténcia aumentada,
tornando a amostra opaca. Em amostras com resisténcia osmoética normal € possivel visualizar

as linhas pretas através do tubo.
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4.2.4. Andlise a fresco da morfologia eritrocitaria (Bonini-Domingos, 2006)

Os esfregacos sanguineos foram analisados a fresco no microscopio Optico, quanto ao
tamanho, forma e quantidade de Hb nos eritrocitos, sendo descritos como alteragdes discretas

(+), alteracdes moderadas (++), altera¢des acentuadas (+++), e células normais (N).

4.2.5. Eletroforese em pH alcalino em acetato de celulose (Marengo; Rowe, 1965, com

modificagdes)

A técnica foi utilizada para qualificacdo e quantificagdo de Hb normais e grande parte
das Hb anormais com mobilidades eletroforéticas diferentes das Hb normais. Foi embebidas
fitas de acetato de celulose em tampao TRIS-EDTA-BORATO (TEB) pH 8,6 (10,2 g de Tris
hidroximetil aminometano, 0,6 g de acido etilenodiaminotetracético, 3,2 g de 4cido borico,
agua destilada até completar 1000 ml e conservar em geladeira) por no minimo 15 minutos e
no maximo seis horas. Apds serem secas em papel absorvente, as fitas foram colocadas na
cuba de eletroforese contendo o mesmo tampao utilizado para embeber as fitas, conectando-as
com os compartimentos eletroliticos por tecido absorvente. A solugdo de Hb foi aplicada a 1,0
cm da extremidade da fita em contato com o pélo negativo. Passaram-se 300 Volts por 30
minutos. As fragdes foram analisadas sem coloragdo e posteriormente foram coradas com
Ponceau (0,5 g Ponceau S, 5,0 g de acido tricloroacético e agua destilada até¢ completar 100
ml), no qual ficaram imersas por cinco minutos e, posteriormente 30 minutos em solugao
descorante (100 ml de acido acético glacial, 50 ml de metanol e dgua destilada até completar

1000 ml).

4.2.6. Eletroforese de diferenciagao em agar-fosfato, pH 6,2 (Vella, 1968)

A técnica foi utilizada para a identificagdo de algumas Hb que migram na mesma
posi¢do na eletroforese de pH alcalino e caracterizagdo semiquantitativa de Hb Fetal. Os
componentes de agar-fosfato (500 mg de agar-agar e 25 ml de tampao fosfato pH 6,2) foram
adicionados a um erlenmeyer de 250 ml e levados ao forno micro-ondas até a completa
dissolugdo, tomando cuidado para ndo ferver a mistura. Foram pipetados 5 ml do gel em cada
lamina de microscopio, que gelificaram em temperatura ambiente. Posteriormente as laminas
foram colocadas na cuba de eletroforese contendo tampao-fosfato pH 6,2 (2,02 g de

Na2HPO4, 7,66 g de NaH,PO,.H,O e agua destilada até completar 1000 ml, devendo ser
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conservado em geladeira), utilizando como conexdo do gel com os compartimentos
eletroliticos tecido absorvente (pano multiuso). As amostras foram aplicadas na por¢ao média
do gel, com cuidado para o aplicador ndo partir totalmente o gel. Passaram-se 100 Volts por

30 minutos. As fracdes foram analisadas sem corar e coradas com Ponceau.

4.2.7. Cromatografia de Alta Performance (HPLC)

Para as andlises realizadas pelo equipamento Trinity® Premier Resolution Analytical
Columns, que utiliza coluna cromatografica para separacdo das fragdes de hemoglobinas por
troca i6nica, em sistema fechado. Para a analise foi realizada a calibracio da maquina
utilizando os kits controle ¢ FASC (HbF, HbA, HbS e HbC) exigidos para garantia da
qualidade da andlise. Apo6s calibrada, a maquina automatizada, aspira a amostra para
realizagcdo da quantificagdo. As analises foram realizadas em amostras de sangue periférico
coletadas em tubo contendo EDTA.

Também foi utilizado o equipamento VARIANT (BIO-RAD) com kit de analise
Talassemia Beta Heterozigota. Em um tubo de 1,5 ml fornecido pelo fabricante, foram
misturados 5 pL. de sangue total com 1,0 ml de solugdo hemolisante fornecida no kit de
analise. Apos hemdlise total, as amostras foram acondicionadas em recipientes adequados e
alojados no equipamento para realizagdo dos procedimentos de leitura e analise das fragdes. A
quantificagdo das diferentes fracdes de Hb de uma amostra foram realizadas a partir do tempo
de retencdo e dos valores percentuais, ¢ emitidos em modelo proprio, que inclui, valores

numéricos e cromatograficos.

4.2.8. Extracdo de DNA por método de precipitagdo salina ou salting-out (Salazar et al., 1998,
adaptado por Bonini-Domingos, C.R. 2020)

As amostras previamente identificadas para o perfil desejado de hemoglobinopatia,
foram submetidas a extragdo de DNA por meio do método de precipitagao salina, cuja técnica
corresponde a lise dos leucdcitos presentes na amostra de sangue periférico coletado com
EDTA, sendo realizado em trés etapas: lise das células sanguineas e desproteinizagdo,
precipitagdo de DNA e ressuspensao.

O procedimento consiste em transferir I mL de sangue periférico colhido em tubo com
EDTA para tubo de centrifugacao estéril de 2,0 mL, centrifugando por 5 minutos a 5000 rpm

em temperatura ambiente, apds deve ser desprezado o sobrenadante (plasma) e, ao sedimento,
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acrescentar 900uL do Tampao-1x contendo Triton (5 mL do Tampao 1 10x (100 ml Tris-HCl
IM, 100 ml KCI 1M, 100 mL MgCl,.6H,O 1M, 40 mL EDTA 0,5 M, agua ultra pura até
completar 1000 ml) e 45 mL de Triton 2,75% (2,75 ml Triton e 4gua ultra pura até¢ completar
100 ml)), vortexar e centrifugar novamente por 5 minutos a 5000 rpm em temperatura
ambiente. Apos o procedimento, descartar o sobrenadante por inversdo e lavar o sedimento
com 1 ml de Tampao 1x (5 mL de Tampao 1 10x e 45 mL de agua ultra pura), vortexar
vigorosamente o tubo, centrifugar por 5 minutos a 500 rpm em temperatura ambiente (repetir
o procedimento 3x ou até que o sedimento de leucocitos esteja isento de hemoglobina). Apos
a realizagdo do procedimento, descartar o sobrenadante por inversao e lavar o sedimento com
1 mL de Tampao-1x, adicionando 1 puL de proteinase K, centrifugando a 5000 rpm por 5
minutos, em seguida, em temperatura ambiente. Descartar o sobrenadante, ressuspender o
sedimento com 200 pL do Tampao 1x e homogeneizar bem. Acrescentar 20 uL de SDS a
10%, homogeneizar o tubo e levar ao banho-maria a 56°C por 15 minutos. Apds o tempo
estabelecido, adicionar 100 uL. de NaCl (5M), homogeneizar e centrifugar por 5 minutos a
1200 rpm em temperatura ambiente. Transferir o sobrenadante para um tubo de 1,5 ml estéril
de microcentrifuga e descartar o precipitado. Adicionar ao sobrenadante 1 mL de etanol
absoluto gelado e inverter o tubo até a precipitacdo do DNA. Armazenar o material no
congelador por no minimo 30 minutos.

Em seguida, o material deverd ser centrifugado a 1200 rpm por 5 minutos em
temperatura ambiente, € o etanol absoluto removido. Depois o DNA seréd lavado com etanol
70% gelado, e centrifugado a 1200 rpm por 5 minutos, em temperatura ambiente, repetindo o
procedimento mais uma vez. O etanol serd removido e o tubo deixado aberto, sobre papel
absorvente por 5 horas (ou overnight) para que haja a evaporacdo completa do etanol.
Solubilizar o DNA com 30 puL de 4gua destilada e incubar a 56°C por 15 minutos. Apds a

finalizagao de todo procedimento, o DNA devera ser conservado em freezer a -20°C.

4.2.9. Extracdo de DNA com Fenol-Cloroférmio (Sambrook et al., 1989)

O procedimento consiste em colocar 800 puL de sangue periférico, colhido com EDTA,
em um micro tubo de 1,5 mL com solu¢do de lise 1 (Sacarose 0,32M 10,95¢g, Tris HCI 10mM
1 mL, MgCl, 5 mM 0,5 mL, Triton 1% 100x 1 mL e d4gua mili-Q autoclavada q. s. p. 100 mL)
e homogeneizar. Centrifugar por 5 minutos em 6500 rpm, descartar o sobrenadante deixando
aproximadamente 300 pL de pellet, completar para 1 mL com solugdo de lise 1,

homogeneizar até desfazer o pellet e deixar descansar de 10 a 15 minutos. Apds o descanso,
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centrifugar por 5 minutos em 6500 rpm, descartar o sobrenadante. Completar novamente para
1 mL com a solu¢do de lise 1, homogeneizar até desfazer o pellet deixando descansar de 10 a
15 minutos, centrifugar por 5 minutos em 6500 rpm e descartar o sobrenadante.

Finalizada as etapas anteriores, acrescentar ao pellet 450 pL de solugdao de lise 2
(0,075 M de NaCl 2,19 g, 0,02 M de EDTA (solucao pH 8,0), 20 mL, dgua ultra pura q. s. p.
500 mL), ressuspender e adicionar 25 pL de SDS a 10% e 5 uL de proteinase K (20mg/ml) e
homogeneizar. Incubar em banho-maria a 37°C overnight ou 42°C por 3 horas. Depois do
periodo de incubagao, acrescentar 500 puL de fenol e homogeneizar.

Centrifugar por 5 minutos em 700 rpm, transferir a face superior para outro tubo e
colocar 500 pL de cloroférmio alcool isoamilico 24:1 (24 ml de cloroférmio e 1ml de alcool
isoamilico), homogeneizar e centrifugar por 5 minutos em 700 rpm. Repetir essa etapa do
procedimento.

Transferir o sobrenadante para um tubo contendo 50 pL de KCI (2M) gelado,
acrescentar 500 pL de etanol 100% bem gelado e inverter o tubo varias vezes até precipitar o
DNA. Centrifugar por 30 segundos em 15.000 rpm, desprezar o sobrenadante e lavar o DNA
aderido ao tubo com 200 pL de etanol 70% gelado, centrifugar novamente por 30 segundos
em 15.000 rpm e desprezar delicadamente o sobrenadante. Deixar secar entre 15 minutos a 1
hora. Reidratar o DNA com 100 pL de 4gua mili-Q, deixando overnight em temperatura
ambiente, ou em banho-maria a 3°C por 30 minutos para total solubilizagdo da amostra.

Finalizado todos os processos, armazenar as amostras a -20°C.

4.2.10. Quantificacdo de DNA e pureza da amostra

A quantificagdo das amostras de DNA foram realizadas em espectrofotometro do tipo
Nanodrop®, para o qual foi utilizado 1,0 uLL de cada amostra. O equipamento além das
medidas de absorbancia nos comprimentos de onda 260 nm (DNA), 280 nm (proteina) e 230
nm (RNA), também fornece as razdes de A,g. Angy' € Asg.Ayy”, apresentando o grau de
pureza do DNA e certificando a qualidade de sua extracao (DE OLIVEIRA CAMPOQOS, 2014).
A amplificagdo de sequéncias do cluster do gene da alfa globina ¢ tecnicamente mais dificil
do que a amplificacdo de sequéncias do cluster do gene da beta globina, necessitando de
condi¢des mais rigorosas para o sucesso devido maior conteudo de GC das sequéncias de
ponto de interrupgdo e a consideravel homologia de sequéncia dentro do cluster de genes da

alfa globina (Galanello Renzo, 2003).
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4.2.11. PCR-RFLP para Hb S (Bonini-Domingos, 2006; Belini-Jinior; Cangado;
Bonini-Domingos, 2010)

As amostras foram testadas para a mutagdao resultante em Hb S por meio de
PCR-RFLP, onde para o mix foram utilizados 13,0 uL de H,O, 1,0 uL. de cada primer (P 277
(sense): 5° GGC AGA GCC ATC TAT TGC TTA 3’ e P 278 (antisense): 5’ACC TTA GGG
TTG CCC ATA AC 3’) a uma concentragao de 10,0 uM, 1,0 uL de dNTP a 1,25 mM cada,
1,5 uLL de Taq Polimerase de 1U, 2,5 uL. de tampao sem MgCl,, 3,0 uL de MgCl, a 50 mM e
2,0 uL de DNA a 100 ng/pL. A reagdo de amplificacdo para Hb S seguiu as condigdes de um
ciclo com 35 repeticdes a de 30 segundos a 94°C para desnaturagdo inicial, anelamento
durante 30 segundos a 55°C, extensdo de 1 minutos a 72°C e um ciclo com uma repeti¢ao de
10 minutos a 72°C.

