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Resumo

As talassemias sdo um grupo de anomalias hereditarias em que se verifica uma deficiéncia
a nivel da hemoglobina (Hb) devido a uma sintese reduzida ou ausente das cadeias de
globina, a qual é causada por mutacGes nos genes que codificam para as mesmas ou nas
suas regides regulatorias. As talassemias sdo as doencas monogénicas hereditarias mais
comuns do mundo. A alfa (o) talassemia resulta da diminui¢do (a*) ou auséncia (o) da
sintese da cadeia de o globina, sendo que esta ¢ codificada por quatro genes distintos
(oo/oar), dois genes (HBAL e HBA2) em cada cdpia do cromossoma 16 homologo. A beta
(B) talassemia resulta da diminuicdo (B*) ou auséncia (B°) da sintese da cadeia de P
globina, sendo que esta é codificada por dois genes distintos (/B), um gene HBB em cada
copia do cromossoma 11 homologo. A talassemia é caracterizada por uma anemia
microcitica e hipocromica, sendo que a severidade da anemia varia com o nimero de
genes ndo funcionais. Na a talassemia, a Hb A encontra-se normal ou diminuida e o
esfregaco de sangue pode apresentar Hb H e/ou Hb de Bart. A B talassemia é caracterizada
por um aumento de Hb A, e Hb F e uma diminuicdo da Hb A. O diagnostico das
talassemias inclui a avaliacdo dos indices hematoldgicos e a quantificacdo da Hb Az e da
Hb F, juntamente com a detecdo de Hb variantes, através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), eletroforese capilar (EC) ou focagem isoelétrica (FIE). A confirmacéo
definitiva do diagnostico é obtida pela analise do DNA. Os doentes com talassemia
apresentam hepatoesplenomegalia, absor¢do aumentada de ferro, atrasos de crescimento
e anemia cronica, causados pela hemolise e pela eritropoiese ineficaz. A Unica cura
definitiva para a talassemia € o transplante de medula 6ssea (TMO) e a terapia da doenca
baseia-se nas transfusdes de sangue (TS) e na quelacdo de sangue, de forma a manter

niveis de Hb pré-transfusao de 9-10,5 g/dL.

Palavras-chave: o/f talassemia; hemoglobinopatias; hemoglobina; talassemia

etiologia/diagnostico/terapia/epidemiologia/quelagéo de ferro.
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Abstract

Thalassemias are a group of haemoglobin disorders due to a reduced or absent synthesis
of globin chains, caused by mutations in the globin genes or in their regulatory regions.
Thalassemias are the most common monogenic inherited disorders worldwide. Alpha (o)
thalassemia results from the decrease (o) or absence () of the o globin chain synthesis,
which is encoded by four distinct genes (oa/aa), two genes (HBAL and HBA2) in each
copy of homologous chromosome 16. Beta (B) thalassemia results from the decrease (B*)
or absence (B°) of B globin synthesis, which is encoded by two distinct genes (B/p), one
HBB gene in each copy of homologous chromosome 11. Thalassemia is characterized by
microcytic and hypochromic anaemia, and the severity of the anaemia varies with the
number of non-functional genes. In a thalassemia Hb A> is normal or slightly decreased
and the blood smear may present Hb H and/or Hb Bart. The B thalassemia is characterized
by an increase in Hb A2 and Hb F and a decrease in Hb A. The diagnosis of thalassemias
includes the assessment of haematological indices and quantification of Hb Az and Hb F
together with the detection of variant Hb, through high performance liquid
chromatography, capillary electrophoresis or isoelectric focusing. Definitive
confirmation of the diagnosis is obtained by DNA analysis. Patients with thalassemia
exhibit hepatosplenomegaly, increased iron absorption, growth retardation and chronic
anaemia due to haemolysis and ineffective erythropoiesis. The only definitive cure for
thalassemia is bone marrow transplantation and the management of the disease includes
blood transfusions and iron chelation, to maintain pre-transfusion haemoglobin levels of
9-10.5¢g/dL.

Keywords: o/f thalassemia; hemoglobinopathies; haemoglobin; thalassemia

etiology/diagnosis/therapy/epidemiology/iron chelation.
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Abreviaturas, Simbolos e Acronimos

ADF — anemia por deficiéncia em ferro

CFF — concentracdo de ferro no figado

CO2 — didxido de carbono

CS — Constant Spring

DEVH — doenca do enxerto versus o hospedeiro

DFO - desferroxamina

DFP — deferiprona

DFX — desferasirox

DGPI — diagndstico genético pré-implantacao

DGS - Direcédo Geral de Saude

DNA — &cido desoxirribonucleico

EC — eletroforese capilar

FIE — focagem isoelétrica

Gene HBA — gene que codifica a sintese da hemoglobina alfa
Gene HBAL1 — gene que codifica a sintese da hemoglobina alfa 1
Gene HBA2 — gene que codifica a sintese da hemoglobina alfa 2
Gene HBB — gene que codifica a sintese da hemoglobina beta
Gene HBD — gene que codifica a sintese da hemoglobina delta
Gene HBG — gene que codifica a sintese da hemoglobina gama
GV — gldébulos vermelhos

Hb — hemoglobina

Hb A — hemoglobina do adulto

Hb A2 — hemoglobina do adulto tipo 2
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Hb C — hemoglobina C

Hb de Bart — hemoglobina de Bart

Hb E — hemoglobina E

Hb F — hemoglobina F

Hb H — hemoglobina H

Hb H CS — hemoglobina H de Constante Spring

Hb S — hemoglobina S

HGM — hemoglobina globular média

HLA — antigénios leucocitarios humanos

HPLC — cromatografia liquida de alta eficiéncia
INSA — Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
LCR — Locus Control Region,

MRNA — &cido ribonucleico mensageiro

O2 - oxigénio

OMS — Organizac¢do Mundial de Saude

PCR — reacdo em cadeia da polimerase

PHHF — Persisténcia Hereditaria da Hemoglobina F
PNCH — Programa Nacional de Controlo das Hemoglobinopatias
QS — Quong Sze

RDW — Red Cell Distribution Width

RICD - ruturas induzidas de cadeia dupla

RM — ressonancia magnética

SPG — sequenciagéo da proxima geracdo

TMO - transplante de medula dssea
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TS — transfusdes de sangue

UC — unidade curricular

VGM - volume globular média
a - alfa

B - beta

0 - delta

€ — épsilon

Y - gama

C - zeta
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2. Introducéao

As hemoglobinopatias sdo doencas hereditarias, de transmissdo autossomica recessiva
que envolvem alteracdes na Hb, causadas por mutacdes nos genes responsaveis pela
sintese das cadeias de globina ou nas suas regides regulatérias (1,2). As
hemoglobinopatias sdo classificadas em duas categorias: qualitativas (Hb variantes),
quando hé a sintese de uma globina estruturalmente anormal ou quantitativas, quando
ocorre uma alteracdo na sintese das cadeias de globina normais (2,3). As talassemias sdo
caracterizadas por uma diminuicdo ou auséncia de sintese de uma das cadeias de globina
e sdo classificadas de acordo com a cadeia de globina afetada; as formas mais comuns

sdo a o talassemia e [ talassemia (2).

As talassemias sdo as doencas monogeénicas hereditarias mais comuns a nivel mundial e
estima-se que 1-5% da populacdo mundial seja portadora de uma mutagdo talassémica
(4,5). As talassemias sdo endémicas de areas tropicais e subtropicais, com elevada
incidéncia de malaria, devido a protecdo que os portadores de talassemias apresentam
relativamente a esta doenca(2). As talassemias tém uma elevada frequéncia nos paises em
desenvolvimento, nomeadamente, no Sul e Sudeste Asiatico, no Médio Oriente, no
Mediterraneo e no Norte e centro de Africa. Porém, devido a fendmenos de migracéo, a
sua frequéncia esta a aumentar em outras regides, como no Norte da Europa, no Norte da
América e na Australia (2,4,6). Em Portugal, as hemoglobinopatias mais comuns sdo a
drepanocitose e a 3 talassemia, com uma distribuicdo heterogénea e maior incidéncia no

centro e no Sul do pais (7,8).

A sua transmissao hereditaria, autossémica e recessiva permite que os portadores de
talassemia sejam clinicamente normais. No entanto, quando ambos os pais sao portadores,
existe, em cada gravidez, 25% de probabilidade que a crianga tenha talassemia, 50% de
probabilidade que seja portadora de uma mutagdo talassemica e 25% de probabilidade
que venha a ser normal (2). Sendo uma doenga hereditaria recessiva, os fenotipos com
relevancia clinica sdo homozigotos ou apresentam dupla heterozigotia para diferentes
mutacdes nos genes globinicos, ou nas suas regides regulatdrias (4). Sem tratamento, o
desequilibrio da sintese de cadeias de globina da origem a uma eritropoiese ineficaz,
devido a precipitacdo das cadeias de globina livres em excesso nos globulos vermelhos
(GV), levando a sua destruicdo prematura (hemdlise) na medula Gssea e na corrente

sanguinea (4). A severidade do quadro clinico do doente é proporcional ao desequilibrio

-1-
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da sintese das cadeias de globina (2). A eritropoiese ineficaz e a consequente hemélise
sdo responsaveis pelas manifestacdes clinicas das talassemias, que incluem a expansao
da medula 6ssea, a hepatoesplenomegalia e a anemia cronica (4). A apresentacdo clinica
dos portadores varia entre um quadro clinico assintomatico e uma anemia severa que

requer TS para o resto da vida (5).

O diagnostico laboratorial de hemoglobinopatias inclui um hemograma completo com a
respetiva avaliacdo dos indices hematoldgicos, e a quantificacdo da Hb A2 e da Hb F,
juntamente com a detecdo de Hb variantes, através de HPLC, EC ou FIE (5,9). A
confirmagédo do diagndstico por analise do DNA é um passo essencial para determinar o
prognostico e a terapia adequada (5).

As TS continuam a ser o tratamento mais comum para as formas severas das talassemias,
sendo que a sua frequéncia e requerimentos variam consoante a severidade (4). O objetivo
das TS é manter uma Hb pré-transfusdo de 9-10,5 g/dL e minorar as manifestacdes
clinicas das talassemias (10). Os individuos com talassemias apresentam uma absor¢éo
aumentada de ferro que, juntamente com as TS, levam a uma acumulagdo excessiva de
ferro no organismo, responsavel pela maioria das complicacbes em doentes com
talassemia (10,11). Deste modo, os doentes com talassemias, em especial aqueles que
recebem TS, necessitam de realizar a quelacdo de sangue, com o objetivo de diminuir a

quantidade de ferro nos tecidos do organismo (10).