Apos a amplificacdo, o fragmento de 328 pb foi digerido a 37°C por 3 horas, contendo
no mix 13,1 pL de H,O, 1,0 pL de enzima Dde I (C | TNAG), 2,1 pL de tampio e 10,0

pL do produto da PCR. A mutagio do sexto cédon (GAG — GTG) elimina um sitio de
restri¢io; assim apds a digestio o alelo normal gerou trés fragmentos de 201 pb, 88 pb e
87 pb; e o alelo mutante gera dois fragmentos, um de 288 pb, e outro de 88 pb. A anilise
foi realizada por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etidio a

1%, em corrente constante de 80 volts durante 30 minutos e visualizados sob luz UV.

4.2.12. Gap-PCR Multiplex para a-Talassemia (Chong et al., 2000)

A primeira parte das analises de talassemia alfa foram realizadas no Laboratorio de
Genética e Biologia Molecular, da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS,
Campus II de Trés Lagoas.

Para a composicdo do mix para amplificacio do DNA, foi utilizado o kit Quiagen
(cod. n°. 206143), seguindo as medidas de 7,5 pL. do Master Mix, 1,5 pL. do Q-Solution, 3,0

pL do mix de primer.
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Quadro 1 — Sequéncia de primers para analise de PCR multiplex em tubo tnico para delegdes
de talassemia alfa

PRIMERS para analise de PCR multiplex em tubo tinico para dele¢des de talassemia alfa

vowe | ssquineins-
LISI-F ATACCATGGTTACCCCATTGAGC HSLIS10:407 — 428 LIS1 3'UTR frag
LISI-R AGGGCTCATTACATGTGGACCC HSLIS10:2909 — 2887 (2350 pb)
02/3.7-F CCCCTCGCCAAGTCCACCC HUMHBA4:5676 — 5694 -03.7jxn frag

3.7/20.5-R AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG HUMHBA4:11514 — 11494 (2022/2029 bp)

a2-R AGACCAGGAAGGGCCGGTG HUMHBA4:7475 — 7457 (1800 bp)
4.2-F GGTTTACCCATGTGGTGCCTC HUMHBA4:3064 — 3084 -04.2jxn frag
4.2-R CCCGTTGGATCTTCTCATTTCCC HUMHBA4:8942 — 8920 (1628 bp)

Fonte: Adaptado de CHONG et al, 2000. Identificacdo dos primers, sequéncias e amplificagdo (em pares de base
(pb)) para a composi¢do do mix em tubo unico e amplificacdo em multiplex gap-PCR.

4.2.13. Para detec¢do de Talassemia Alfa (Protocolo de delecdes -3.7 e -4.2) em multiplex

A identificagdo do genotipo de alfa talassemia foi realizada por meio de
PCR-Multiplex. A reacao de amplificacdo para alfa talassemia (delecoes -3.7 e -4.2) seguiu as
condigdes de um ciclo a 96°C por quinze minutos, para desnaturagdo inicial; um ciclo de 35
repeticdes com 98°C por quarenta e cinco segundos, para desnaturagio, 63°C por um minuto e
trinta segundos, para anelamento, e 72°C por dois minutos € quinze segundos, para extensao
da fita de DNA; um ciclo a 72°C por sete minutos, para extensdao final da dupla hélice dos
DNA sintetizados.

A andlise do produto amplificado sera feita por eletroforese em gel de agarose a 1,5%,
corado com brometo de etidio a 1%, em corrente de 100 volts por 1 hora e 30 minutos.

Finalizado o procedimento, expor a luz ultravioleta para visualizacao.

4.2.14. Gap-PCR Multiplex para a-Talassemia (Old ef al., 2012, adaptado por Malerba;

Bonini-Domingos)

A segunda parte das analises foi realizada no Laboratorio de Hemoglobinas e Genética
das Doengas Hematoldgicas - LHGDH, no Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas -

IBILCE - Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP.
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Para o mix foram utilizados os mesmos primers (a2/3.7-F, 02-R, 3.7/20.5-R, 4.2-F, 42-R )

descritos no Quadro 1, seguindo o protocolo apresentado no Quadro 2.

Quadro 2 — Protocolo para analise gap- PCR multiplex para talassemia alfa 3.7 e

4.2
02/3.7-F (uM) 1,0 uL
02-R (uM) 0,25 uL
3.7/20.5-R (uM) 1,0 uL
4.2-F (uM) 1,0 uL
4.2-R (uM) 1,5 uL
Tampao 10x (750 mM Tris-HCl pH 8.8, 200 mM 2,5 uL
(NH4)2804, 0.1% Tween 20)
MgCl12 (25mM) 2,5 uL
dNTPs (ImM) 5,0uL
Betaina (SM) 3,75 uL
DMSO 10% 1,25 uL
H,O 3,1 uL
DNA (160ng/uL) 2,0 uL
Taq polimerase Platinum (5 unidades/pL) 0,2 uL

Fonte: Adaptado de Old et al., 2012. Composi¢do do mix para a composicdo do mix em tubo unico e
amplificagdo em multiplex gap-PCR.

A reacdo de amplificacdo para alfa talassemia (dele¢des -3.7 e -4.2) seguiu as
condi¢des de um ciclo a 95°C por cinco minutos, para desnaturagdo inicial; um ciclo de 35
repeticdes com 97°C por quarenta e cinco segundos, para desnaturagdo, 60°C por um minuto e
quinze segundos, para anelamento, e 72°C por dois minutos e trinta segundos, para extensao
da fita de DNA; um ciclo a 72°C por cinco minutos, para extensao final da dupla hélice do
DNA sintetizado.

A analise do produto amplificado sera feita por eletroforese em gel de agarose a 1,5%,
corado com brometo de etidio a 1%, em corrente de 80 volts por 45 minutos. Finalizado o
procedimento, expor a luz ultravioleta para visualizacdo. Os perfis encontrados deverdo ser

visualizados assim como apresentados na Figura 9.
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Figura 9 — Esquematizacdo do delineamento experimental da pesquisa
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Fonte: elaborada pela autora, 2024. Fotos de géis de eletroforese do amplificado para dele¢do do gene
alfa globina, dele¢do alfa 3.7 ( -0’ ), apresentando como resultado gene homozigoto normal,
heterozigoto mutante para -o’’, homozigoto mutante -o*’. A Ladder de 1kb utilizada como peso
molecular conhecido para identificar as bandas do DNA amplificado.

4.2.15. Determinacao da atividade enzimatica da Catalase (Beutler, 1975)

As amostras de sangue foram diluidas 50 vezes em agua destilada e sua atividade
medida pelo método de Beutler (1975), quantificando a velocidade de decomposi¢do do
peréxido de hidrogénio pela enzima, através do decréscimo de absorbancia em 240 nm, a
30°C (¢ = 0,071 mM-1 cm-1). O procedimento do preparo das amostras consistiu em
centrifugar o sangue total por 3 minutos a 1.500 rpm a 4°C, coletar 10 pL do precipitado e
misturar a 490 pL de agua ultra pura obtendo o hemolisado que foi utilizado nas anélises.
Para o preparo do Tampao Tris-HCI1 1M, pH 8,0 contendo EDTA 0,5 mM foi utilizado 30,27 g
de Tris(hidroximetil)-aminometano, 0,365 g de EDTA, 250 ml de agua destilada, ¢ ajuste do
pH para 8,0 com HCI. Analise de leitura: Referéncia 1 mL de H,O ultra pura, o meio de
reacdo (10 mM H,0,): adicionou 250 uL de H,0, 3% em 25 mL de H,O ultra pura, foi
descartada uma aliquota de 2,5 mL, adicionou 1,25 mL do tampao Tris-HCL.LEDTA e 1,25 mL
de H,O ultra pura. Para o ensaio enzimatico foram utilizados 990 uLL do meio de reacdo e 10
pL da amostra (hemolisado). A atividade da CAT foi calculada e expressa em U/mL de

hemolisado.
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4.2.16. Determinagdo da atividade enzimatica da Glutationa-S-Transferase (Keen ef al., 1976)

As amostras foram diluidas em 100 vezes em solu¢do hemolisante ¢ a atividade da
GST foi feita pelo método de Keen et. al, (1976). Foi adicionada a amostra diluida em um
meio de reacdo que continha, 100 mM de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), 100 mM de
GSH, e o aumento de absorbancia foi acompanhado a 340 nm. Para o preparo da solucdo
salina a 0,9% foram utilizados 9,0 g de NaCl e agua destilada at¢ completar 1000 mL;
enquanto para o preparo da solugdo hemolisante foram utilizados 500 pL de 2-mercaptanol
7mM, 5 mL de NADP 2 mM, 10 mL de EDTA 0,27 M e 4gua ultra pura até completar 1000
mL. A técnica consistiu em adicionar ImL da solugdo de NaCl 0,9% a 100 pL do precipitado
de globulos vermelhos de sangue total colhido em tubo contendo ETDA, homogeneizar e
centrifugar por 3 minutos a 1.500 rpm a 4°C, descartar o sobrenadante. Repetir o processo trés
vezes. Coletar 50 pL do precipitado e acrescentar 950 uL de solugdo hemolisante, mantendo
por 15 minutos a -18 °C, centrifugar por 15 minutos a 3500 rpm. Separar o hemolisado para
analise.

Para o preparo do tampao fosfato de potassio a 0,2 M, com pH 6,5 foram utilizados
13,605 g de KH,PO, (fosfato de potassio monobasico), 17,42 g K,H,PO, (fosfato de potassio
dibasico), agua destilada até completar 1000 mL e ajustar o pH para 6,5. Andlise de leitura:
Referéncia: 1 mL de solugdo tampao Fosfato de Potéssio.

Para a hidrdlise espontanea foram utilizados 980 pL de solugdo tampao Fosfato de
Potassio, 10 pL. de GSH 100 mM e 10 pL de CNDB 100 mM. Para o ensaio enzimatico foram
utilizados 930 pL de tampao fosfato de potassio, 10 uL de GSH 100 mM, 10 uL. de CNDB
100 mM e 50 pL da amostra (hemolisado). A atividade da GST total foi calculada e expressa

em U/mL de hemolisado.

4.2.17. Determinagdo da atividade enzimatica da Glutationa Peroxidase (Sies et al., 1979)

As amostras de sangue foram diluidas a 100 vezes em solucdo hemolisante e a
atividade da GPx foi medida pelo método de Sies et al. (1979), por meio do decréscimo da
absorbancia de 340 nm, promovido durante a reducdo da glutationa oxidada (GSSG). A
reducdo ¢ catalisada pela glutationa redutase (GR) em presenga de NADPH a 30 °C.