A melhor abordagem as talassemias é a sua prevencdo atraves de campanhas de
informacdo e esclarecimento da populacdo e da realizacdo de diversos rastreios,
nomeadamente o rastreio pré-matrimonial, o rastreio pré-natal e ainda o diagndstico pré-
implantacdo para casais com dificuldades em conceber (5,12). O TMO §é, atualmente, o
unico método de cura definitivo para as talassemias, no entanto, estdo a ser desenvolvidas
novas formas de tratamento como a modulacéo da expresséo da sintese de Hb F e a terapia
génica (10,11).
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3. Objetivos

Esta monografia foi elaborada no seguimento do trabalho desenvolvido na unidade
curricular (UC) de Projeto 11, em que tive oportunidade de realizar uma formacgéo no
contexto do trabalho no @mbito das hemoglobinopatias no Instituto Nacional de Salde
Doutor Ricardo Jorge (INSA). Deste modo, o objetivo inicial da monografia é o
desenvolvimento dos conhecimentos previamente adquiridos, dando maior énfase as
talassemias. O segundo objetivo da monografia é a compilacdo de informacéo atual e
relevante sobre a etiologia, fisiopatologia, diagndstico e abordagens terapéuticas das

talassemias e a sua importancia para a satde publica.
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4. Materiais e métodos

Para a realizacdo desta monografia foi necessario consultar diferentes tipos de materiais
de diversas fontes. Inicialmente, realizou-se uma pesquisa mais intensiva em livros da
area de hematologia, com destaque nas hemoglobinopatias e talassemias. Esta pesquisa
serviu para adquirir conhecimentos fundamentais desta tematica e para estruturar a
monografia. Seguidamente, iniciou-se uma pesquisa mais intensiva de artigos cientificos
disponibilizados pelo Pubmed, cuja informag&o foi considerada credivel e pertinente. As
palavras-chave mais utilizadas foram “o/f thalassemia”, “hemoglobinopathies”,
“haemoglobin” € “thalassemia  etiology/diagnosis/therapy/epidemiologyliron
chelation”. Aplicou-se um critério de exclusao aos artigos resultantes desta pesquisa: 0s
artigos tinham que ser publicados em inglés. Para a obtencdo de informacdo mais
especifica consultaram-se as paginas eletronicas oficiais de organizacdes, nacional e
internacionalmente reconhecidas e, da informacdo disponibilizada pelas mesmas,
nomeadamente, a Direcdo Geral de Saude (DGS), a Organizacdo Mundial da Saude

(OMS) e o Instituto Nacional de Satude Doutor Ricardo Jorge (INSA), entre outras.
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5. Hemoglobina

5.1. Estrutura e Funcao
A Hb é uma metaloproteina constituida por um componente proteico, formado por quatro
cadeias polipeptidicas — globinas, e um grupo prostético, designado por grupo heme
constituido por uma porfirina ligada a um ido de ferro (Fe?*). As cadeias polipeptidicas
perfazem um total de 574 aminoacidos e estdo organizadas em duas cadeias de a globina
e duas cadeias de B globina, sendo que cada globina esté ligada a um grupo heme (1,13).

A Hb ¢é indispensavel a vida humana e € responsavel por varias fun¢des fundamentais,
nomeadamente o transporte de oxigénio (O2) dos pulmdes para as células, o transporte
direto e indireto do didxido de carbono (CO2) produzido pelas células até aos pulmdes e
ainda possui um efeito tamp&o importante na manutencao do pH nos GV e no sangue (1).
Os GV contém cerca de 640 milhGes de moléculas de Hb. O grupo heme é fundamental
para o transporte do oxigénio enquanto que as cadeias globinicas protegem o grupo heme
contra a oxidagdo, tornam a molécula soltvel e permitem a variacdo da afinidade ao O
(1,14).

A Hb é uma molécula alostérica com capacidade de alternar entre duas estruturas
quaternérias diferentes (oxihemoglobina e desoxihemoglobina), sendo que esta alteracao
é responsavel pela curva sigmoide de dissociacdo do O2— figura 1. A Hb liga-se ao O de
forma cooperativa, ou seja, as quatros cadeias de globina estdo relacionadas entre si, de
forma que, quando um grupo heme é oxigenado, torna-se mais provavel a oxigenacao dos

restantes grupos heme (1,13).
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Figura 1- Curva de dissociacdo do oxigénio, indicando os efeitos do pH e a
temperatura corporal. Adaptado de (1)

Todas as Hb normais séo tetrameros de dois pares de cadeias de globina diferentes, um
par de cadeias de globina tipo o (cadeia de a e zeta ({) globina) e um par de cadeias de
globina tipo B (cadeia de f, delta (), gama (y) ou épsilon (g) globina). A Hb A possui
cadeias de o globina conjugadas com cadeias de § globina (Hb A, a2f32) ou com cadeias
de & globina (Hb A2, 0232), € a Hb F possui cadeias de a globina conjugadas com cadeias
de y globina (Hb F, a2y2). Por outro lado, no embrido, as cadeias de  globina, conjugam
com cadeias de y globina (Hb Portland, {>y2) ou com as cadeias de ¢ globina (Hb Gower
1, {2e2), € a conjugacdo de cadeias de o globina e de € globina da origem a Hb Gower 2
(02e2) (2,15).

Existem 2 espécies de Hb F, designadas ®y e Ay, com o0 aminoécido glicina e alanina na
posicdo 136 da cadeia de vy globina, respetivamente. A Hb F, tal como o seu nome indica,
é a Hb predominante durante o periodo fetal, variando entre 60 a 95% nos recém-nascidos
(1). A Hb F esta presente durante os primeiros 6 meses de vida, pelo que os bebés nédo
desenvolvem [ talassemia major apds o nascimento, mas sim mais tarde, entre os 6 e 0s
12 meses (2,16). No adulto, a Hb presente em maior quantidade é a Hb A que representa
96-98% do total de Hb, seguida da Hb A, com 2,0-3,5% e da Hb F com um valor
aproximado de 1% (1,15).
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5.2. Sintese da Hb e genes globinicos
A sintese de Hb ocorre nos precursores eritroides, desde o proeritroblasto até ao
reticulécito, ndo ocorrendo nos GV maduros. Para a sintese do heme sdo necessarias 8
enzimas, sob controlos genéticos distintos, sendo que a primeira reacdo enzimatica e as
ultimas trés ocorrem na mitocondria e as quatro reacBes enzimaticas intermediarias
ocorrem no citosol (1). Como toda a Hb normal é um tetrdmero de dois pares de cadeias
de globina, a producdo de cadeias de globina tipo o e de cadeias de globina tipo  é
equilibrada em todas as etapas de desenvolvimento. Devido a sintese de diferentes tipos
de globinas em diferentes etapas da vida humana, assim altera-se em cada periodo de vida
o0 tipo maioritario de Hb presente nos GV — periodo fetal, neonatal e vida adulta. No
periodo embrionario ocorre a sintese de Hb especificas nomeadamente, a Hb Gower 1,
Hb Gower 2 e Hb Portland, sendo que estas possuem cadeias de globina produzidas
unicamente durante o periodo embrionério — cadeias de e de ¢ globina. Na 5% semana de
gestacdo os eritroblastos primitivos presentes no saco vitelino comegam a produzir as
cadeias de e € globina e, a partir da 6% semana, comegam a sintetizar as cadeias de a, B
e v globina. A producéo da Hb F e, posteriormente, da Hb A, inicia-se no figado e no baco
a partir da 102-122 semana de gestacdo. Por fim, durante o ultimo estadio de gestacdo, a
medula dssea assume o papel principal de sintese das Hb, com um aumento da sintese de
Hb A. Durante a vida adulta a medula 6ssea é responsavel pela producédo da Hb (1). Na
figura 2 estdo representados os 6rgaos onde ocorre a hematopoiese ao longo da ontogenia,

bem como a sintese das diferentes cadeias de globina.

A sintese das cadeias de globina é regulada por genes localizados em dois agrupamentos
génicos, localizados nos cromossomas 11 e 16. Os genes responsaveis pela sintese de
cadeias de a globina (HBA) encontram-se no agrupamento génico da a globina no
cromossoma 16 e 0s genes responsaveis pela sintese de cadeias de 3 globina (HBB) estéo
localizados no agrupamento génico da 3 globina no cromossoma 11. Em adi¢do aos genes
funcionais, cada agrupamento contém pseudogenes, que sdo homdlogos ndo funcionais
dos genes HBA e HBB, sendo que estes sdo transcritos, mas ndo traduzidos (1,13). Os
genes responsaveis pela sintese das cadeias de globina estdo ordenados no cromossoma,
de acordo com a ordem sequencial segundo a qual sdo expressados durante o
desenvolvimento. A ativacao e o silenciamento sequencial dos genes responsaveis pela

sintese das cadeias de globina sdo controlados rigorosamente (2). A sua regulacao reflete
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a ativacdo sequencial na direcdo 5°-3". No entanto, ainda nao é totalmente compreendida

a forma como ocorre a comutacdo da expresséo destes genes (15).

Saco vitelino Figado Baco Medula dssea
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Figura 2- Representacdo esquematica dos locais e proporcdo de sintese das diferentes
cadeias de globina no periodo embrionario, fetal e adulto. Adaptado de (1)

5.3. Agrupamento génico da alfa globina

Cada cromossoma 16 tem dois genes HBA (HBA1 e HBA2), que estdo alinhados um apds
0 outro no cromossoma. Como cada célula possui 2 cromossomas 16 homologos, existe
um total de 4 genes HBA em cada célula. Deste modo, cada um dos genes HBA ¢
responsavel pela sintese de 25% das cadeias de o globina necessarias para a sintese de Hb
(13). O agrupamento génico da a globina possui mais de 28 kb e contém, um gene
embrionario ¢, dois genes HBA (HBA1 e HBA2), dois pseudogenes (y(1 e yal) e dois
genes minor tipo globina (yo2 ¢ 8), estando dispostos na seguinte ordem: 5°-2-y{(1-ya2-
yal-a2-al-0-3". O maior elemento de regulagao do agrupamento génico da a globina é 0
HS-40 (1,2). A troca da sintese dos genes no agrupamento génico da a globina é
relativamente simples. Os dois genes HBA sdo expressados de forma continua ao longo
da vida exceto durante as primeiras 6 semanas de embriogénese durantes as quais a {
globina € sintetizada (5). O esquema do agrupamento génica da a globina esta
representado na figura 3 (A) (17,18).
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Figura 3- Representacéo do agrupamento génico da alfa globina (o) e da beta globina
(p). Adaptado de (17,18)

5.4. Agrupamento genico da beta globina
Cada célula contém dois genes HBB, um em cada cromossoma 11 homoélogo. Os dois
genes HBB expressam 3 globina em propor¢do correspondente a quantidade de a globina
produzida pelos quatro genes HBA (13). O agrupamento génico da B globina contém um
gene embrionario &, dois genes fetais (®y e y), um pseudogene (yP) e dois genes adultos
(8 e P), que estdo dispostos na seguinte ordem: 5 -g-Cy-“y-yB-5-B-3". A locus control
region (LCR) é a mais importante regido regulatéria upstream. O LCR estabelece um
dominio transcricionalmente ativo que abrange todo o agrupamento génico da B globina
(2,15). A comutacdo da expressdo dos genes no agrupamento génico da beta globina é
mais complexa. Consiste na permuta da sintese de cadeias de globina: € > y 2> B (2). O

esquema do agrupamento génica da  globina esta representado na figura 3 (B) (17,18).
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6. Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias sdo doencas hereditarias, de transmissdo autossomica recessiva
que envolvem alteracdes na Hb, causadas por mutacdes nos genes responsaveis pela
sintese das cadeias de globina ou nas suas regides regulatorias. As hemoglobinopatias
podem dividir-se em duas categorias — estruturais (qualitativas), em que as mutac6es
alteram a sequéncia de aminoacidos e é sintetizada uma hemoglobina anormal, e
quantitativas onde se integram as talassemias, em que a sintese das cadeias de globina

esta reduzida ou ausente (1,2).

As hemoglobinopatias sdo causadas por mutacfes pontuais, fusdo de genes, delecdes e
mutacdes que alteram um coddo STOP numa sequéncia codificante ou que transformam
uma sequéncia codificante num coddo STOP. As mutagdes nos genes das globinas nem
sempre originam efeitos adversos para a sade humana, uma vez que o codigo genético é
redundante e a mutacdo pode dar origem a um novo codao que codifica para 0 mesmo
aminoacido. Por outro lado, algumas mutacdes estruturais da Hb vdo alterar as
propriedades da mesma, conduzindo a uma alteragdo da afinidade para com o oxigénio,
tornando-a mais instavel, mais facilmente polimerizavel ou mais suscetivel & oxidacéo.
Se a mutacdo ocorrer nos genes HBB, origina uma Hb A variante, se pelo contrério, a
mutacdo ocorrer nos genes HBA vai dar origem a Hb F, Hb A e Hb A variantes. As
mutacdes nos genes que codificam as globinas & (HBD) ¢ y (HBG) véo levar a formagéo
de HbA: e Hb F variantes, respetivamente (1).

Ja foi reconhecido que as hemoglobinopatias, tal como as talassémias e a drepanocitose,
sdo um problema de salde global cada vez mais sério (6,19). Recentemente, e pela
primeira vez, as hemoglobinopatias de caracter hereditario foram incluidas na Gltima
versdo do Global Burden of Disease Program e foram definidas como fatores

contributivos major na carga global de anemia (19,20).
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7. Talassemias

7.1.Classificacéo
As talassemias sdo doencas hereditarias que resultam em diferentes niveis de anemia
devido a hemolise e eritropoiese ineficaz causadas pela alteracéo da producéo das cadeias
de globina, reduzindo a funcionalidade da Hb em individuos com esta condicdo (16). A
sua transmissdo hereditaria, autossomica e recessiva permite que os portadores de
talassemia sejam clinicamente normais. No entanto, quando ambos os pais sao portadores,
em cada gravidez, ha 25% de probabilidade que a crianca tenha talassemia, 50% de
probabilidade que seja portadora de talassemia e 25% de probabilidade que venha a ser
normal. As talassemias sdo causadas por dois tipos de defeitos nos genes responsaveis
pela sintese de globina: erros de delecéo e erros de nao delecdo. O alcance dos erros de
delecdo normalmente envolve mais do que 1 kb. Os erros de ndo delecdo consistem em

substituicdes de um nucleétido ou dele¢des/insercdes de oligonucledtidos (2).

De acordo com a severidade clinica, as talassemias dividem-se geralmente em trés grupos:

1. Talassemia Minor ou Portadores: os portadores sdo muitas vezes assintomaticos
e ndo necessitam de qualquer tratamento. Corresponde ao trago o ou [
talassémico.

2. Talassemia Intermédia: ocorre anemia moderada (Hb 6-10 g/dL) e,

ocasionalmente, é necessario realizar TS. Corresponde a doenca da Hb H e B
talassemia intermédia.

3. Talassemia Major: ocorre anemia severa e sdo necessarias TS para sobreviver.

Corresponde & hidropisia fetal de Bart e &  Talassemia major (2).

A talassemia ¢é causada pela sintese reduzida de a ou B subunidades e subsequente
desequilibrio das cadeias tipo a globina: tipo 3 globina. Na Hb normal o réacio de cadeias
de globina tipo a: tipo € de 1:1. Este desequilibrio entre as cadeias de globina é um dos
aspetos mais importantes para a fisiopatologia da talassemia (2). De acordo com a sintese
ineficaz da(s) cadeia(s) de globina, assim as talassemias sao classificadas em a, 3, o e
gyop talassemias (15). Na o talassemia, a quantidade de (3 globinas é muito superior a
quantidade de o globinas, pelo contrario, na [ talassemia, a quantidade de o globinas é
muito superior a quantidade de B globinas. A severidade do fendtipo é proporcional ao
grau do desequilibrio, que é determinado pelo correspondente gendtipo (2). A figura 4

demonstra a relacéo entre o desequilibrio da sintese de globinas e a respetiva talassemia.

-11 -
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Figura 4- Fisiopatologia das talassemias. Adaptado de (2)

7.2.Epidemiologia
As alteracOes hereditéarias da Hb séo as doencas, a nivel hematoldgico, mais comuns no
mundo e representam cerca de 3,4% das mortes em criangas menores de 5 anos (2,21).
Estima-se que 1-5% da populacdo mundial é portadora de uma mutacdo talassémica,
tornando a talassemia a doenca de transmissdo hereditaria recessiva mais comum do
mundo (4).

As talassemias sdo prevalentes em zonas tropicais e subtropicais onde a maléaria foi e
continua a ser endémica. A alta frequéncia de talassemias pode estar relacionada com a
maior sobrevivéncia dos portadores quando contagiados com a malaria (2). Existem
extensas provas cientificas que evidenciam a elevada frequéncia de hemoglobinopatias,
comparativamente com outras doencas monogénicas, em regides onde a malaria é
endémica, o que reflete a selecdo natural devido a resisténcia relativa que os portadores
de hemoglobinopatias possuem contra a malaria causada pelo Plasmodium falciparum.
Outros fatores, que contribuem para a manutengdo da elevada frequéncia genética das
talassemias na populacéo, incluem a pratica generalizada de casamentos consanguineos,
que podem ser praticados por até 25% da populacdo mundial e o aumento da idade
maternal. Mesmo que a transmissdo de malaria seja reduzida de forma significativa, serdo
necessarias varias geragdes para que haja um efeito significativo na taxa de portadores de

talassemias (22).
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Os portadores de talassemias estdo localizados sobretudo no Sudeste Asiatico, na zona do
Mediterraneo, no subcontinente indiano, no Médio Oriente e em Africa (15). No entanto,
devido a fendmenos de migracéo, a talassemia ja ndo esta limitada as zonas tradicionais
de alta prevaléncia e, é considerada, atualmente, um problema de saide comum no Norte
dos Estados Unidos da América, no Norte da Europa e na Australia (2).

As formas mais ligeiras de o talassemia estdo presentes entre 10% a 20% da populagéo
em algumas zonas de Africa, 40% no Médio Oriente e india e até 80% na zona da Papua
Nova Guiné e Norte da india — figura 5. As formas mais severas de o talassemia sdo
altamente prevalentes em regifes especificas no Sudeste Asidtico e da bacia do
Mediterraneo — figura 5. A B talassemia tem uma prevaléncia de 1% em regides ao longo
de Africa, 0 Mediterraneo, o Médio Oriente, o subcontinente indiano e o Sudeste Asiético
— figura 6 (16,23).

[ o*- Talassemia
- 00- Talassemia

Figura 5- Distribuicéo global das mutac6es de alfa talassemia. Adaptado de (15)
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Figura 6- Distribuicéo global das mutac6es de beta talassemia. Adaptado de (15)

Entre 1983 e 1985, realizou-se um estudo epidemioldgico na populagdo portuguesa,
observando-se uma frequéncia média de portadores de P talassemia de 0,45% e de
portadores de Hb S de 0,32%. No sul de Portugal encontramos uma prevaléncia mais
elevada de hemoglobinopatias com 1,57% de portadores de P talassemia em Evora, e
1,11% de portadores de Hb S em Beja. A prevaléncia da 3 talassemia € superior a 5% em
determinadas zonas, nomeadamente na bacia do rio Mira e no Barlavento Algarvio (7,24).
A prevaléncia da drepanocitose e da [ talassemia em Portugal € superior no centro e sul

do pais e com uma frequéncia conjunta de portadores de 8,9% (8).
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8. Alfa Talassemia

A o talassemia resulta da diminuicdo da sintese da cadeia de o globina, sendo que esta é
codificada por quatro genes distintos (ao/aa), dois genes (HBA1 e HBA2) em cada cdpia
do cromossoma 16 homologo (1). Deste modo, um total de 4 genes, codifica para a sintese
de o globina. Mais de 128 mutagOes, a maioria delegdes, estdo associados a o talassemia
(16,25). Considerando o haplotipo (aa/), as mutagcdes da o talassemia podem ser

classificadas em trés grupos:

1. o' talassemia — delec¢do (-o/): remocgédo de um Unico gene HBA.
2. o talassemia — delegdo (--/): remoc&o de ambos os genes HBA.
3. a'a/ ou aa'/ talassemia — mutagdo ndo delecional do gene HBA2 ou HBAL,

respetivamente (16).