Para o preparo do meio de reacdo foram utilizados 25 mL de tampdo fosfato de
potassio 0,1 M, pH 7,0; 10 mL de EDTA 0,0005 M, pH 7,0; 1,72 mg/10 mLmeio NADPH;
11,0 puL de glutationa redutase; 16,0 mg de GSH e 15 mL de 4gua.
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Para preparo do tBOOH foram utilizados 128 pL de tBOOH e 10 mL de tampdo
fosfato de potéassio 0,1 M com pH 7,0. E por fim, para o preparo do ensaio enzimatico foram
utilizados (990-X) puL do meio de reagdo; 10 pL de tBOOH e X pL de amostra.

A referéncia da analise de leitura foi 1 mL de tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH
7,0. Para a hidrolise espontanea foram utilizados 990 pL do meio de reacdo e 10 pL de

tBOOH. A leitura foi realizada em 1 minuto a 340 nm.

4.2.18. Dosagem das espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (Mihara; Uchiyama,
1978; Shimauti et al., 2010)

A dosagem plasmatica das espécies reativas ao TBARS foi utilizada para avaliar a
peroxidacao lipidica das amostras, sendo uma técnica baseada na reagao do malondialdeido e
outros aldeidos com o 4cido tiobarbitirico (TBA) em pH baixo e temperatura elevada, para
formar um complexo com absor¢do maxima em 535 nm. Valores até 440 ng/mL sdo
considerados normais.

As amostras foram coletadas em tubo contendo EDTA e permaneceram 20 minutos em
descanso em Banho Maria em 38 °C, foram centrifugadas por 20 minutos a 1500 rpm e
separadas. O TBA utilizado foi preparado no dia da leitura. Foram separados dois tubos de
ensaio para cada amostra, pipetando 1 mL de reagente TBA para cada tubo. Os tubos de
numero um (controle branco) receberam 500 pL de dgua destilada e os tubos de niimero dois
receberam 500 pL de solucdo padrdo TBARS — controle padrdo TBA. A partir dos tubos de
numero trés foram adicionados 500 pL das amostras a serem analisadas. Durante uma hora, os
tubos ficaram em Banho Maria a 94 °C, ap6s o procedimento os tubos foram resfriados por 15
minutos em temperatura ambiente. Foram pipetados 4 mL de alcool n butilico em cada tubo e
foram fechados com rolha apropriada, foi feito a homogeneiza¢do das amostras no vortex, e
centrifugou-se os tubos por 10 minutos em 2500 rpm.

A leitura realizada em espectrofotdmetro, ajustando-o em 535 nm, calibrando o
aparelho com o controle branco (tubo 1) e apos, foi realizada a dosagem das amostras
contidas no tubo.

O célculo do valor final do TBARS das amostras, em ng/mL (ou nmo/mL) ¢ obtido
seguindo a formula: TBARS = a média x F, no qual a média = (A1 + A2)/2.

F = ([padrao TBARS] x 440,61/ A padrao TBARS, como a solu¢do padrao MDA
utilizada tem concentracdo de 10 nM temos:

F =10 x 440,61/A padrdao TBARS
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F =4406,1/ A padrao TBARS

4.2.19. Analise estatistica

As amostras foram testadas para normalidade por meio do teste Shapiro-Wilk.

Posteriormente foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA), pelo teste de Kruskal

Wallis.
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5. RESULTADOS

As analises moleculares para identificagdo das delecoes do gene da alfa globina foram
realizadas em 111 amostras por meio de gap-PCR Multiplex. Entre as amostras analisadas, 22
amostras obtiveram resultado positivo para delecdo 3.7 kb do gene HBA, totalizando 19,81%
das amostras, e 89 amostras com gendtipo normal para as delecdes testadas (3.7 kb e 4.2 kb).
A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos mais detalhadamente: foram ao total 7 amostras
com pacientes com quadro clinico leve, 9 amostras de pacientes com gravidade moderada e 5
amostra de paciente com quadro clinico grave positivas para talassemia alfa heterozigota para
delecdo 3.7 kb; para a amostra homozigota com a mesma mutacdo o quadro clinico
apresentado pelo paciente foi leve; para as amostras com genétipo normal para talassemia alfa
foram encontradas 25 amostras de pacientes com gravidade leve, 41 amostras de pacientes
com gravidade moderada e 23 amostras de pacientes com quadro clinico grave, segundo a

calculadora de gravidade de doenga falciforme adaptada aos padrdes brasileiros.

Tabela 1 — Dados obtidos das analises de PCR multiplex para talassemia alfa e o uso de hidroxicarbamida

GRAVIDADE
TALASSEMIA TRATAMENTO
ALFA COM HU Leve Moderado  Grave Total de
amostras
Heterozigota Sim 1 4 !
(Wi-o) Nio 6 5 1
22
Homozigota Sim 1 0 0
(-(13'7/-(13'7) Nﬁo 0 () 0
Normal Sim 8 10 8 %
(W/W) Nio 17 31 15

Fonte: elaborada pela autora, 2024. A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos com as analises para confirmagéo

da associagdo de HbSS com talassemia alfa, totalizando 22 amostras positivas e 89 amostras negativas. -0’ =

talassemia alfa delegdo de 3.7 Kb.

A Tabela 2 apresenta a distribuicdo da gravidade entre os grupos segundo a
classificagdo por gravidade dos pacientes com AF a partir da calculadora de risco para

Doenga Falciforme (Sebastiane et al., 2007), adaptada para os padroes brasileiros
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(Belini-Janior et al., 2015) referente ao tratamento com hidroxicarbamida (HU). Foram
realizados os testes de normalidade por meio de Shapiro-Wilk (G1 p=0,099; G2 p=0,004; G3
p=0,000 e G4 p=0,000). Dessa forma foi realizado teste de Kruskal-Wallis para comparar os

quatro grupos, onde o valor de p=0,546.

Tabela 2 — Distribuigdo da gravidade dos pacientes com anemia falciforme classificando-as pelo tratamento

com hidroxicarbamida e com co-herang¢a de talassemia alfa.

GRAVIDADE
GRUPOS*
Leve Moderado Grave Total
Gl 2 4 1 7
(28,57%) (57,14%) (14,28%) (100%)
ey 6 5 4 15
(40,00%) (33,33%) (26,66%) (100%)
G3 8 10 8 26
(30,76%) (38,46%) (38,76%) (100%)
G4 17 31 15 63
(26,98%) (49,20%) (23,80%) (100%)

Fonte: elaborada pela autora; 2024. G1 = pacientes com anemia falciforme que apresentam co-heranga com
talassemia alfa e que fazem uso hidroxicarbamida; G2 = pacientes com anemia falciforme que apresentam
co-heranga com talassemia alfa e que ndo fazem uso hidroxicarbamida; G3 = pacientes com anemia falciforme
que ndo apresentam co-heranga com talassemia alfa e que fazem uso hidroxicarbamida; G4 = pacientes com
anemia falciforme que ndo apresentam co-heranga com talassemia alfa e que ndo fazem uso hidroxicarbamida.
*Valores arredondados.

Por meio do exposto na Tabela 2, podemos verificar que o grupo G3 apresentou maior
porcentagem de pacientes com quadro clinico leve e menor porcentagem de pacientes com
quadro clinico moderado em comparagdo com o grupo G4, indicando melhora no quadro
clinico geral dos pacientes quando em uso de hidroxicarbamida, corroborando a literatura. A
Tabela 2 também expdem que o grupo G1 apresentou menor porcentagem de individuos com
clinica grave em comparagdo com os G3 e G4 que ndo possuem co-heranga com talassemia
alfa, corroborando também a literatura. Ao compararmos os grupos G2 ¢ G4 que nao fazem o
tratamento com a hidroxicarbamida, observamos que o grupo G2 possui maior porcentagem
com individuos de clinica leve e menor porcentagem de individuos com clinica moderada,
corroborando também que a talassemia alfa ¢ um moderador da gravidade da anemia
falciforme.

A avaliacdo dos antioxidantes ndo enzimaticos € enzimas de detoxificagao e o perfil

do estresse oxidativo entre os grupos de trabalho estdo descritas na Tabela 3.
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ANTIOXIDANTES
GRUPO
GSH GST GPx CAT TBARS
Gl 490,9+245,5 0,851+0,148 1,042+0,219 5215+847,3 1426+303,8
G2 272,5+126,2  1,127+0,191 1,080+0,133 4198+400,5 2151£339,6
G3 106,73+£80,52  0,800+0,100 1,306+0,311 4605+£337,7 2228+313,5
G4 317,35+£69,09 2,212+1,183  1,253+0,229 3975+202,7 2855+324,7
Valor de p 0,151 0,303 0,965 0,318 0,218

Fonte: elaborada pela autora, 2024. médiaterro padrdo. G1 = pacientes com anemia falciforme que apresentam
co-heranca com talassemia alfa e que fazem uso hidroxicarbamida; G2 = pacientes com anemia falciforme que
apresentam co-heranca com talassemia alfa e que ndo fazem uso hidroxicarbamida; G3 = pacientes com anemia
falciforme que ndo apresentam co-heranca com talassemia alfa e que fazem uso hidroxicarbamida; G4 =
pacientes com anemia falciforme que ndo apresentam co-heranga com talassemia alfa e que ndo fazem uso
hidroxicarbamida. GSH = Glutationa Reduzida. GST = Glutationa S-Transferase. GPx = Glutationa Peroxidase.
CAT = Catalase. TBARS = Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico.

O teste de normalidade dos dados de antioxidantes foi realizado a partir do teste
Shapiro-Wilk, sendo ndo paramétricos (GSH p=0,000; GST = 0,000; GPx p=0,000;
CAT=0,002 ¢ TBARS p=0,000). Dessa forma, para comparar os quatro grupos foi realizado o
teste de Kruskal-Wallis (valores de p indicados na Tabela 3) que nao apresentou diferenca
estatistica entre os grupos.

Ao analisarmos a Tabela 3 podemos observar que os valores de TBARS estio
diminuidos nos grupos G3 (pacientes que fazem uso de HU) e G1 (pacientes que fazem uso
de HU e possuem co-heranca com talassemia alfa). Ainda sobre o TBARS, observamos
também que mesmo sem o uso de HU, o grupo G2 (co-heranga com talassemia alfa) , ao
compararmos com o grupo G3 e G4, apresentou maior atividade, o que evidencia a melhora
do quadro clinico dos individuos com AF que apresentam co-heranga de talassemia alfa. Os
grupos G1 e G2 apresentaram menor atividade de GST quando comparados ao grupo G4,

sendo que ao comparar o grupo G1 com o grupo G3 também houve uma menor atividade

desta enzima, podendo indicar menor gravidade nos individuos desse grupo. Mesmo o grupo
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G2 apresentando atividade maior de GST que o grupo G3, ele tem uma atividade 1,3 vezes
menor que o apresentado pelo grupo G4. A enzima GPx apresentou maior atividade no grupo
G3, enquanto a enzima GSH apresentou maior atividade no grupo G1. A maior atividade da
catalase foi observado no grupo G1, podendo estar relacionado com diminui¢ao na gravidade

do quadro clinico dos pacientes com AF.
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6. DISCUSSAO

A anemia falciforme € uma doenca hereditaria caracterizada por mutacao no gene da
beta globina e afeta milhdes de pessoas, possuindo efeito negativo significativo na qualidade
de vida dos individuos, devido seu impacto na satide fisica e mental, na vida social e escolar;
além do seu elevado indice de mortalidade precoce (Osunkwo et al., 2021).

Nosso estudo avaliou a gravidade dos pacientes com anemia falciforme e
relacionamos a presenga da co-heranga com talassemia alfa e o uso de hidroxicarbamida (HU)
com os indices enzimaticos detoxificantes e indicativos do estresse oxidativo.

As andlises moleculares nos grupos de amostras com gendtipo HbSS (anemia
falciforme) para deteccdo de talassemia alfa, realizadas nas 111 amostras, apresentou 22
amostras com resultado positivo para delecao 3.7 Kb, totalizando 19,81%, apresentando uma
porcentagem menor do que demais estudos, que observaram entre 20% e 35% (Lucena et al.,
2021) da co-herancga de alfa talassemia em pacientes com anemia falciforme.

Ao analisarmos os grupos Gl (pacientes com anemia falciforme que apresentam
co-heranca de talassemia alfa e em tratamento com hidroxicarbamida); G2 (pacientes com
anemia falciforme que apresentam co-heranca de talassemia alfa que nao fazem uso de
hidroxicarbamida); G3 (pacientes com anemia falciforme que ndo apresentam co-heranga de
talassemia alfa em tratamento com hidroxicarbamida) e; G4 (pacientes com anemia falciforme
sem co-heranga com talassemia alfa e que ndo fazem uso de hidroxicarbamida), encontramos
uma maior porcentagem na qual o quadro clinico expressa gravidade leve nos grupos em que
os pacientes com anemia falciforme fazem o uso de HU e que possuem co-heranca com
talassemia alfa (-a*’) indicando ser moduladores que melhoram o quadro clinico do paciente,
corroborando a literatura. A HU age induzindo o aumento da Hb F e, juntamente com a
diminui¢do da sintese da cadeia alfa globina, devido a co-heranga da talassemia alfa, reduzem
a presenga da Hb S intraeritrocitaria (Lucena et al., 2021; Musialek, Rybaczek; 2021). Com a
menor concentragdo de Hb S, consequentemente ha menor falcizacdo das células e diminui¢ao
de células densas, permitindo que os eritrocitos tenham maior facilidade para retornarem sua
forma normal, contribuindo assim para a reducdo de hemolise e da anemia (Naoum, 2000).
Varios estudos ja apontaram a agdo protetora da talassemia alfa em AF, em sub fendtipos
relacionados a hemdlise, como hipertensdo pulmonar, ulcera de perna, acidente vascular

cerebral e priapismo (Lucena et al., 2021).
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Para determinacdo do estresse oxidativo avaliamos o dano oxidativo (peroxidacdo
lipidica) por meio do TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbiturico) e a quantificagao
do sistema de defesa antioxidante por meio GSH, GST, GPx e CAT.

Analisando o TBARS nos grupos de estudo € possivel acompanhar na Tabela 3 que ha
uma diminui¢do em seus valores quando o paciente ¢ tratado com HU e apresenta valores
ainda menores quando héa co-heranca de talassemia alfa juntamente com o tratamento. As
maiores diferencas ficam entre os grupos G1 (1426+303,8,) em que o paciente apresenta
co-heranga com talassemia alfa e tratamento com HU, onde ¢ duas vezes menor do que o G4
(28554324,7) que ndo apresenta co-heranga com talassemia alfa e nem fazem tratamento com
HU. Isso pode ser devido aos processos fisioldgicos da anemia falciforme, visto que ha
relatados de elevados niveis de peroxidacdo lipidica na doenga falciforme, devido a maior
geragdo de ERO e produtos de oxidacao lipidica (Silva et al., 2013), dessa forma quanto
maior presenga de Hb S e ERO, maior ¢ a resposta ao teste e atividade de peroxidagao
lipidica. A andlise da CAT nos mostrou que o G1 apresentou maior atividade enzimaética.
Também podemos ver que nos grupos G2 (que possui co-heranca com talassemia alfa) e no
grupo G3 (em que os pacientes fazem o uso de HU) a CAT apresenta valor superior ao grupo
G4 (que ndo possui a co-heranga com a talassemia alfa e nem faz o uso de HU), indicando que
pode estar relacionada a gravidade do quadro clinico dos pacientes, pois ¢ a responsavel
principal pela primeira linha de detoxificagdo celular (Vasconcelos et al., 2007). Estudos
demonstraram que os niveis de atividades da CAT encontram-se reduzidos nos eritrocitos
falcémicos (Silva et al., 2011) e nossos resultados concordam com o apresentado pela
literatura.

Da mesma forma podemos verificar a diminui¢do da GST nesses grupos (G1 e G3),
devido a atividade de peroxidase a GST pode estar ligada a protecao contra o dano oxidativo
(Silva et al., 2011), dessa forma, podemos inferir que o aumento da gravidade do individuo
pode estar ligado ao aumento da GST.

Estudos mostram que os valores médios das atividades de GSH e GPx estdo
diminuidos em eritrocitos de pacientes com anemia falciforme, além de estar ligado a
gravidade da doenga (Dasgupta; Hebbel; Kaul, 2006; Vasconcelos et al., 2007; Alsultan et al.,
2010). Os eritrdcitos falcémicos sdo caracterizados por concentracdes diminuidas de GSH
(Silva et al., 2013), no entanto apesar do grupo G1 apresentar maior concentragdo dessa
enzima, apresentando efeito positivo da co-heranca e do uso de HU, o grupo G4 também

apresenta indice alto de concentragao da GSH, podendo corroborar estudos que sugerem que a
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superabundancia de pro-oxidantes pode levar ao consumo ou inativacdo destes elementos

protetores (Silva ef al., 2013). Algo parecido foi observado com a atividade da GPx.
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos podemos apontar a melhora no quadro clinico dos
pacientes com anemia falciforme em uso e nao uso de hidroxicarbamida quando em
associa¢ao com a talassemia alfa.

A partir dos resultados obtidos também podemos compreender que a
biodisponibilidade e a atividade das enzimas e coenzimas de detoxifica¢do estdo ligadas a
gravidade dos pacientes com anemia falciforme e ao estresse oxidativo.

Considerando os resultados obtidos podemos inferir que a co-herancga da talassemia
alfa pode influenciar na atividade dos fatores detoxificantes do estresse oxidativo, levando a

melhora no quadro clinico geral dos pacientes com anemia falciforme.



52

REFERENCIAS

ALCOFORADO, G. H. D. M. et al. Prevalence of a-thalassemia 3.7 kb deletion in the adult
population of Rio Grande do Norte, Brazil. Genetics and Molecular Biology, v. 35, n. 3, p.
594-598, 2012.

ALELUIA, M. M. et al. Association of classical markers and establishment of the
dyslipidemic sub-phenotype of sickle cell anemia. Lipids in Health and Disease, v. 16, n. 1,
11 abr. 2017. Disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5387254/.
Acesso em: 04 fev. 2024.

ALHUTHALLIL H. M. et al. Molecular patterns of alpha-thalassemia in the kingdom of Saudi
Arabia: identification of prevalent genotypes and regions with high incidence. Thrombosis
Journal, v. 21, n. 1, 10 nov. 2023.

ALSULTAN, A. L; SEIF, M.A.; AMIN, T.T. et al. Relationship between oxidative stress,
ferritin and insulin resistance in sickle cell disease. Eur Rev Med Pharmacol Sci, v. 14, p.
27-538, Jun 2010.

ASLAN, M. et al. Reactive species in sickle cell disease. Ann N Y Acad Sci, 2000.

AZAR, S.; WONG, T. E. Sickle Cell Disease: A Brief Update. The Medical clinics of North
America, v. 101, p. 375 - 393, 2 2017.

BALLAS, S K. Sickle Cell Pain. 2nd. ed. Washiton, D. C. IASP Press, 2014.

BAJWA, H.; BASIT; H. Thalassemia. 2023 Aug 8. In: StatPearls [Internet]. Treasure Island
(FL): StatPearls Publishing; 2023 Jan—. PMID: 31424735.

BARBOSA, K. B. F. et al. Estresse oxidativo: conceito, implica¢des e fatores modulatorios.
Revista de Nutri¢ao, Campinas, 23(4):629-643, jul/ago., 2010.

BARROSO, H. et al. Anemia Falciforme: Concepcao do cuidador familiar sobre a doenca e
seu tratamento em um Municipio do Maranhdo. Research, Society and Development, v. 10,
n. 7, p. e24010716450-e24010716450, 20 jun. 2021.

BELCHER, J. D. et al. Heme degradation and vascular injury. Antioxidants & redox
signaling, 2010.

BELINI-JUNIOR, E.; CANCADO, R. D.; BONINI-DOMINGOS, C. R. The Xml
polimorphic site 5’to the gene Gy in Brazilian patient with sickle cell anemia - fetal
hemoglobin concentration, hematology and clinical features. Achives Medical Science, v6,
n.5, p. 822-825, 2010.

BELINI JUNIOR, E. et al. Severity of Brazilian sickle cell disease patients: Severity scores
and feasibility of the Bayesian network model use. Blood Cells, Molecules, and Diseases, v.
54, n. 4, p. 321-327, 2015. Disponivel em:_http://dx.doi.org/10.1016/].bcmd.2015.01.011.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5387254/
http://dx.doi.org/10.1016/j.bcmd.2015.01.011

53

BELISARIO, A. R.; VIANA, M. B. Efeitos da Talassemia Alfa nas manifestacdes clinicas e
hematologicas da Anemia Falciforme: uma revisdo sistematica. Rev Med Minas Gerais;
21(3): 319-330, 2011.

BEUTLER, E. Red Cell Metabolism. A Manual of Biochemical Methods. Ann Intern
Med, v. 83, p. 919-919, 1 Dec 1975.

BONINI-DOMINGOS, C. R. Metodologias Laboratoriais para o diagndstico de
Hemoglobinopatias e Talassemias. Sao José do Rio Preto, SP: HN Editora, 2006.

BRANDOW, A. M.; LIEM, R. I. Advances in the diagnosis and treatment of sickle cell
disease. Journal of Hematology & Oncology, v. 15, n. 1, 3 mar. 2022.

BRASIL. Ministério da Satude. Doengas Falciformes (DF) e outras Hemoglobinopatias. [S.1.]:
Ministério da Saude, 16 nov. 2021. Disponivel em:
https://www.gov.br/saude/pt-br/composicao/saes/sangue/pntn/doencas-falciformes-df-e-outras
-hemoglobinopatias. Acesso em: 30 dez. 2023.

BREWIN, J. N. et al. The pleiotropic effects of a-thalassemia on HbSS and HbSC sickle cell
disease: Reduced erythrocyte cation co-transport activity, serum erythropoietin, and
transfusion burden, do not translate into increased survival. American Journal of
Hematology, 18 jul. 2022.

BRUNETTA, D. M. et al. Manejo das complica¢des agudas da doenga falciforme, p.231-237,
2010. Disponivel em: http://www.revistas.usp.br/rmrp/article/view/180. Acesso em: 17 de jul.
2022.

CALVO-GONZALEZ, E. Hemoglobinas Varidveis na Area Médica e no Tema Cotidiano: Um
Olhar Sobre a Raga, Nagao e Genética no Brasil contemporaneo. Saude social, Sdo Paulo, v.
26, n. 1, p. 75-87, 2017. Disponivel em:

https://www.scielo.br/j/sausoc/a/4KFTkGnJiSHY GViskSqHt6f/?format=pdf. Acesso em: 21
de maio de 2023.

CANCADO, R. D. Talassemias alfa. Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia;
28(2): 81-87, 2006.

CANCADO, R. D. et al. Protocolo clinico e diretrizes terap€uticas para uso de hidroxiureia na
doenga falciforme. Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, v. 31, n. 5, p.
361 366 2009 Dlsponlvel em:

em: 04 fev. 2024.

CAO, A.; KAN, Y. W. The Prevention of Thalassemia. Cold Spring Harbor Perspectives in
Medicine; 3:a011775; 2013.

CASTRO, L. P. S.; VIANA, M. B. Cognitive profile of children with sickle cell anemia
compared to healthy controls. Jornal de Pediatria, v. 95, n. 4, p. 451-457, jul. 2019.