O gene HBA2 ¢é responsavel por dois tercos da sintese total da cadeia de a globina,
enquanto que o gene HBA1 é responsavel pelo restante um terco. Desta forma, as
mutacdes localizadas no gene HBA2 dédo origem a consequéncias muito mais severas que
as mutacdes no gene HBAL. Adicionalmente, as mutac6es ndo delecionais dao origem a
redugdes da cadeia de o globina mais graves que as dele¢des o, pelo que, de acordo com
o haplotipo, é possivel estabelecer uma ordem, de severidade crescente, das mutagdes nos

genes HBA baseada nos efeitos relativos na producao de a globina: aa'/ < -o/ < oo/ < --

1(2).

Mais de 40 mutacdes delecionais ol diferentes foram identificadas, sendo as mais comuns
a mutagdo —>EA (Sudeste Asiatico) e —MEP (Mediterraneo) (2,26). Outro tipo de mutacdes
raras que origina a o talassemia é a remocdo da regido regulatéria HS-40, ndo
interferindo com os genes HBA (2,25). Foram reportadas mais de 10 o deleces; as
delecdes -o®’ e -a*? sdo as mais comuns a nivel mundial (15,26,27). Estas delecdes sdo
o resultado de recombinacio reciproca e também podem originar a-triplicagio a7 e
aoo?™42 Se ocorrerem mais recombinagdes é possivel aparecerem genes HBA
quadruplicados (aaoa) ou quintuplicados (aaaan) (2). Pelo menos 90 mutagOes néo
delecionais ja foram encontradas, incluindo mutac6es que afetam o processamento do
mRNA, a tradu¢do do mRNA e a estabilidade da a globina. Algumas variantes de Hb que
causam fenotipos similares as talassemias foram também classificadas dentro deste
grupo, tal como, a Hb Constant Spring (Hb CS, a“5a) e a Hb Quong Sze (Hb QS, a%%a)
(2,25). Dentro das mutagdes ndo delecionais atualmente conhecidas, as mais comuns sao
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as mutacdes o'VS1®Mg no Mediterraneo, a”AAATAAC)y o Leste Asiatico e o

no Sudeste Asiatico (2,25-27).

Constant Springa

Na o talassemia o fenotipo aumenta de severidade com o nimero de genes HBA nao

funcionais (2). A delecdo ou disfuncdo de um destes genes pode levar a uma condigéo

assintomaética sem relevancia clinica, por outro lado, a dele¢do dos quatro genes HBA da

origem a hidropisia fetal de Bart, condi¢cdo normalmente incompativel com a vida. Deste

modo, dependendo do numero de genes delecionado ou inativos, assim varia a intensidade

dos efeitos patologicos, dando origem a quatro tipos de o talassemias diferentes (1). As 4

condicBes clinicas de severidade crescente estdo representadas na figura 8: portador

silencioso de a talassemia, o talassemia minor, doenca da Hb H e hidropisia de Bart (2).
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-D'-.' 'D_'D' Alfa talassemia
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Doenga
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Figura 7- Classificacdo clinica e correlacdo gendtipo-fenotipo da alfa (direita) e beta

(esquerda) talassemia. Adaptado de (2)
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8.1.Portador Silencioso de Alfa Talassemia, (-a/aa)
Os portadores silenciosos de o talassemia, também considerada o talassemia, sofreram
uma delecdo de um gene HBA e sdo, de forma geral, fenotipamente silenciosos,
apresentando ligeira ou nenhuma anemia, podendo ocorrer microcitose e hipocromia
(2,25). Estes casos sdo clinica e hematologicamente normais, ndo sendo geralmente
detetados em analises de rotina (contagem total de sangue e analise de Hb) com base no
fenotipo hematoldgico e, sé podem ser identificados por testes de genotipagem (2).
Tipicamente, esta condi¢do ndo tem impacto clinico, mas pode ter implicacbes para 0s

-3,7kb 4

descendentes. Na populacdo afro-americana a delegao o ¢ a delecdo o mais comum

(16).

8.2.Alfa talassemia minor, (-a/-a) ou (--/a.0)
A o talassemia minor ou traco alfa talassémico, caracterizado por duas dele¢des dos genes
HBA, é geralmente assintomatica e apresenta uma anemia microcitica e hipocromica
ligeira. As duas delegdes podem ocorrer na forma trans (o talassemia homozigotica, a-
/a-) muito comum na populagdo africana, e na forma cis (o° talassemia, oo/--) tipica das
populacbes asiaticas (2,3,25). A forma cis tem implicacdes significantes para a
descendéncia devido ao risco elevado de hidropisia fetal de Bart. Portadores de mutagdes
ndo delecionais (ao'/ac) apresentam fendtipos hematoldgicos diversos, variando entre o
estado de portador silencioso (V™) a0 estado de o talassemia minor (a“So/oo ou
oSa/aa) (2). Individuos com o talassemia minor s&0 na sua maioria assintomaticos e sao
identificados durante um check-up médico ou durante um rastreio neonatal. Caso ocorra
anemia sintomatica, é necessario eliminar outras causas de anemia concomitante, como a

deficiéncia em ferro (16).

8.3.Doenca da Hb H, (--/-a)

A Hb H é um tetrdmero composto por cadeias de B globina devido ao excesso de cadeias
de B globina face a sintese muito reduzida de cadeias de o globina (1). A doenga da Hb H
¢ a forma mais severa de o talassemia, resultando da delegcdo de 3 dos 4 genes HBA
(composto heterozigético a*/a’, -o/--) (16). No entanto, alguns casos de doenca de Hb H
sdo devidos a homozigotia ou heterozigotia composta por ocorréncia de mutagfes ndo

delecionais nos genes HBA, tal como, 0“%a/a%%a, 0%®a/a%%a ou 6 0/0%®a. Os individuos
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que sao afetados pela delecdo dos 3 genes HBA sofrem de “doenca da Hb H delecional”,
enquanto que os individuos afetados pela delegdo a° e por uma mutagio ndo delecional
sofrem de “doenga da Hb H nao delecional”. Tradicionalmente, a doenca da Hb H néo
delecional é considerada mais severa que a sua forma delecional, particularmente o
gendtipo --/a®Sa, também conhecido como Hb H CS. Doentes com Hb H CS tém um
fendtipo clinico mais severo que outros doentes com doenga da Hb H (2). A doenca da
Hb H é caracterizada por anemia microcitica, hipocrémica e hemolitica, moderada a
severa, e niveis de Hb entre 8-10 g/dL (2,16). A acumulacdo da Hb H € responsavel pela
hemolise porque, embora a Hb H seja solUvel, esta € relativamente instavel, e precipita a
medida que os GV envelhecem, formando corpos de inclusdo que danificam os GV e
reduzem o seu tempo de vida util (3). No entanto, a severidade da anemia é variavel,
dependendo da anomalia molecular, com a Hb a variar desde 2,6 a 13,3 g/dL. E
caracteristico da doenca da Hb H niveis variados de ictericia, sinais de atrasos de
crescimento nas criancas e hepatoesplenomegalia; o hiperesplenismo é reportado
ocasionalmente. Outras complicacdes incluem ulceras nas pernas e célculos biliares. A
anemia pode piorar devido a deficiéncia de acido folico, infecdes agudas ou o uso de
drogas (16,25). O excesso de ferro causado pelo aumento da sua absorcdo intestinal e/ou

por transfusdes, muitas vezes ndo é diagnosticado em doentes com Hb H (16).

O tratamento da doenca da Hb H inclui suplementacéo cronica de acido folico (1-5 mg/d).
TS intermitentes podem estar indicadas em episédios de hemdlise aguda, nomeadamente
durante infecbes, gravidez ou uso de drogas (28). Individuos com apresentacdes mais
severas de Hb H podem necessitar de TS cronicas ou esplenectomia para minorar atrasos

do crescimento, esplenomegalia e hiperesplenismo (16).

8.4.Hidropisia fetal de Bart, (--/--)
A sindrome de hidropisia fetal de Bart é causada pela auséncia de genes HBA (a®
talassemia homozigotica, --/--), ndo havendo qualquer sintese de cadeias de a globina e,
como tal, ndo ha a formagéo de Hb A, Hb A2 e Hb F (16,25). A Hb de Bart é um tetrdmero
de quatro cadeias de y globina e, é ineficaz como transportador de oxigénio devido a sua
elevada afinidade ao mesmo, similar a afinidade da mioglobina, que néo liberta o oxigenio
para os tecidos em condigdes fisiologicas. Deste modo, os fetos e os recém-nascidos ndo
possuem Hb F nem Hb A e contém, na sua maioria, Hb de Bart, sofrem de hipoxia severa,
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que resulta em hidropisia fetal (3). Esta condicdo é geralmente incompativel com a vida
extrauterina (1). A hidropisia fetal de Bart € caracterizada por anemia intrauterina severa,
insuficiéncia cardiaca, hepatoesplenomegalia, deformidades cardiovasculares e
esqueléticas, mau desenvolvimento do cérebro e aumento da placenta que, se ndo for
corrigido com transfusdes intrauterinas, resulta em morte intrauterina entre as 23 e 38

semanas de gestacdo ou imediatamente apds o nascimento (16,25).

-19 -



Talassemias: Etiologia, Fisiopatologia, Diagnostico e Abordagens Terapéuticas

9. Beta Talassemia

A B talassemia é caracterizada por sintese ineficaz de cadeias de B globina que da origem
a um desequilibrio da producdo de cadeias de globina e, a um excesso de a globina. As
cadeias de a globina em excesso vao agregar-Se nos precursores dos GV, ocorrendo a
maturagdo de GV anormais e a sua destruicdo prematura na medula dssea (15). A sintese
de cadeias de B globina é controlada por dois genes (B/B), um gene HBB em cada
cromossoma 11 (16). Ja foram identificadas mais de 200 mutacGes diferentes nos genes
HBB em doentes com [ talassemia (15). Com a excecédo de algumas mutagdes delecionais,
que afetam os exdes do gene HBB, tais como as mutagdes pCP54-8(-130p) o RCDBS-93(14bp) 5
maioria das alteracdes consiste em mutacdes pontuais ou pequenas delecdes (perda de
uma ou duas bases), o que interfere com a funcéo do gene a nivel da transcricéo, traducéo
ou poés-traducdo (2,15). Dependendo da reducdo da sintese de cadeias de B globina

normais, as mutagdes [ talassémicas sao divididas em:

1. PP talassemia — mutagio (B%): ndo ocorre sintese de cadeias de p globina.

2. B*talassemia — mutagdo (B*/): ocorre uma reducéo severa da sintese de cadeias de
B globina.

3. B**talassemia — mutagdo (B**/): ocorre uma reducdo ligeira da sintese de cadeias
de B globina (2).

As 3 e £yop talassemias sdo bastante raras, resultando de uma série de deleces que
envolvem o agrupamento génico da 3 globina, removendo ou os genes HBD e HBB ou
todos os genes do agrupamento génico. De forma similar, muitas formas da PHHF
resultam de dele¢des deste agrupamento génico ou de mutagdes pontuais nos promotores
do gene HBG (15).