CHACRA, A. P. M.; SALDANHA, A. L. R;; MARTINEZ, T. L. DA R. Sickle Cell Anemia
as the First in the Hierarchy for Cardiac Alterations, Drives Attention to the Whole Spectrum


https://www.gov.br/saude/pt-br/composicao/saes/sangue/pntn/doencas-falciformes-df-e-outras-hemoglobinopatias
https://www.gov.br/saude/pt-br/composicao/saes/sangue/pntn/doencas-falciformes-df-e-outras-hemoglobinopatias
https://www.gov.br/saude/pt-br/composicao/saes/sangue/pntn/doencas-falciformes-df-e-outras-hemoglobinopatias
http://www.revistas.usp.br/rmrp/article/view/180
https://www.scielo.br/j/sausoc/a/4KFTkGnJjSHYGVjskSqHt6f/?format=pdf
https://www.scielo.br/j/sausoc/a/4KFTkGnJjSHYGVjskSqHt6f/?format=pdf
https://www.scielo.br/j/rbhh/a/vhhZSsvrSh9NzwVK3BnHQCf/?format=pdf&lang=pt

54

of Hemolytic Anemias. Arquivos Brasileiros De Cardiologia, v. 119, n. 6, p. 900-901, 1
dez. 2022.

CHAKRAVORTY, S.; WILLIAMS, T. N. Sickle Cell disease: a neglected chronic disease of
increasing global health importance. Archives of Disease in Childhood, 100:48-53, 2015.
doi:10.1136/archdischild-2013-303773.

CHIRICO, Erica N. e PIALOUX, Vincent. Role of oxidative stress in the pathogenesis of
sickle cell disease. IUBMB Life, v. 64, n. 1, p. 72-80, 2012.

CHONG, S. S. et al. Single-tube multiplex-PCR screen for common deletional determinants
of a-thalassemia. Blood, v. 95, n. 1, p. 360-362, 1 jan. 2000. Disponivel em:
https://doi.org/10.1182/blood.V95.1.360.

COSTA, F. F. Anemia falciforme. In: Zago M. A., Pasquini R., Falcao R. P. Hematologia:
fundamentos e pratica. Rio de Janeiro: Atheneu, 290-307p, 2001.

COSTA, F. F.; CONRAN, N.; FERTRIN, K. Y. Anemia Falciforme. In: Zago, M. A.; Falcao,
R. P.; Pasquini, R. Tratado de Hematologia. Sao Paulo: Editora Atheneu, v. 1, p. 205-223,
2013.

COSTA, F. F.; FERTRIN, K. Y.; CONRAN, N. Sindrome Hemolitica. Fisiopatologia e
Clinica. Classificagdo. In: Zago, M. A.; Falcdo, R. P.; Pasquini, R. Tratado de Hematologia.
Sao Paulo: Editora Atheneu, v. 1, p.161-167, 2013.

DAS, S. K. e NAIR, R. C. Superoxide Dismutase, Glutathione Peroxidase, Catalase and Lipid
Peroxidation of Normal and Sickled Erythrocytes. British Journal of Haematology, v. 44, n.
1, p. 87-92, 1980.

DASGUPTA, T.; HEBBEL, R. P.; KAUL, D. K. Protective effect of arginine on oxidative
stress in transgenic sickle mouse models. Free Radical Biology and Medicine, 2006.

DE-CEULAER, K. et al. Alpha thalassemia reduces the hemolytic rate in homozygous sickle
cell disease. The New England journal of medicine, v. 309, n. 3, p. 189-190, 1983.

DUTRA, V. DE F.; BIASSI, T. P.; FIGUEIREDO, M. S. Sickle cell anemia: hierarchical
cluster analysis and clinical profile in a cohort in Brazil. Hematology, Transfusion and Cell
Therapy, v. 45, n. 1, p. 45-51, jan. 2023.

FRASAO, Gustavo. Governo Federal reforga necessidade do diagndstico precoce da Doenca
Falciforme: essa ¢ a doenga genética hereditaria de maior prevaléncia no mundo; sus oferece
diagndstico e tratamento integral e gratuito. Essa ¢ a doenga genética hereditaria de maior
prevaléncia no mundo; SUS oferece diagnoéstico e tratamento integral e gratuito. [S.1]:
Ministério da Saude, 20 jun. 2022. Atualizado em 03 nov. 2022. Disponivel em:
https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/noticias/2022/junho/governo-federal-reforca-necessi
dade-do-diagnostico-precoce-da-doenca-falciforme. Acesso em: 20 maio 2023.

FRIDOVICH, I. Superoxide anion radical (O2-.), superoxide dismutases, and related matters.
The Journal of Biological Chemestry, v. 272, n. 30, p. 18515-18517, 1997.


https://doi.org/10.1182/blood.V95.1.360
https://doi.org/10.1182/blood.V95.1.360

55

GALANELLO RENZO; THALASSAEMIA INTERNATIONAL FEDERATION. Prevention
of thalassaemias and other haemoglobin disorders. Nicosia: Thalassaemia International
Federation, 2003.

GALIZA NETO, G. C. DE.; PITOMBEIRA, M. D. S. Aspectos moleculares da anemia
falciforme. Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial, v. 39, n. 1, p. 51-56,
2003.

GUARDA, C. C. et al. Hydroxyurea alters circulating monocyte subsets and dampens its
inflammatory potential in sickle cell anemia patients. Scientific Reports, v. 9, n. 1, 15 out.
2019.

HARTEVELD, C. L. et al. The hemoglobinopathies, molecular disease mechanisms and
diagnostics. International Journal of Laboratory Hematology, v. 44, n. S1, p. 28-36, set.
2022.

HEBBEL, R. P. et al. Accelerated autoxidation and heme loss due to instability of sickle
hemoglobin. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 1988.

HENRIQUIE, P. et al. Toxidade da hidroxiueria no tratamento da anemia falciforme.
Research, Society and Development, v. 11, n. 4, p. €51211426264-e51211426264, 25 mar.
2022.

HERMANN, P. B. et al. Erythrocyte oxidative stress markers in children with sickle cell
disease. Jornal de Pediatria, v. 92, p. 394-399, 2016.

HIGGS, D. R. et al. A review of the molecular genetics of the human alpha-globin gene
cluster. Blood 73(5): p 1081-1104, 1989.

HIGGS, D. R. a-Thalassemia. Bailliére’s Clinical Haematology, 6(1), p. 117-150, 1993. doi:
10.1016/50950-3536(05)80068-x.

HIGGS, D. R. The Molecular Basis of a-Thalassemia. Cold Spring Harbor Perspectives in
Medicine, 2013.

INSTITUTO ESTADUAL DE HEMATOLOGIA ARTHUR DE SIQUEIRA CAVALCANTI.
Protocolos de Tratamento: Hematologia e Hemoterapia. 4. ed. Rio de Janeiro - Brasil:
HEMORIO, 2014.

JESUS, J. A. D. Doenga Falciforme no Brasil. Gazeta Médica da Bahia; 80:3 (Ago-Out): 8-9,
2010.

OLD, J. et al. Prevention of Thalassaemias and other Haemoglobin Disorders. Thalassaemia
International Federation Publications (3). vol 2: Laboratory Methods. Nicosia, Cyprus.
2005.

KATO, Gregory J. et al. Sickle cell disease.Nature Reviews Disease Primers, [S.L.], v. 4, n. 1,
p. 1-23, 15 mar. 2018. Springer Science and Business Media LL.C. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1038/nrdp.2018.10. Acesso em 09 abr. 2023.



56

KAZAZIAN, HH. The Thalassemia Syndromes: Molecular Basis and Prenatal Diagnosis in
1990. Semin Hematol, 1990.

KEEN, J. H.; HABIG, W.H.; JAKOBY, W.B. Mechanism for the several activities of
the glutathione S-transferases. J Biol Chem, v. 251, p. 6183-6188, 25 Oct 1976.

KLINGS, E. S.; FARBER, H. W. Role of free radicals in the pathogenesis of acute chest
syndrome in sickle cell disease. Respir. Res., v. 2, n. 5, p. 280-285, 2001.

LADEIA, A. M.; SALLES, C.; DIAS, C. Anemia Falciforme e Comorbidades Associadas Na
Infancia e Na Adolescéncia. Curitiba: Editora Appris, 2020.

LIEBHABER, S. A.; CASH, F. E.; BALLAS, S. K. Human alpha-globin gene expression.
The dominant role of the alpha 2-locus in mRNA and protein synthesis. Journal of Biolical
Chemistry. 1986 Nov; 261(32):15327-33.

LIEBHABER, S.A. a THALASSEMIA. Hemoglobin, v. 13, p. 685-731, 1989.

LUCENA, B. et al. Alpha thalassemia, but not fS-globin haplotypes, influence sickle cell
anemia clinical outcome in a large, single-center Brazilian cohort. Annals of Hematology, v.
100, n. 4, p. 921-931, 13 fev. 2021. Disponivel em:
https://link.springer.com/article/10.1007/s00277-021-04450-x. Acesso em: 06 fev. 2024.

MANFREDINI, Vanusa et al. Blood Antioxidant Parameters in Sickle Cell Anemia Patients
in Steady State. Journal of the National Medical Association, v. 100, n. 8, p. 897-902,
2008. Disponivel em: <http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0027968415314024>.

MARENGO-ROWE, A. J. Rapid electrophoresis and quantitation of haemoglobins on
cellulose acetate. J Clin Pathol, v. 18, p. 790-792, Nov 1965.

MARZZOCO, A.; TORRES, B.B. Bioquimica basica. 4 ed.Rio De Janeiro (Rj): Guanabara
Koogan, 2015.

MCGANN, P. T.; WARE, R. E. Hydroxyurea therapy for sickle cell anemia. Expert Opinion
on Drug Safety, v. 14, n. 11, p. 1749-1758, 2015. Disponivel em:
<http://www.tandfonline.com/doi/full/10.1517/14740338.2015.1088827>.

BRASIL. Portaria Conjunta N° 05, de 19 de Fevereiro de 2018. Ministério da Saude.
Disponivel em: PROTOCOLO CLINICO E DIRETRIZES TERAPEUTICAS PARA
DOENCA FALCIFORME (saude.sp.gov.br).

MIHARA, M.; UCHIYAMA, M. Determination of malonaldehyde precursor in tissues by
thiobarbituric acid test. Anal Biochem, v. 86, p. 271-278, May 1978.

MUSIALEK, M. W.; RYBACZEK, D. Hydroxyurea—The Good, the Bad and the Ugly.
Genes, v. 12, n. 7, p. 1096, 19 jul. 2021.

NAOUM, P. C.; et al. Hemoglobinopatias no Brasil. Sociedade Brasileira de Hematologia e
Hemoterapia, v. 8, n. 141, p. 180-188, 1986.


https://link.springer.com/article/10.1007/s00277-021-04450-x
https://saude.sp.gov.br/resources/ses/perfil/cidadao/acesso-rapido/medicamentos/relacao-estadual-de-medicamentos-do-componente-especializado-da-assistencia-farmaceutica/pcdt/pcdtdoencafalciforme.pdf
https://saude.sp.gov.br/resources/ses/perfil/cidadao/acesso-rapido/medicamentos/relacao-estadual-de-medicamentos-do-componente-especializado-da-assistencia-farmaceutica/pcdt/pcdtdoencafalciforme.pdf

57

NAOUM, P. C. Interferentes eritrocitarios e ambientais na anemia falciforme. Revista
Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, v. 22, n. 1, abr. 2000.

NATTA, C. et al. Selenium and glutathione peroxidase levels in sickle cell anemia. Acta
Haematologica, 1990.

NOGUCHI C. T. et al.. Levels of fetal hemoglobin necessary for treatment of sickle cell
disease. The New England Jornal Of Medicine, v. 318, n. 2, p. 96-99, 1988.

ORLANDO, G. M. et al. Diagnostico laboratorial de hemoglobinopatias em populacdes
diferenciadas. Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, v. 22, n. 2, pp. 111-121,
2000. Disponivel em: https://doi.org/10.1590/S1516-84842000000200007.

OSUNKWO, I. et al. Impact of sickle cell disease on patients’ daily lives, symptoms reported,
and disease management strategies: Results from the international Sickle Cell World
Assessment Survey ( SWAY ). American Journal of Hematology, v. 96, n. 4, p. 404417, 25
fev. 2021. Disponivel em: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ajh.26063. Acesso
em: 05 fev. 2024.