A severidade da 3 talassemia esta relacionada com o grau de desequilibrio das cadeias de
globina. As complicagdes mais importantes da 3 talassemia, tal como, a esplenomegalia,
problemas esqueléticos e danos a nivel enddcrino e cardiaco, estdo relacionadas com o
grau de anemia, juntamente com a magnitude da sobrecarga de ferro nos tecidos, resultado
da absorcdo aumentada de ferro e das repetidas TS. Como a severidade da anemia da 3
talassemia reflete o desequilibrio da sintese das cadeias de globina, entdo tudo o que
mudar a magnitude do excesso de cadeias de a globina vai ter um efeito importante no
fendtipo (15). A o talassemia coexiste com a 3 talassemia com elevada frequéncia em

muitas populagdes, ndo sendo incomum herdar ambas as condigdes (29). Deste modo,
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homozigotos ou heterozigotos compostos para alelos severos de B talassemia podem ser,
simultaneamente, homozigotos ou heterozigotos para o talassemia ou heterozigotos para
of talassemia. Através de estudos dos fendtipos de individuos com estas condigdes,
verificou-se que a co-heranga de a talassemia pode amenizar a severidade de  talassemia
(15). Com efeito, a co-heranca de diferentes alelos de o talassemia pode reduzir a
magnitude da severidade de homozigotos ou heterozigotos compostos de ° talassemia e
pode converter as formas mais severas de [ talassemia em formas mais ligeiras, néo
dependentes de TS (15,30,31).

A variabilidade fenotipica da B talassemia manifesta-se numa magnitude que varia entre
os quadros clinicos assintomaticos até fendtipos severos (16). Deste modo, a  talassemia
pode ser dividida do ponto de vista clinico em quatro condi¢cdes com graus de severidade
crescente representados na figura 8: portador silencioso de B talassemia,  talassemia

minor, talassemia intermédia e talassemia major (2).

9.1.Beta Talassemia Minor, (B*/B) ou (B°/p)

Os individuos com B talassemia minor, também conhecidos como portadores ou trago f3
talassémico, sdo geralmente assintomaticos, mas podem apresentar uma anemia

microcitica e hipocromica ligeira (16).

Os portadores silenciosos de B talassemia sdo heterozigoticos para a mutagdo B (B*/p)
e 0s seus niveis de Hb Az e de GV estdo muito proximos dos valores normais, s6 podendo
ser identificados através de um diagndstico molecular. Os alelos B™ ndo sdo muito

frequentes exceto a mutagio BT, que é comum nas populaces do Mediterraneo (2).

A B talassemia minor, afeta individuos que herdaram um tnico alelo p* ou B° (B*/B ou
B%P). Eles sdo assintomaticos, mas apresentam microcitose, hipocromia e niveis

aumentados de Hb Az (2). A elevagédo da Hb Az é um elemento chave no diagnostico (16).
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9.2.Beta Talassemia Intermédia

A B talassemia intermédia ¢ uma condic¢do clinica cuja gravidade varia entre a 3
talassemia minor e a B talassemia major e engloba um espetro de fendtipos que véo desde
anemia ligeira até anemia severa, necessitando de TS ocasionais. O hemograma apresenta
valores de Hb entre 7 — 10 g/dL. A manifestacdo inicial de B talassemia intermédia
geralmente comeca numa idade mais avancada (mais do que 2 anos de idade) do que a

manifestacao de talassemia major (2).

A maioria dos individuos com B talassemia intermédia sdo geralmente homozigotos B*
(B*/B*) ou heterozigotos compostos de B* e B° (B*/p%). Individuos que s&o heterozigdticos
para muta¢des dominantes de B talassemia (B°/B), homozigotos para o (B%B°) com co-
herancga de o talassemia ou heterozigéticos para B* ou p° (B*/p ou p%B) com co-heranca
de triplicagdo o, também demonstram um fendtipo de talassemia intermédia. No entanto,
a correlacdo genotipo-fenotipo da P talassemia intermédia é tdo complexa que a
patogénese de alguns doentes continua inconclusiva e nao pode ser explicada por

mecanismos conhecidos (2).

E comum os individuos com [ talassemia intermédia apresentarem anemia,
hiperbilirrubinemia e hepatoesplenomegalia. As criancas apresentam anemia, atrasos no
crescimento e desenvolvimento e complicagfes da hematopoiese extramedular, como
deformidades faciais e 6sseas (32). Estes individuos necessitam de monitorizacéo regular
e de iniciar TS frequentes para permitir um crescimento e desenvolvimento normal e,

prevenir ou reduzir complicacdes a longo prazo (16,32).

A hematopoiese extramedular é um mecanismo compensatorio da anemia crénica e
resulta em deformidades faciais e Osseas, osteoporose com fraturas patoldgicas,
esplenomegalia, hepatomegalia e formagdo de massas eritropoéticas, especialmente na
coluna vertebral e no tronco. A esplenomegalia pode dar origem a hiperesplenismo com
pancitopenia. As massas eritropoéticas podem causar problemas neurolégicos, tal como,
a compressdo da medula 6ssea e paraplegia. Os individuos com  talassemia intermédia
sdo propensos a desenvolverem calculos biliares devido a hemolise cronica, e estdo em
risco de desenvolverem Ulceras cronicas nas pernas, hipertensdo pulmonar, e
complicagdes tromboticas, nomeadamente, acidente vascular cerebral, trombose venosa
profunda e embolismo pulmonar (16,32). O risco de hipertensdo pulmonar e trombose
estd aumentado em doentes que foram esplenectomizados (16,33).
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O desenvolvimento de sobrecarga de ferro, em individuos com talassemia intermédia que
ndo realizam TS, ocorre porque a eritropoiese ineficaz conduz a um aumento da absorgao
de ferro no sistema gastrointestinal (16,34). Adicionalmente, as TS intermitentes,
contribuem para a sobrecarga de ferro (16). Os individuos com [ talassemia intermédia
podem necessitar de TS intermitentes em fases de hemolise exacerbada ou diminui¢éo da
producdo de GV, tal como, durante infe¢Bes agudas, deficiéncia de acido folico, infe¢bes
causadas pelo parvo virus ou outras causas transientes (16,35,36). Deste modo, todos 0s
doentes com [ talassemia intermédia devem de ser avaliados e monitorizados,
regularmente, para a sobrecarga de ferro, e a terapia de quelacéo deve de ser considerada

quando for indicada (16).

As TS cronicas estdo indicadas quando existe um atraso no crescimento e um
desenvolvimento deficiente na infancia, agravamento da anemia sem causas conhecidas
e revertiveis, esplenomegalia e outras complicagdes da hematopoiese extramedular. As
mudangas nos fenotipos clinicos da B talassemia intermédia estdo relacionadas com o
envelhecimento, refletindo-se no facto de que individuos com um fendtipo menos severo
podem comecar a manifestar complicacdes significativas, e a requerer o inicio de um
programa de TS crénicas, durante a fase adulta (16,37). Os doentes diagnosticados com
B talassemia intermédia podem ser reclassificados como tendo 3 talassemia dependente
de TS, ou B talassemia major, se a sua necessidade de TS chegar a mais de 8 unidades de

sangue por ano (16,35).

9.3.Beta Talassemia Major
A talassemia major ¢ a forma mais severa de [ talassemia. As criangas tém entre 6 e 24
meses quando apresentam [3 talassemia major, apds a transicdo da Hb F para a Hb A
disfuncional (16,32,38). Os individuos afetados apresentam anemia severa hipocrémica
e microcitica (Hb, <6 g/dL), hemdlise, eritropoiese ineficaz e necessitam de TS regulares
para sobreviver (16,32,35). Atrasos no desenvolvimento, palidez, problemas de
alimentacéo, febre recorrente, irritabilidade e hepatoesplenomegalia s&o sintomas comuns
nas criangas desde cedo (16,32). As criangas que ndo sao tratadas, ou que sdo tratadas
incorretamente para a 3 talassemia major, podem manifestar um atraso do crescimento,

ictericia, palidez, hepatoesplenomegalia, massas eritropoéticas, Ulceras nas pernas e
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problemas a nivel esquelético (16,32). Sem tratamento, estes individuos morrem na

primeira ou segunda década de vida (16,38).

O inicio de um programa de TS crénicas, para manter uma Hb pré-transfusdo entre 9,0
10,0 g/dL, nos estadios iniciais da doenca, permite um crescimento e desenvolvimento
normais. Na auséncia de uma quelacéo eficaz, as criangas submetidas a um programa de
TS vao desenvolver complicagdes derivadas da sobrecarga de ferro na segunda década de
vida, incluindo fibrose no figado, cardiomiopatia e disfun¢bes enddcrinas,
nomeadamente, hipogonadismo, osteoporose, diabetes e hipotiroidismo (16,32,33). As
doencas cardiovasculares devido a sobrecarga de ferro no coracao sdo a causa de morte

mais comum em individuos com P talassemia major (16).

A maioria dos casos de P talassemia major sdo homozigotos para p° (B%/p°) e uma pequena

percentagem sdo heterozigotos compostos de B* e p° (B*/B°) (2).
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10. Variantes de Hb e outras Talassemias

Algumas variantes de Hb sdo sintetizadas a uma velocidade reduzida ou sdo altamente
instaveis e ddo origem a fenGtipos similares & talassemia, tal como, a Hb E (BCP26(G>A),
Esta mutacdo resulta numa substituicdo do aminoacido &cido glutdmico pela lisina,
ativando, simultaneamente, um novo local de splicing, que causa um processamento
anormal de mRNA. Esta muta¢io ¢ normalmente considerada uma mutagio B* talassemia
(2,15). A Hb E ¢é a Hb variante mais comum no Sudeste Asiatico, com uma frequéncia de
portadores superior a 50% em determinadas regides, sendo tambeém prevalente em certas
partes do subcontinente Indiano e na Tailandia (4,10). Os heterozigotos para a Hb E sdo
clinicamente normais, apresentando numa eletroforese 20-30% de Hb E e ligeiras
mudancas nos indices hematoldgicos. Os homozigotos para a Hb E sdo clinicamente
silenciosos e podem apresentar uma anemia ligeira. O esfregaco de sangue destes
individuos apresenta uma microcitose com 20-80% de células target, enquanto que a
eletroforese apresenta 85-95% de Hb E e 5-10% de Hb F (10). A identificacdo dos
portadores de Hb E ¢ muito importante porque a interagdo da Hb E com o ou 3 talassemias

pode dar origem a fendtipos muito variados (4).

O fenotipo clinico da Hb E/p talassemia varia desde uma condigdo indistinguivel da 8
talassemia major, até uma condicdo compativel com a sobrevivéncia do doente, até a
idade adulta, com 0 minimo de tratamento (22,39). A Hb E/p talassemia é a combinagao
mais prevalente de uma variante estrutural e da p talassemia, no Sudeste Asiatico (10).

Ja foram identificadas mutagdes raras de dele¢des de B talassemia. Um dos grupos de
deleces esté restringido ao préprio gene HBB. Por exemplo, a dele¢do 619 bp remove o
final 3" do gene HBB. Esta mutagdo € comum em individuos com ascendéncia asiatica e
indiana, sendo responsavel por aproximadamente 30% das 3 talassemias nesta populagéo.
Este grupo de mutagdes é considerado uma mutacao p° talassemia. Outro grupo mutagoes
consiste em grandes delec¢des, envolvendo parte ou a totalidade do agrupamento génico
da B globina. Estas grandes dele¢des sdo responsaveis pela 6 talassemia e pela PHHF,
sendo associadas com a auséncia de sintese de cadeias de B globina e com a produgdo
elevada de cadeias de y globina (2,40). O aumento da sintese de cadeias de y globina da
Hb F, leva a uma diminuicdo do excesso de cadeias de o globina livres (3). Desta forma,
a &P talassemia e a PHHF sdo clinicamente mais ligeiras que a B° talassemia (2,40). O

sindrome de PHHF nao é, estritamente falando, uma forma de 3 talassemia, porque ndo ¢é
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associado a um desequilibrio de cadeias de globina tipo a: tipo B, mas ¢ caracterizado por
um aumento persistente de sintese de cadeias de y globina e € frequentemente considerado

dentro do espectro de 6f talassemia (3).

A Hb Lepore resulta de um crossing-over desigual entre os genes HBB e HBD, ligados e
parcialmente homdlogos, resultando na fusdo de um gene que codifica a 83 globina, que
tem uma expressao diminuida (3). A Hb Lepore é constituida por duas cadeias de a
globina normais e duas variantes hibridas de cadeias de globina tipo B, compostas por
residuos de aminoacidos semelhantes ao terminal N da cadeia de & globina e ao terminal
C da cadeia de B globina. Existem quatro variantes diferentes de Hb Lepore (Boston-
Washington, Baltimore, Hollandia e Leiden), cada uma com diferentes locais de crossing-
over. Os heterozigotos de Hb Lepore sdo fenotipamente semelhantes aos portadores de f3
talassemia com microcitose, aproximadamente 10% de Hb Lepore, mas niveis normais
ou baixos de Hb Az (41).

Foi identificada uma forma de B talassemia com um modo de transmissao hereditaria
dominante numa familia irlandesa, em que varios membros tinham uma B talassemia
moderadamente severa, que herdaram de forma mendeliana dominante (15,42). A B
talassemia dominante é causada, de forma heterozig6tica, por um unico gene HBB
mutante, associado com a produ¢do de uma subunidade de 3 globina altamente instavel,

que causa danos aos GV de forma similar ao excesso de cadeias de o globina (3).

A variante Hb CS, particularmente prevalente no Sudeste Asiatico, é causada por uma
mutacdo no final da cadeia de a globina, resultando na sintese de uma cadeia mais

alongada, que é acumulada, em niveis muito baixos, nos GV dos individuos afetados (3).
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11.  Diagnostico

O diagnéstico das hemoglobinopatias depende sobretudo do laboratério clinico, que usa
uma combinacdo de andlises biofisicas, bioquimicas e moleculares para apoiar e

confirmar o diagndstico (9).

O diagnéstico laboratorial das hemoglobinopatias é realizado através da integracdo de
pardmetros clinicos e hematoldgicos juntamente com a analise laboratorial da Hb,
concluindo com a comunicac¢do do resultado clinico aos médicos (9). A combinagao
destes elementos para diagnosticar as hemoglobinopatias é essencial para um tratamento

adequado, bem como na prevencdo e no aconselhamento genético.

Os métodos laboratoriais convencionais para o rastreio de talassemias incluem a
avaliacdo dos indices hematoldgicos e a quantificacdo da Hb A, e da Hb F, juntamente
com a detecao de Hb variantes, através de HPLC, EC ou FIE (5). A confirmacéo definitiva

do diagnostico é obtida pela analise do DNA (5).

Devido a complexidade das talassemias é possivel que, com os protocolos laboratoriais
standard, certas variantes heterozig6ticas compostas ou duplas ndo sejam detetadas
porque, embora sejam globalmente raras, podem ser comuns em determinadas populacées
étnicas (5,43).

11.1. Meétodos Bioquimicos

A determinacdo dos indices hematoldgicos e a morfologia dos GV, seguida da separacao
e quantificacao das fracbes de Hb presentes, séo a base para a identificacdo de portadores
de talassemias (4). A andlise dos indices hematoldgicos ndo deve ser realizada ap6s 24
horas da colheita porque ha um aumento do tamanho dos GV, dando origem a resultados
anormais (5). Um individuo normal e saudavel, tem um volume globular médio (VGM)
de 80-100 fL e uma Hb globular média (HGM) de 27-31 pg (5). Os processos analiticos
utilizados nos rastreios de portadores de talassemias tém que identificar todas as variantes
clinicamente relevantes mais comuns, incluindo a Hb S, a Hb C, a Hb D-Punjab, aHb E
e a Hb O-Arabe (5).

A quantificacdo da Hb A, Hb Az e Hb F é uma componente fundamental do diagnéstico
de hemoglobinopatias porque existem varios genotipos que resultam em alteragdes dos
racios normais de Hb. Os rastreios de alto rendimento incluem uma dupla identificacdo
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de quaisquer anormalidades, através de uma primeira detecdo visual de um pico de uma
Hb variante, seguida da quantificacdo de todos os tipos de Hb detetados (9).
Manifestagbes hematologicas adicionais, observadas em individuos com
hemoglobinopatias, sdo a diminuicdo da HGM e do VGM, anisopoiquilocitose e a

presenca de células target (9).

No rastreio de talassemias, a quantificacdo de ferro é um parametro importante na
avaliacdo dos valores de VGM e HGM porque a deficiéncia em ferro é a condicéo
responsavel pela microcitose mais comum e, eventualmente, por uma anemia microcitica
(4). Apesar da zinco protoporfirina estar aumentada na deficiéncia em ferro, a sua
especificidade é baixa, pelo que o indice de saturacdo da transferrina, associado a ferritina
sérica sdo os parametros recomendados para confirmar a deficiéncia em ferro (4). Quando
é detetada uma deficiéncia em ferro, é necessario repetir os exames hematoldgicos apds

0 uso de suplementos de ferro, antes do diagnéstico definitivo (4).

A presenca de defeitos a nivel da Hb pode levar a altera¢fes nas propriedades biofisicas
dos GV ou da propria molécula de Hb. Os trés testes mais comuns que identificam estas
alteracOes sdo o teste da solubilidade da célula falciforme, a detecdo dos corpos de Heinz
e o teste da Hb instavel. De uma forma geral, estes testes sdo bastante sensiveis, mas ndo
sdo especificos, ou seja, um resultado positivo pode apontar para uma alteracdo da Hb
mas ndo define esta alteracdo (9). Como existe uma co-heranca significativa de Hb
variantes e de talassemias em determinadas regides do mundo, é aconselhavel detetar a
presenca de Hb anormais durante o diagndstico de talassemias porque a sua presenca ndo
so dificulta o diagnostico correto como altera o fenoétipo e, consequentemente, o

tratamento necessario.

Na figura 7, esta exemplificado o procedimento a realizar para o rastreio das talassemias.
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Historial médico e familiar completo, hemograma com indices
hematoldgicos e esfregaco de sangue
VGM baixo (<80 fL) Outras causas de anemia? ]
HGM baixa (<27 pg)
I
s N
Microcitose
Hipocromia
Células target Ferritina Considerar anemia de
. Corpos de inclusdo (Hb H) ) <12 ng/mL deficiéncia em ferro
I
Ferritina >12 ng/mL Suplementos de ferro
I durante 3 meses
HPLC e EC
I J
I I I I I
Hb A, < 4% Hb A, > 4% Hb A, > 4% Hb H <5-25% Hb variantes
Hb F <1% Hb F 0,1-5% Hb F >5-50% Hb A, <4%

I | |
B talassemia trago o B talassemia
talassémico intermédia Doenca de Hb H

minor

Figura 8- Fluxograma com o procedimento para diagnosticar talassemias. Adaptado de (4)

Sendo uma condicao recessiva, a identificacdo dos portadores de talassemia é essencial e
é possivel através de testes hematologicos (4). O VGM inferior a 80 fL €, muitas vezes,
aplicado como valor limite para casos de suspeita de talassemia, de forma a maximizar a
sensibilidade (9). No entanto, os valores limite de VGM e de HGM mais utilizados séo

79 fL e 27 pg, respetivamente (4).

A anemia microcitica e hipocrémica observada nas talassemias também ocorre na anemia
por deficiéncia em ferro (ADF) (9). No entanto, nas talassemias a anemia é acompanhada
por um aumento no nimero de GV e apresenta valores de RDW normais, enquanto que

na ADF, ocorre uma diminui¢cdo do nimero de GV e um aumento de RDW (4,9,44). A
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tabela 1 apresenta outras caracteristicas laboratoriais no diagndstico diferencial das
talassemias e da ADF.

Tabela 1- Diagndstico diferencial de ADF e talassemias, baseado no VGM, na ferritina
e na analise de Hb. Adaptado de (5).

Normal ADF B talassemia a talassemia
VGM >80 <80 <80 <80
Ferritina Normal Diminuida Normal Normal

Hb Az (%) <355 <35 >3,5 <35

Hb A diminuida Recém-nascidos

Outras Hb N/A N/A Hb F aumentada podem apresentar

Hb H ou Hb de

Bart

Nos portadores de [ talassemia 0 VGM e a HGM encontram-se reduzidos de forma muito
significativa, enquanto que nos portadores de a talassemia o VGM e a HGM estdo
reduzidos de forma ligeira a moderada. Em ambos os casos, os GV apresentam-se

microciticos e hipocrémicos, podendo haver uma anemia ligeira (4).