PORTO, A. S. et al. DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DA ANEMIA FALCIFORME::
REVISAO DE LITERATURA. Revista Multidisciplinar do Nordeste Mineiro, v. 1, n. 1,
2020. Disponivel em:
https://revista.unipacto.com.br/index.php/multidisciplinar/article/view/753/724. Acesso em:
04 fev. 2024.

PULE, G. D. et al. A systematic review of known mechanisms of hydroxyurea-induced fetal
hemoglobin for treatment of sickle cell disease. Expert Review of Hematology, v. 8, n. 5, p.
669-679, 2015

REES, D. C.; GIBSON, J. S. Biomarkers in sickle cell disease. British Journal of
Haematology. v. 156, p. 433-445, 2011.

REPARAZ, P. et al. Clinical management of the acute complications of sickle cell anemia: 11
years of experience in a tertiary hospital. Anales de Pediatria (English Edition), v. 97, n. 1, p.
4-11, jul. 2022.

RUMANEY, M. B. et al. The Co-Inheritance of Alpha-Thalassemia and Sickle Cell Anemia
Is Associated with Better Hematological Indices and Lower Consultations Rate in
Cameroonian Patients and Could Improve Their Survival. PLoS ONE, v. 9, n. 6, p. 100516,
30 jun. 2014. Disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4076272/.
Acesso em: 04 fev. 2024.

SALAZAR L. A. et al.. Optimized procedure for DNA isolation from fresh and cryopreserved
clotted human blood useful in clinical molecular testing. Clin Chem, 44(8 Pt 1):1748-50,
1989.

SAMBROOK, J. et al. Molecular clonning: a laboratory manual. 2. ed. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989.


https://doi.org/10.1590/S1516-84842000000200007
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ajh.26063
https://revista.unipacto.com.br/index.php/multidisciplinar/article/view/753/724
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4076272/

58

SANKARAN, V.G.; ORKIN, S. H. The switch from fetal to adult hemoglobin. Cold Spring
Harb Perspect Med. 2013;3a(1):1-14.

SANT’ANA, P. G. DOS S. et al. Clinical and laboratory profile of patients with sickle cell
anemia. Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, v. 39, n. 1, p. 4045, jan. 2017.

SEBASTIANI, P. et al. A network model to predict the risk of death in sickle cell disease.
Blood, v. 110, n. 7, p. 2727-2735, 2007.

SHAFIQUE, F. et al.. Thalassemia, a human blood disorder. Brazilian Journal of Biology, v.
83, p. €246062, 2023.

SHAKLALI N. et al.. Interaction of sickle cell hemoglobin with erythrocyte membranes.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, v. 78,
n. 1, p. 65-8, 1981.

SHANG, X.; XU, X. Update in the genetics of thalassemia: What clinicians need to know.
Best Practice & Research Clinical Obstetrics & Gynaecology, v. 39, p. 3—15, 1 fev. 2017.

SHIMAUTTL, E. L.; SILVA, D.G.; DE ALMEIDA, E.A. et al. Serum melatonin level and
oxidative stress in sickle cell anemia. Blood Cells Mol Dis, v. 45, p. 297-301,
15 Dec 2010.

SIES, H.; KOCH, O.R.; MARTINO, E. et al. Increased biliary glutathione disulfide release in
chronically ethanol-treated rats. FEBS Lett, v. 103, p. 287-290, 15 Jul 1979.

SILVA, D. G. H. et al. Relationship between oxidative stress, glutathione S-transferase
polymorphisms and hydroxyurea treatment in sickle cell anemia. Blood Cells, Molecules,
and Diseases, v. 47, n. 1, p. 23-28, 2011. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/1.becmd.2011.03.004>.

SILVA, D. G. H. et. al. Oxidative stress in sickle cell disease: An overview of erythrocyte
redox metabolism and current antioxidant therapeutic strategies. Free Radical Biology and
Medicine, v. 65, p. 1101-1109, 2013. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2013.08.181>. Acesso em: 16 nov. 2023.

SILVESTRONI, E.; BIANCO, I. Screening for microcytemia in Italy: analysis of collected in
the past 30 years. Am J Hum Genet, v. 27, p. 198-212, 1975.

SHIMAUTTL E. L.; SILVA, D.G.; DE ALMEIDA, E.A. et al. Serum melatonin level and
oxidative stress in sickle cell anemia. Blood Cells Mol Dis, v. 45, p. 297-301, 15 Dec 2010.

SONATI, M. F. et al. High prevalence of a-thalassemia in a black population of Brazil.
Hemoglobin. [S.I: s.n.]., 1991.

SOUSA, E. Q. DE et al. Uso da hidroxiuréia na anemia falciforme: uma revisdo da literatura.
Research, Society and Development, v. 9, n. 2, p. €102922058, 1 jan. 2020. Disponivel em:
https://rsdjournal.org/index.php/rsd/article/view/2058/1742. Acesso em: 04 fev. 2024.

STEINBERG, M H e EMBURY, S H. Alpha-thalassemia in blacks: genetic and clinical
aspects and interactions with the sickle hemoglobin gene. Blood, v. 68, n. 5, p. 985-90, 1986.


http://dx.doi.org/10.1016/j.bcmd.2011.03.004
http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2013.08.181
https://rsdjournal.org/index.php/rsd/article/view/2058/1742

59

STEINBERG, M. H. Management of Sickle Cell Disease. New England Journal of
Medicine, v. 340, n. 13, p. 1021-1030, abr. 1999.

STEINBERG, M. H. Predicting clinical severity in sickle cell anemia. Britsh Journal of
Haematology, 129, p. 465-481, 2005. doi: 10.1111/5.1365-2141.2005.05411 x.

STEINBERG, M. H. Fetal Hemoglobin in Sickle Cell Anemia. Blood, v. 136, n. 21, 17 ago.
2020.

TANIMOTO DUQUIE, F. A. et al. Avaliagdo de prescrigdes pediatricas de hidroxiureia para
pacientes com doenca falciforme. O Mundo da Saude, v. 46, p. 369-379, 1 jan. 2022.

TAYLOR, S. M. et al.. Impacto of hemoglobinopthies on the clinical epidemyology of
malaria: a systematic review and meta-analysis. Lancet Infect Dis. 2012 June; 12(6):
457-468. doi:10.1016/S1473-3099(12)70055-5.

THEIN, S. L. Milestones in the history of hemoglobin research (in memory of professor Titus
H.J. Huisman). Hemoglobin. 2011:450-62. doi: 10.3109/03630269.2011.613506.

TISDALE, J. F.; THEIN, S. L.; EATON, W. A. Treating sickle cell anemia. Science, v. 367, n.
6483, p. 1198-1199, 13 mar. 2020.

VASCONCELOS, S. M. L. et al. Espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, antioxidantes
e marcadores de dano oxidativo em sangue humano: principais métodos analiticos para sua
determinagdo. Quimica Nova, v. 30, n. 5, p. 1323-1338, out. 2007.

VELLA, F. Acid-agar gel electrophoresis of human hemoglobins. Am J Clin Pathol, v. 49, p.
440-442, Mar 1968.

VRETTOU, C.; KAKOUROU, G.; MAMAS, T.; TRAEGER-SYNODINOS, J.Pre natal and
preimplantation diagnosis of hemoglobinopathies. Int J Lab Hematol. 2018;40(Suppl
1):74-82. doi: 10.1111/ij1h.12823. Disponivel em: Diagndstico pré-natal e pré-implantacional
de hemoglobinopatias (wiley.com). Acesso em: 22 de maio de 2023.

ZAGO, M. A. et al. Fisiopatologia das doengas falciformes: da mutagdo genética a
insuficiéncia de multiplos 6rgdos. Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia.
29(3): 207-214; 2007.

WEATHERALL, D. J. Hemoglobinopathies worldwide: present and future. Current
Molecular Medicine, 2008;8(7):592-9.

W.H.O. Report of the Vth Annual Meeting of the WHO Working Group on the Feasibility
Study on Hereditary Disease Community Control Programmes. Herakleion- Grécia: [s.n.],
1987. Disponivel em:

http://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/61167/ WHO_HDP_WG_HA_87.5.pdf?seque
nce=1&isAllowed=y.



https://onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1111/ijlh.12823
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1111/ijlh.12823
http://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/61167/WHO_HDP_WG_HA_87.5.pdf?sequence=1&isAllowed=y
http://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/61167/WHO_HDP_WG_HA_87.5.pdf?sequence=1&isAllowed=y
http://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/61167/WHO_HDP_WG_HA_87.5.pdf?sequence=1&isAllowed=y

60

APENDICE

Artigo de revisao

TALASSEMIA ALFA: PRINCIPAIS METODOS DE DIAGNOSTICO

RESUMO

A talassemia alfa é uma hemoglobinopatia hereditaria recessiva, causada
principalmente por grandes dele¢des do gene da alfa-globina. Sua gravidade € proporcional a
quantidades de genes afetados, sendo clinicamente classificada como: Portador Silencioso
quando ha perda de um Unico gene; Traco de Talassemia Alfa quando hé perda de dois genes;
Doenca da Hb H quando ha perda de trés genes e Sindrome da Hidropisia Fetal por Hb de
Bart com o envolvimento dos quatro genes alfa. Devido a diversidade de fendtipos
apresentados, considerando que os genes podem estar total ou parcialmente inativados, e a
complexidade do seu diagndstico laboratorial, sua confirmagao deve ser realizada utilizando
resultados de diferentes métodos de andlise, sendo os principais: hematoscopia, pesquisa de
reticuldcitos, pesquisa de corpos de Hb H,quantificacdo das fracdes de hemoglobina por meio
do HPLC, eletroforese de Hb e andlise molecular. Nesta revisdo buscamos apresentar
atualizagdo da literatura para os aspectos gerais da genética, fenotipos e diagndstico dessa que

¢ uma das talassemias mais frequentes em todo o mundo.
Palavras-chave: Hemoglobinopatia; Hemoglobina H; Delecdes; Talassemia Alfa.
ABSTRACT

Alpha thalassemia is a recessive hereditary hemoglobinopathy, mainly caused by large
deletions in the alpha-globin gene. The severity is proportional to the number of affected
genes, clinically classified as: Silent Carrier with a single gene deletion; Alpha Thalassemia
trait with two genes deletions; Hb H disease with three genes deletions; and Hydropsy Fetal
Syndrome due to Bart's Hb involving all the four alpha genes deletions. Due to the diversity
of phenotypes presented, considering that the genes may be totally or partially inactivated,
and the complexity of the laboratory diagnosis, the confirmation must be carried out using
results from different analysis methods, like: hematoscopy, reticulocyte count research, of Hb

H bodies, quantification of hemoglobin fractions through HPLC, Hb electrophoresis and
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molecular analysis. In this review we aim to update the literature on the general aspects of
genetics, phenotypes and diagnosis of this, which is one of the most common thalassemias

worldwide.

Keywords: Hemoglobinopathy; Hemoglobin H; Deletions; Alpha Thalassemia

INTRODUCAO

A hemoglobina (Hb) presente nos eritrocitos € expressa em diferentes fases da vida
(embrionaria, fetal e adulta), sendo a proteina responsavel pelo transporte de oxigénio dos
pulmdes para os tecidos (Harteveld e al.,2022). E composta por quatro cadeias globinicas,
constituidas por duas cadeias do tipo alfa globina (formada por 141 aminoacidos cada) e duas
cadeias do tipo beta globina (formada por 146 aminodcidos cada), associadas ao grupo heme
ligado a um atomo de ferro (Harteveld et al., 2022; Modell; Dalison, 2008). A principal
hemoglobina humana no adulto é a Hb A, que representa entre 95% a 97% do valor total das
hemoglobinas circulantes (Shafique et al., 2023; Vrettou et al., 2018). A Figura 1 ilustra,

esquematicamente, a estrutura tridimensional da hemoglobina adulta (Hb A).