A B talassemia é caracterizada por um aumento da concentracdo relativa da Hb A»
associada a uma diminuicdo da Hb A (5,9). Os valores de Hb Az variam entre 2,4 e 3,2%
em individuos normais e saudaveis, sendo que em portadores de P talassemia podem
variar entre 3,6 e 7%; os valores de Hb A entre 3,2 e 3,6% s&o considerados valores
limite e é necessario realizar mais analises antes de determinar o diagndstico (4). No
INSA, o valor limite de Hb A2 considerado normal e 3,5%. Uma concentragdo de Hb A
superior a 4% tem uma sensibilidade de aproximadamente 100% e uma especificidade de
90% para o diagnostico de uma [} talassemia (9,45). Desta forma, a quantificacdo de Hb
Az ¢ o teste mais decisivo para o diagnostico de portador de P talassemia. Porém, a

presenca de mutacdes de d talassemia pode dificultar a quantificagdo exata de Hb Az (4).

A P talassemia major é caracterizada por niveis de Hb e de HGM muito reduzidos, <7
g/dL e <20 pg, respetivamente. O esfregaco de sangue de individuos com esta condicao,
apresenta poiquilocitose marcada, células target e eritroblastos. O numero de eritroblastos
esta relacionado com o grau de ineficacia da eritropoiese, apresentando-se marcadamente

elevado ap6s uma esplenectomia (4).
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Os portadores de o talassemia apresentam GV normais ou ligeiramente microciticos e 0s
valores de Hb Az e Hb F estdo dentro dos valores normais. No periodo neonatal, podem
ser detetados niveis ligeiros de Hb de Bart (1-3%). Os portadores de o talassemia
apresentam uma anemia ligeira, hipocromica e microcitica, anisopoiquilocitose e uma
ligeira reducdo do VGM e da HGM. No periodo neonatal, a Hb de Bart esta presente em
quantidades moderadas (3-8%) (4). Como os portadores do genétipo oa/-- € a-/o-
apresentam indices hematoldgicos idénticos, € necessario realizar uma anélise molecular
para determinar qual é a mutacdo presente e avaliar qual é o risco de um casal poder

conceber uma criangca com hidropisia fetal de Bart (5).

A doenca da Hb H é, obviamente, caracterizada pela presenca de Hb H, cujos niveis
podem variar entre 3 e 30%, e por uma anemia microcitica e hipocromica ligeira a severa
(4). Os recem-nascidos com uma delecdo de trés genes HBA, tém concentracfes
detetaveis de Hb de Bart aquando do nascimento, sendo que esta € posteriormente
substituida por Hb H na idade adulta (9). Na hidropisia fetal de Bart, 0 sangue apenas

contém Hb de Bart e uma pequena quantidade de Hb Portland (4).

Os dois métodos de detecdo mais usados sdao 0 HPLC e a EC (9). Tanto o HPLC como a
EC detetam os diferentes tipos de Hb com base nos seus diferentes potenciais de eluicao
ou de migracdo, usando a detecdo espetrofotométrica a 415 nm (9). As principais
diferencas entre o HPLC e a EC estdo descritas na tabela 2 (9).

Tabela 2- Principais diferencas entre o HPLC e a EC no diagnostico de
hemoglobinopatias. Adaptado de (9).

Na&o separaa Hb E da Hb A> Separa todas as Hb variantes principais
Valores de Hb A; falsamente elevados em Valores de Hb A falsamente elevados em
individuos com Hb S individuos com Hb C

E necessario recalibrar N&o é necessario recalibrar

N&o sdo necessarias etapas adicionais em Amostras sem Hb A necessitam de
individuos sem Hb A diluicdo 1:1 para interpretar corretamente

Elevada abundancia de literatura Menor abundancia relativa de literatura
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11.1.1. HPLC

O HPLC usa a cromatografia de troca de iGes de forma a reter os principais tipos de Hb
na coluna. A separacdo ocorre através da eluicdo por gradiente salino e os diferentes

tempos de retengéo das Hb sdo visualizados num cromatograma (9).

O HPLC baseia-se numa cromatografia liquida de alta eficiéncia de troca ionica, que em
a associacdo com um gradiente de eluicdo permite separar 0s subtipos e as variantes de
Hb. As fracbes de Hb separadas sdo monitorizadas num detetor espetrofotométrico num
comprimento de onda de 415 nm (24). A Hb total, ligada a uma matriz de permuta ionica
solida é eluida ao longo do tempo, através de um gradiente de pH pré-programado com
uma forca idnica crescente. O tempo, desde a injecdo da amostra na coluna e o ponto de
eluicdo, é conhecido como o tempo de retencdo. O tempo de retencdo caracteristico para
cada espécie de Hb é medido por absorvéncia, produzindo um cromatograma que €
comparado com padr@es especificos, que devem ser reprodutiveis em qualquer coluna e

tampdo, a uma temperatura especifica (5).

O HPLC néo consegue separar a Hb E da Hb A>. Isto pode dar origem a uma incapacidade
de diferenciar um portador de Hb E de um portador de Hb E com uma [ talassemia
subjacente. De forma geral, na Hb E/p talassemia o cromatograma do HPLC apresenta
um pico de Hb E mais elevado, com um aumento de Hb F e um pico de Hb A ausente ou
muito reduzido. Por outro lado, o cromatograma de um portador de Hb E apresenta um
pico proeminente de Hb A e a Hb E sera inferior a 30% (9). A Hb Lepore também elui

com a Hb Az pelo que a interpretacdo do cromatograma é mais dificil (5).

Como ja foi mencionado, é muito importante detetar precocemente a presenca de Hb
estruturalmente variantes porque a sua presenca altera os resultados laboratoriais. O
HPLC pode apresentar valores de Hb A indevidamente elevados devido & presenca de
Hb Sic em doentes com Hb S (9).

11.1.2. Eletroforese Capilar

A EC baseia-se no facto de que, as moléculas carregadas eletricamente sdo separadas em
funcdo da sua mobilidade eletroforética, num regulador de alcalinidade com um pH

especifico. A separagdo tambem ocorre em funcdo do pH do eletrdlito e do fluxo
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electroosmatico. As Hb, separadas em capilares de silicio, sdo detetadas direta e

especificamente através da sua absorvéncia a um comprimento de onda de 415 nm (24).

A EC permite a quantificacdo direta de Hb A, Hb F e Hb Az e pode discriminar a HbA>
daHb E edaHb S, mas ndo da Hb C, pelo que os valores de Hb Az podem ser falsamente
elevados em individuos com Hb C (5,9). A EC é capaz de identificaraHb S,aHb C, a
Hb D-Punjab, a Hb G-Philadelphia e a Hb E, e separa a Hb Lepore e a Hb E da Hb A>

).

Uma das vantagens da EC é que a Hb de Bart e a Hb H sdo detetadas e identificadas,
sendo possivel a sua quantificacdo para concentracdes superiores a 3%. Outra vantagem
da EC ¢ o facto de ndo precisar de calibracdo, visto que a consisténcia nos capilares
carregados permite que as atribuicdes de migracdo sejam baseadas na Hb A e na Hb Az
presentes em cada amostra individual. No entanto, em individuos com Hb A ausente é
necessario proceder a uma mistura com uma diluicdo de sangue total normal de 1:1, de

forma a confirmar a identificacdo de variantes relativamente a migracéo de Hb A (9).

11.1.3. Focagem Isoelétrica

Na FIE, um meio de gel com um gradiente de pH é usado para separar espécies de Hb
sob acdo de um campo elétrico. Cada uma das espécies de Hb presentes numa amostra
migra para a zona do meio em que o pH do gel corresponde ao seu ponto isoelétrico (pl).
Neste ponto, a carga elétrica torna-se zero e a migracao termina. A FIE permite uma boa
separacdo da Hb F, da Hb A e das outras variantes: Hb S, Hb C, Hb E, Hb D-Punjab e Hb
O-Arabe. No entanto, a FIE nfo é exata para a quantificacdo de HbA, (5). A FIE é
frequentemente considerada o gold standard bioguimico para mutacdes da Hb (9).

11.2. Metodos Moleculares
A natureza complexa da componente genética das hemoglobinopatias implica um elevado
nivel de pericia, na interpretacéo dos resultados dos exames para avaliar qual é o gendtipo

mais provavel que, posteriormente, sera validado por analise do DNA (5).

A maioria dos ensaios moleculares sdo direcionados para mutagdes especificas. Em geral,
estas metodologias séo robustas e econdmicas porque identificam mutag6es especificas,

que foram previamente descritas e estudadas extensivamente. Por outro lado, a detecédo
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direcionada para mutacfes especificas é simultaneamente uma limitacdo, visto que as
mutacdes, fora dos limites pré-definidos, ndo sdo detetadas. As metodologias
direcionadas incluem: Gap-PCR, amplificacdo de sonda dependente de ligacdo multipla,
dot blots com hibridacao de oligonucle6tidos especificos de alelos e PCR especifica de
alelos (9). Felizmente, um ndmero limitado de mutagdes pontuais sdo prevalentes em
diferentes grupos étnicos; portanto, para qualquer regido étnica, é inicialmente usado um

método de PCR projetado para detetar as mutagdes especificas comuns nessa etnia (4).

A maior parte das o talassemias (95%) e um subconjunto de [ talassemias
(aproximadamente 5%) sdo causadas por grandes delecfes cromossémicas. A
metodologia convencional para detetar essas dele¢Ges é a hibridagdo por Southern blot.
No entanto, a hibridacdo por Southern blot é uma técnica complicada e demorada e foi,
portanto, substituida por métodos baseados em amplificacdo. Gap-PCR é um excelente
método alternativo para detetar delecGes onde os pontos de interrupcdo foram descritos
previamente (9). Embora a analise molecular ndo seja exigida para confirmar o
diagnodstico de portador de [ talassemia, ela ¢ necessdria para validar a condicdo de
portador de o talassemia e obter o diagnostico definitivo de P talassemia intermédia

(4,11).