Figura 1 — Representacdo esquematica da hemoglobina adulta presente nos eritrocitos

alfal alfa2

Fonte: elaborada pela autora, 2024. A Figura | apresenta a hemoglobina adulta (Hb A), formada por duas cadeias

beta globinicas (B e ) e duas cadeias alfa globinicas (0 € 0y), sendo que cada cadeia globinica esta associada
a um grupo heme e uma molécula de ferro, responsavel pelo transporte de oxigénio.

As talassemias sdo distirbios hereditarios da hemoglobina (Hb), sendo uma das
hemoglobinopatias mais comuns no mundo (Goh; Chong; Lee, 2020; Williams; Weatherall,
2012). Sao caracterizadas pela diminuicdo ou auséncia da sintese das cadeias globinicas,

causando o desequilibrio na proporcao (1:1) entre as cadeias alfa e beta globina (Bajwa; Basit,
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2023). Esse desequilibrio ¢ um dos aspectos mais importantes para a fisiopatologia da doenca.
Dessa forma, os diferentes niveis de gravidade estdo diretamente relacionados ao
desequilibrio desta proporcao, quanto maior o desequilibrio entre a producao das cadeias
globinicas, mais grave sera o fenotipo apresentado pelo individuo (Jaing et al., 2021; Shang;
Xu, 2017). As talassemias sdo classificadas a partir da cadeia globinica afetada, sendo as
principais formas, a alfa e a beta talassemia (Shafique et al., 2023; Weatherall et al.; 2006).
As taxas de prevaléncia das talassemias variam entre regides geograficas, sendo mais comum
em paises tropicais e subtropicais, principalmente no Sudeste da Asia ¢ no Mediterrineo
(Musallam et al., 2024), especialmente onde a maldria ¢ endémica, devido a vantagem de

sobrevivéncia contra as infec¢des causadas por Plasmodium falciparum (Musallam et al.,

2024; Frahi; Harteveld, 2018; Shang; Xu, 2017; Higgs, 2013).

BASE MOLECULAR DA TALASSEMIA ALFA

A talassemia alfa ¢ caracterizada pela diminui¢do ou auséncia da sintese da cadeia de
alfa-globina. Um individuo normal apresenta quatro genes alfa (ao/aa) (Musallam et al.,
2024; Bajwa; Basit, 2023; Adekile et al., 2020; Haley, 2017), sendo eles HBA2 e HBAI,
presentes no brago curto do cromossomo 16 (16p13.3) (Musallam et al., 2024; Shafique ef al.,
2023; Liang ef al., 2023). A Figura 2 ilustra a organizacdo do agrupamento dos genes da alfa
(a) globina no cromossomo 16.

Além dos genes duplicados a, € a, , 0 cluster do agrupamento de genes da a-globina
também conta com os gene embrionario ({,) e os pseudos genes (y(;, wa, e ya,), sendo que os
genes a, e o, estdo localizados em uma regido altamente repetitivas (X, Y e Z) que, apesar de
favorecer a recombinag¢do reciproca no cromossomo, promove o alinhamento erroneo,
ocasionando cruzamento desigual, levando a delecdo de um ou ambos os genes da a-globina
(Cardiero et al., 2023; Mettananda; Higgs, 2018).

A taxa global de portadores de uma ou mais mutagdes da talassemia alfa ¢ de
aproximadamente 5% (Musallam et al., 2024; Kwaifa; Lai; Noor, 2020; Santos et al. 2020),
com o estado de portador chegando atingir até¢ 80 — 90% da populagdo em algumas areas
(Adekile et al., 2020, Farashi; Harteveld, 2018). A dindmica molecular da talassemia alfa ¢
ocasionada por mutagdes delecionais e ndo delecionais nos genes da alfa globina, sendo mais
comuns as delecdes (Musallam et al., 2024, Bender et al, 2020). Desde o inicio do
desenvolvimento fetal, os genes a-globina sdo altamente expressos, dessa forma os efeitos das
mutacdes que envolvem esses genes se manifestam ao longo da vida fetal e adulta (Kwaifa;

Lai; Noor, 2020).
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Figura 2 — Organizac¢do dos genes da alfa globina na regido telomérica do cromossomo 16

humano

8 Cromossomo 16

a2 al
P
N Y w
S Genes HBAZ e HBAT

A\
aa/aa

Fonte: elaborada pela autora, 2024. Ilustragdo esquematica da organizagdo do agrupamento dos genes tipo alfa
globina, localizados no cromossomo 16p13.3, sendo dois genes (HBA2 e HBAI) por alelo, contabilizando assim
quatro genes da alfa globina (aa/aa). Observagdo: O padriao de bandas cromossdmicas apresentado ¢ meramente

ilustrativo.

Durante a sintese da cadeia de alfa globina, o gene a, ¢ responsavel por 2/3 da
produgdo total da proteina e o gene o, produz os outros 1/3 restantes. Por essa razdo, as
mutacdes localizadas no gene HBA2 apresentam fenotipo mais grave do que as mutacdes
presentes no gene HBAI (Shang; Xu, 2017). Quando hé a dele¢do do gene HBA2 e HBAI, nao
ha sintese eficaz da cadeia alfa globina, sendo, dessa forma, definida como a’- talassemia;
quando a parte deletada inclui apenas um dos dois genes, a sintese sera parcial, sendo definida
como o'-talassemia (Long et al., 2022; Adekile et. al., 2020; Munkondee et al., 2020).

Os dois tipos mais comuns de o'-talassemia sdo as dele¢des de 3.7 Kb (-a*7) € 4.2 Kb
(-a*?), que resultam de cruzamentos desiguais devido a recombinac¢do entre as regides

altamente homologas (Z e X respectivamente) (Mettananda; Higgs, 2018), representadas na

Figura 3.
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Figura 3 — Esquematiza¢do do pareamento desigual entre as regides homologas do gene da

alfa globina
X YZ XY /Z
[ |
— — _\ e e aaq’37
S
] [
Z
X
. [ |
_____ _\ — . aagt42
- -a*?
[ ] |
X

Fonte: Adaptada Harteveld; Higgs, 2010. Ilustragdo da unidades homdlogas X, Y e Z, dos genes da alfa globina,

anti3.7

onde o mal pareamento durante a meiose da regido Z, ocasiona um gene oo e um gene -0’7, e o mal

anti4.2

cruzamento da regido X ocasiona um gene a0o™*? ¢ um gene -o*2.

O desequilibrio na producao de cadeias alfa globina, resulta na formacao de agregados
de gama (y) e beta () globina. Na fase fetal ¢ formado o tetramero de gama globina (y4) que
da origem a Hb de Bart, e na fase pds-natal ¢ formado o tetramero de beta globina (34) que
origina a Hb H (Songdej; Babbs; Higgs, 2017). Essas Hb ndo sdo boas transportadoras de O,
devido a alta afinidade pelo oxigénio, pois ndo liberam essas moléculas para os tecidos,
causando hipoxemia (Taher; Weatherall; Capellini, 2018). Além disso, os agregados do
tetramero de cadeia beta globina se precipitam nos eritrocitos maduros, formando corpos de
inclusao (corpos de Hb H e HEINZ), podendo danificar a membrana, levando essas células a
serem precocemente removidas pelo bago, causando hemolise e anemia (Shafique et al., 2023;
Shang; Xu, 2017; Songdej; Babbs; Higgs, 2017). Desta forma, a anemia mais grave ¢ causada
devido a menor sobrevida dos eritrdcitos na circulacdo e a reduzida quantidade de Hb

formada (Shafique et al., 2023).
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A talassemia alfa pode ser dividida em quatro categorias: portador silencioso de
talassemia alfa, traco talassémico alfa , doenga da Hb H e sindrome da hidropisia fetal por Hb
de Bart (Shafique ef al., 2023; Songdej; Fucharoen, 2022), assim como apresentado na Figura
4.

Figura 4 — Categorias fenotipicas da talassemia alfa.

Cromossomo 16

Disfuncionalidade dos gene da alfa globina

NS S N LN W AN S S RN

Normal Portador Trago alfa talassémico Doenga da Hb H Hidropisia Fetal
silencioso por Hb Bart's

ao/aa -a/aa -a/-a ou —-/-a —/a /-

Fonte: elaborada pela autora, 2024. A imagem ilustra a divisdo categorica da talassemia alfa por quantidade de
genes afetados (deletados ou inativados), onde o portador silencioso é caracterizado pela dele¢do de um gene da
alfa-globina; o trago alfa talassémico ¢é caracterizado pela dele¢do de dois genes da alfa-globina; a Doenga da
hemoglobina H (Hb H) se caracteriza devido a trés genes deletados e a hidropisia fetal por Hb de Bart se

caracteriza devido a dele¢ao dos quatro genes da alfa-globina.

Os individuos afetados pela talassemia alfa podem apresentar alteragdes nos indices
hematologicos. Os niveis de Hb variam de normais até muito baixos, causados pela anemia
hemolitica grave, valores reduzidos de VCM (volume corpuscular médio) e HCM
(hemoglobina corpuscular média), contagem de eritrocitos normal ou aumentada e quantidade
de HbA, normal ou diminuida, dependendo do desequilibrio da sintese (Bajwa; Basit, 2023;
Lavelle, 2019).

A talassemia alfa menor, também conhecida como portador silencioso de talassemia

alfa ¢ o fendtipo mais comum dentre as talassemias alfa, e decorre da perda de apenas um
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gene (-o/an). Sdo clinica e hematologicamente normais com valores dentro da normalidade
para: Hb, VCM (volume corpuscular médio), HCM (hemoglobina corpuscular média), HbA,
(hemoglobina adulta 2) e HbF (hemoglobina fetal), ou seja, ndo apresentam sintomas,
podendo apresentar discreta alteragdo morfoldgica dos eritrocitos. Esses casos geralmente nao
sdo identificados por triagem de rotina laboratorial (hemograma e dosagem de Hb), sendo
necessario andlise molecular (Motiani; Sonagra, 2023; Piel; Weatherall, 2014; Naoum;
Naoum, 2008). Apesar de ndo possuir impacto clinico para o portador, essa condi¢do pode
apresentar implicagdes aos descendentes dependendo da combinacdo genética dos pais
(Shang; Xu, 2017).

No trago de talassemia alfa o individuo perde dois genes o (--/aa ou -o/-a), em cis ou
em trans; sdo, geralmente, assintomaticos, mas apresentam microcitose (VCM diminuido) e
hipocromia (HCM diminuido); podem apresentar anemia leve, que pode ser diagnosticada por
exame de rotina, e clinicamente, podem apresentar frequentemente cansago e dores nas
pernas. O genoétipo cis (--/ac) € prevalente na populacdo do Sudeste Asiatico, enquanto o
genotipo trans (-0/-a) € mais comum na populacdo africana (Shafique et al., 2023; Piel;
Weatherall, 2014; Naoum; Naoum, 2008).

Talassemia alfa intermediaria, mais conhecida como doenca da Hb H envolve a perda
de trés genes a (--/-a) apresentando, anemia hemolitica microcitica, hipocromica, de
moderada a grave, com esplenomegalia evidente, podendo apresentar formas variadas de
ictericia, calculos biliares assintomaticos e, podendo haver necessidade de transfusdes
sanguineas, nos casos mais graves. Devido a hemolise frequente neste tipo de anemia, a
tendéncia a infecgdes respiratdrias, calculos biliares e tlceras de pernas, aumenta. A sintese
desequilibrada entre as cadeias alfa e beta globina leva a agregacao das cadeias beta formando
o tetramero de beta globina (jB,), dando origem a Hb H. A Hb H pode ser detectada pela
analise de Hb, por procedimentos eletroforéticos de rotina. (Motiani; Sonagra, 2023; Kwaifa;
Lai; Noor, 2020; Piel; Weatherall, 2014; Haterveld; Higgs, 2010; Naoum; Naoum, 2008).

A hidropisia fetal por Hb de Bart, ou alfa talassemia maior, apresenta a perda dos
quatro genes o (--/--), sendo a forma mais grave de todas as talassemias alfa, pois ndo ha
sintese de cadeia alfa globina (Motiani; Sonagra, 2023; Shafique et al., 2023, Naoum; Naoum,
2008). O individuo afetado apresenta anemia e hipdxia intra uterina grave, insuficiéncia
cardiaca, deformidades cardiovasculares, mau desenvolvimento do  cérebro,
hepatoesplenomegalia, derrames pleurais graves, e resulta na morte intrauterina (23-38
semanas) ou imediatamente apos o nascimento, quando nao hé transfusao cronica precoce ou

transplante de células-tronco (Motiani; Sonagra, 2023; Adekile et al., 2020; Shang; Xu,
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2017). O diagnostico ¢ feito por eletroforese de Hb do recém-nascido ou pelo sangue do
corddo umbilical, que aponta de 90-100% de Hb de Bart (Naoum; Naoum, 2008).

Hé poucos relatos de criangas com Sindrome da Hidropisia Fetal por Hb de Bart que
receberam transfusdes sanguineas intrauterinas e/ou logo apds o nascimento e que
sobreviveram (Songdej; Babbs; Higgs, 2017; Chui; Waye, 1998). Essas criangas necessitam
de transfusdes sanguineas regulares, e de terapia de quelacao de ferro. Pacientes dependentes
de transfusdo de sangue desenvolvem varias complicagdes devido a sobrecarga de ferro, que
se deposita na membrana eritrocitaria, causando seu enfraquecimento e hemolise (Motiani;
Sonagra, 2023). Essas criangas apresentam complicagdes clinicas graves, atrasos cognitivos e
motores, € anomalias congénitas (Songdej; Babbs; Higgs, 2017; Chui; Waye, 1998). Na época
do estudo realizado por Songdej ef al (2017), o paciente mais velho estava com 31 anos de
idade, 77 pacientes eram dependentes de transfusao e 20 haviam sido transplantados.

Em alguns casos raros, as dele¢des na regido 16p13.3 sdo tdo grandes, que além do
gene alfa, podem afetar também os os genes localizados ao redor, resultando na Sindrome
ATR 16, apresentando sintomas parecidos com os da talassemia alfa, porém o individuo
apresentara também deficiéncia intelectual, desenvolvimento anormal e caracteristicas
dismorficas. Outra sindrome rara que esta associada a talassemia alfa ¢ a Sindrome ATR-X
(Xq13.3), que apresenta uma disfuncionalidade na proteina ATRX, que atua como reguladora
transcricional, afetando a expressdo das cadeias de alfa globina (Vijian ef al., 2021).

As variantes mais leves da talassemia alfa atuam como modificadores genéticos de
outras condi¢des hereditarias, como mostrado por interagdes epistaticas entre talassemia alfa e
talassemia beta, ou entre HbS e talassemia alfa (Thein, 2005; Williams, 2005). A Tabela 1
resume os aspectos clinicos descritos nessas combinagdes de delecdes que levam a talassemia

alfa.
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Tabela 1 — Aspectos clinico-laboratorial das alfa globinas

ASPECTOS DOS GENOTIPOS DA TALASSEMIA ALFA

Fenotipo Genotipo Aspecto Clinico e Laboratorial
Normal a0/ Assintomatico
Hb normal
. -0/ VCM: 75-80 fL, sem manifestagdo clinica
Portador Silencioso HCM: 24-27 pg
0.0L/-0L :

< 2% de Hb H, com altera¢des hematologicas
minimas ou ausentes durante vida adulta

Hb: 11 - 13 g/dL

--/a0 VCM: 55 - 65 fL
Traco Alfa Talassémico o/ HCM: 20 - 24 pg
2 — 8% de Hb H com discreta microcitose e

hipocromia no adulto

Hb: 8 — 11 g/dL
VCM: 55 - 65 fL
Doenga da Hb H --/-01 HCM: 20 — 24 pg

10 —20% de Hb H com microcitose e
hipocromia, anisopoiquilocitose e reticulocitose.
Apresenta anemia moderada a grave

Hb: <7 g/dL
VCM: 100 - 110 fL
HCM: diminuido
i ) .. Cerca de 80 - 100% de Hb de Bart, 10 — 20% de
Sindrome da Hidropisia )
Fetal por Hb Bart . . .Hb H . .
Anemia e hipoxia grave, ictericia, pode
apresentar contagem de leucécitos elevada,
aumento da bilirrubina e hepatoesplenomegalia.
Na maioria dos casos ¢ incompativel com a vida.

Fonte: Adaptada: Kwaifa; Lai; Noor, 2020; Naoum, [2012?]. Hb = hemoglobina; VCM = volume corpuscular
médio; HCM = hemoglobina corpuscular média.
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DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA TALASSEMIA ALFA

A talassemia alfa ¢ uma hemoglobinopatia que apresenta dificuldades em seu
diagnostico laboratorial devido a equivocos interpretacdo de exames laboratoriais, mostrando
a importancia da realizagdo de técnicas de selecdo e confirmacdo, em conjunto com as
analises clinicas e hematologicas (Belisario; Viana, 2012). Além disso, o diagnostico
molecular dos diferentes tipos de portadores de talassemia alfa ¢ desafiador, devido a
complexidade do locus génico alfa (Liang ef al., 2021).

A utilizagdo do hemograma completo para analise dos indices hematoldgicos € util na
identificacdo dos pacientes, no entanto, ndo sdo achados especificos da talassemia alfa. A
contagem de reticulocitos auxilia o diagndstico laboratorial, pois devido a menor sintese de
cadeias alfa e a precipitagdo das cadeias beta em excesso, a membrana eritrocitaria ¢é
danificada, levando a destrui¢do prematura das hemécias, dando origem a anemia hemolitica
caracteristica das talassemias. A anemia hemolitica estimula a producdo de eritropoetina,
aumentando consequentemente a contagem de reticulocitos (>2,5 a 3,5%) (Naoum, 2011;
Urbinat Et Al, 2006).

A HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia) ¢ um método sensivel capaz de
identificar e diferenciar varias Hb variantes e quantificar precisamente as fragdes. Essa técnica
faz o rastreio das Hb, apresentando um resultado qualitativo e quantitativo (Souza Et Al.,
2003; Ou; Rognerud, 2001; Tan, 1993), dessa forma ¢ um excelente método para identificagao
dos baixos niveis de Hb A, caracteristica das talassemias alfa (Vijian ef al., 2021; Vichinsky,
2013; Bonini-Domingos; Mendiburu, 2002).

A eletroforese de Hb, em fita de acetato de celulose, em pH alcalino (8,6 — 8,9) pode
detectar Hb de Bart em neonatos, e sua confirmacao pode ser feita em tampao fosfato, pH 6,5.
Porém quando as concentragdes sdo inferiores a 1%, sua detec¢do ¢ dificultada, e devido a
esse fato, cerca de 50% dos heterozigotos das talassemias o ndo sdo identificados por esta
técnica.

A pesquisa de Hb H deve ser investigada por meio do sangue periférico, realizando a
pesquisa de corpusculos de inclusdo, utilizando coloracdo com azul cresil brilhante, que
evidenciam os corpos intra-eritrocitarios formados pela precipitagdo dos tetrdmeros de cadeias
beta (Vujian et al., 2021; Sonati; Costa, 2006; Weatherall, 2004). Entretanto, por se tratar de
uma Hb instavel, pode haver degradagdao durante o preparo ou armazenamento das amostras
(Vichinsky, 2013). A Figura 5 ilustra uma lamina corada com azul cresil brilhante, onde ¢

possivel visualizar os corptsculos de inclusao.
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Figura 5 — Lamina hematolodgica apresentando corptsculos de inclusdo

4 £ /—\Corpﬁsculos

de inclusdo

Fonte: elaborada pela autora, 2024. Foto de esfregaco corado com azul de cresil brilhante para visualizagdo dos

corpusculos de inclusdo de Hb H, onde o eritrocito apresenta aspecto de “bolinha de golfe”.

No entanto, mesmo com esse conjunto de testes laboratoriais, ainda ¢ essencial a
analise molecular, para diagnostico definitivo e para que haja um entendimento completo do
fenotipo clinico apresentado pelo individuo (Vijian et al., 2021; Vichinsky, 2013), Devido a
dele¢des de grandes fragmentos e a complexidade do /ocus génico, o diagnostico molecular
exige uma maior estabilidade e eficiéncia do mix, para que haja sucesso na amplificagdo, além

da necessidade de um DNA mais puro e uma enzima (Taq) de alta eficiéncia.

CONCLUSAO

Devido a complexidade do diagnostico laboratorial, a confirmagdo da talassemia alfa
deve ser realizada cuidadosamente e utilizando diferentes metodologias de analise. Além dos
métodos classicos aqui citados, a analise molecular ¢ fundamental para a correta orientagao,
devido a sua natureza hereditaria. O portador de talassemia alfa assintomatico pode ter prole
com a variagdo do gene deletado para suas geragdes futuras, podendo resultar em

combinagdes com manifestagdo mais grave da talassemia alfa.
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Titulo da Pesquisa: Estresse Oxidativo e Gravidade da Anemia Falciforme em Associagcdo com Alfa
Talassemia e Uso de Hidroxicarbamida

Pesquisador: DENNY PAMELA MALERBA

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 1

CAAE: 60269522.9.0000.5466

Instituicdo Proponente: UNESP - CAMPUS DE SAO JOSE DO RIO PRETO
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.725.692

Apresentacao do Projeto:
O projeto consiste em estudar o estresse oxidativo e gravidade da doenga com o uso ou ndo de
Hidroxicarbamida

Objetivo da Pesquisa:

1. Determinar a gravidade da anemia falciforme por meio de calculadora derisco adaptada aos padrdes
brasileiros.

2.Tracar o perfil do estresse oxidativo nas amostras de pacientes classificados por gravidade.

3.Tracar o perfil do estresse oxidativo e gravidade da anemia falciforme em portadores de anemia falsiforme
(S8), que apresentam ou n&o associagcdo com alfa Talessemia e que foram ou n&o tratados com
Hidroxicarbamida.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Risco: possiveis Hematomas devido a coleta de sangue

Beneficio: aprimorar e adequar o tratamento e o aconselhamento genético dos portadores
Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Projeto é claro e pertinente, os sujeitos da pesquisa possuem um risco minimo ,mas os beneficios
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sera que a pesquisa contribuira no entendimento da doencga, auxiliando os portadores

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Solicita a dispensa TCLE, uma vez que serdo usados os prontudrios e andlises estatisticas. Um outro ponto
importante para dispensa, muitos pacientes faleceram na Pandemia e outros mudaram de endereco,
dificultando encontrar os mesmos.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgodes:
Projeto esta bem escrito, com todas as informagdes necessarias para o Comité de Etica em Pesquisa.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Comité de Etica em Pesquisa, em reunido extraordinaria de 26 de outubro de 2022, deliberou, por
unanimidade, pela aprovacdo do presente Projeto de Pesquisa. Os relatorios parciais deverdo ser
encaminhados semestralmente, contando a partir desta data, bem como o relatério final, conforme modelo
em nossa pagina: http://www.ibilce.unesp.br/#!/comite/etica-em-pesquisa/relatorio-projeto

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Informacgdes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 30/06/2022 Aceito
do Projeto ROJETO_1940244 pdf 18:21:31
Projeto Detalhado / | Estresse_Oxidativo_e_Gravidade_da_A | 30/06/2022 |DENNY PAMELA Aceito
Brochura nemia_Falciforme_em_Associacao_com 18:06:39 |MALERBA
Investigador _Alfa_Talassemia_e_Uso_de_Hidroxicar|

bamida.pdf
Folha de Rosto Folha_de_Rosto_Plataforma_Brasil.pdf | 30/06/2022 |DENNY PAMELA Aceito
17:42:12 | MALERBA
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