Com o aparecimento da sequenciacao de proxima geracao (SPG), o rastreio de portadores,
usando painéis para uma ampla gama de doencas monogénicas, autossomicas recessivas
ou ligadas ao cromossoma X, pode ser oferecido a casais de todas as etnias, aumentando
significativamente as taxas de detecdo (5,46). As hemoglobinopatias, incluindo a
drepanocitose e as o e P talassemias, sdo frequentemente incluidas nesses painéis
comerciais (5). A SPG ¢ baseada na sequenciacdo massiva e paralela de moléculas de
DNA amplificadas que, juntamente com poder computacional suficiente e um software
apropriado para uma analise eficiente de dados, permite realizar diagnosticos geneticos a
um preco acessivel. No entanto, a homologia entre os agrupamentos genéticos o e 3 ¢ tal,
que torna a abordagem da SPG as talassemias num processo muito dificil, demorado e

dispendioso (4).

11.3. Doseamento da Hb F
Hoje em dia, a abordagem mais comum para a quantificacdo da Hb F, é a sua separacéao

das restantes Hb por HPLC ou por EC. Na presenca de algumas Hb variantes (Hb S, Hb
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C, Hb Lepore e outras Hb instaveis) e em associagdo ao trago P talassémico, ha um
aumento ligeiro da Hb F (1-5%) em heterozigotos e um aumento mais pronunciado em
homozigotos. A presenca de Hb variantes pode também interferir na quantificacdo da Hb
F se tiverem tempos de retencéo semelhantes. Durante a gravidez, a Hb F aumenta até ao
seu nivel maximo no inicio do segundo semestre de gravidez, provavelmente em resposta
de uma inducdo fetal ou placentéria da producdo de células F que entram na circulagao
materna, e retorna aos valores normais no final da gestacdo. A quantificagdo da Hb F é
muito util no diagndstico de Persisténcia Hereditaria da Hb F (PHHF) e de 6f talassemias
(47).

11.4. Dificuldades no diagnostico
A co-heranga de cadeias de 9 globina variantes, de mutagdes de o talassemia e de delegdes
raras no gene HBD, pode dar origem a valores normais de Hb A2 em portadores de 8
talassemia e interferir no diagndstico correto desta condicdo. Pelo contrério, a presencga
de algumas Hb variantes (Hb E, Hb Spanish Town e Hb G-Accra), pode levar ao
aparecimento de valores de Hb A> muito elevados. Na quantificagdo da Hb Az por HPLC,
a Hb Lepore elui na mesma fracdo, pelo que heterozigotos para a Hb Lepore podem
apresentar valores aparentes de Hb A2 superiores a 10% (41). O diagnostico da Hb H CS
normalmente requer a analise do DNA porque a Hb é muito instavel e pode ndo ser

detetada por eletroforese (28).
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12.  Abordagens Terapéuticas

O fendtipo de portadores de talassemia varia de quase assintomatico a muito severo,
necessitando de TS ao longo da vida (5,32). Devido a esta carga para a saude, muitos
paises com elevada prevaléncia de talassemia estdo comprometidos com a implementagéo
de medidas de controlo, incluindo rastreio de portadores e diagndstico pré-natal. Os casais
com historico familiar de talassemia que planeiam ter filhos sdo aconselhados a fazer um
rastreio de hemoglobinopatias, seguido de aconselhamento genético apropriado. A
interacdo de diferentes tipos de hemoglobinopatias pode conduzir a riscos variaveis para
os descendentes, dependendo da combinagdo dos gendtipos dos pais e do nimero de

genes mutantes co-herdados (figura 9) (5).

Hb S
Hb Lepore
Hb E
Hb O0-Arabe
Hb C
Hb D Punjab

a*- Talassemia

a?- Talassemia

B-Talassemia
5p-Talassemia

*. Talassemia 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |Risco desconhecido
E“- Talassemia 2 1 0 3 3 3 3 0 0 0 1 |Possivel risco severo

Hb S 0 0 1 1 2 2 0 1 1 1 2 |Risco severo menor
p- Talasscmia 0 3 1 1 1 1 1 2 0 0 3 |Risco severo maior
5B-Talassemia 0 3 2 1 1 1 2 2 0 0
Hb Lepore 0 3 2 1 1 1 2 2 0 0
Hb E 0 3 0 1 2 2 0 0 0 0
Hb O-Arabe 0 0 1 2 2 2 o 0 0 0
Hb C 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Hb D Punjab 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0

Figura 9- Severidade clinica potencial de hemoglobinopatias em criancas cujos pais tém
as doencas indicadas. Adaptado de (5)

E necessaria a analise do DNA antes de qualquer tratamento, para determinar o
prognostico e a terapia adequada (5). O rastreio pré-natal, o aconselhamento genético e o
diagnostico pré-natal sdo essenciais para identificar individuos em risco, de forma a
assegurar um nivel de cuidados apropriado, especialmente para a mae, durante a gravidez
(16,32).
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12.1.  Transplante de Medula Ossea
O transplante de medula 6ssea (TMO) €, atualmente, o Unico método de cura para a 3
talassemia major (11). O TMO de irmaos com um perfil de antigénios leucocitarios
humanos (HLA) compativel, tem sido cada vez mais utilizado como o método de cura de
hemoglobinopatias. Ao longo do tempo, um elevado nimero de fatores - o uso
ciclosporina, um tratamento mais eficaz da infecdo pelo citomegalovirus, técnicas
aperfeicoadas de esterilidade e a evolucéo da terapia antibiomicrobiana — conduziram a

uma melhoria extraordinaria dos resultados de TMO (10).

Foram identificadas trés classes de doentes, com base nos seguintes fatores de risco, que

tém uma influéncia significativa no resultado pds-transplante:

e Terapia de quelacdo inadequada
e Presenca de fibrose hepética

e Hepatomegalia

Os doentes na Classe | ndo possuem nenhum dos fatores de risco, os doentes na Classe Il
possuem um ou dois fatores de risco e os doentes na Classe 111 possuem todos os fatores
de risco. As probabilidades de sobrevivéncia e sobrevida livre de doenca, para as criancas
de classe I, com talassemia major, transplantadas no inicio da doenca, sao de 93% e 91%,
respetivamente, com 2% de risco de rejeicdo e 8% de risco de mortalidade relacionada ao
transplante. Os doentes de Classe Il ttm uma probabilidade de sobrevivéncia de 87% e
83% de probabilidade de sobrevida livre de doenca, com 3% de risco de rejeicdo e 15%
de risco de mortalidade por nédo rejeicdo, enquanto os doentes de Classe 111 tém uma 79%
de probabilidade de sobrevivéncia e 58% de probabilidade de sobrevida livre de doenca,
com 28% de risco de rejei¢do e 19% de risco de mortalidade por néo rejei¢éo (10).

De forma geral, a utilizacdo do TMO ¢ limitada pela disponibilidade de um familiar
dador, com um HLA compativel. Existe 25% de probabilidades que um irmao tenha um
HLA compativel, no entanto, a probabilidade de um paciente com talassemia ter um irmao
dador com um HLA compativel varia com o tamanho da familia. Como a maioria dos
doentes com talassemia ndo possui um irmdo dador compativel, ha interesse em usar
dadores ndo familiares compativeis. Infelizmente, as taxas de complicacdes de
transplantes usando dadores nao familiares compativeis sdo geralmente muito maiores do

que com os transplantes entre irmdos compativeis (10). Espera-se que com as melhorias
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continuas nas técnicas de correspondéncia (matching), as taxas de complicagdes seréo

reduzidas a niveis aceitaveis (10).

O uso de células estaminais, obtidas a partir de sangue do corddao umbilical colhido no
momento do parto, tem tido um interesse crescente. Existem varias vantagens possiveis
para essa abordagem. Primeiro, as células estaminais podem ser obtidas facilmente na
altura do nascimento e, muitas vezes, em quantidade suficiente para uma doagdo bem-
sucedida - evitando assim a colheita da medula 6ssea de um dador numa idade posterior.
Em segundo lugar, foi sugerido que a doenca do enxerto versus hospedeiro (DEVH) pode
ser menos grave, quando as células estaminais sdo obtidas neste momento inicial da vida.
Em terceiro lugar, a rotina de colheita de células estaminais do sangue do corddo
umbilical de todos os partos, proporcionaria um conjunto maior de doadores para a cura
da B talassemia major (10). No entanto, a evidéncia de diminuicdo da DEVH usando o
sangue do corddo umbilical ndo é persuasiva. E, em muitos casos, a quantidade de células

estaminais obtidas é insuficiente para um transplante num individuo adulto (10).

Embora o0 TMO tenha um custo elevado, ele pode ser considerado econémico quando
comparado com o valor das TS ao longo da vida, juntamente com a quelagao e a gestéo
das complicagdes da talassemia. O TMO é uma opcdo econémica mesmo nos paises em
desenvolvimento. Atualmente, mais de 30% dos TMO sdo realizados regularmente em
paises ndo industrializados, sem diferencas significativas com os TMO realizados nos

paises industrializados, em termos de resultados (11,48).

O seguimento clinico pos-transplante, em individuos com [ talassemia major, é
particularmente importante. No primeiro ano, é essencial a monitorizacao cuidadosa dos
parametros hematoldgicos e de enxerto, complicagcdes infeciosas e DEVH. O
acompanhamento a longo prazo, ap6s TMO, é de particular interesse na monitorizagao
da evolugdo de problemas de mdultiplos sistemas relacionados com a talassemia,
nomeadamente a sobrecarga de ferro, o desenvolvimento puberal, 0 atraso do crescimento
e as deficiéncias endocrinas. A sobrecarga de ferro, a hepatite cronica, a funcédo cardiaca
e as deficiéncias enddcrinas podem ser mais facilmente controladas apés o TMO,
permitindo ocasionalmente a cicatrizacio de 6rgdos danificados (10). E particularmente
importante remover o0 excesso de ferro apds o TMO. Isso geralmente pode ser conseguido

por flebotomia (6 mL/kg de sangue retirado a intervalos de 14 dias) (10).
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12.2.  Transfusdes de sangue

As TS continuam a ser a terapia standard para as formas severas de talassemia, sendo que

a sua frequéncia e requisitos variam, de forma indireta, com a severidade da doenca (4).
Os objetivos principais das TS sdo:

e Manter a viabilidade e a funcionalidade dos GV durante o armazenamento, de
forma a assegurar o aporte suficiente de oxigénio;

e Usar 0s GV do dador, com um tempo de vida e de recuperagéo normal no recetor;

e Atingir os niveis apropriados de Hb;

e Evitar reacGes adversas, incluindo a transmissao de agentes infeciosos (10).

Para salvaguardar a satde dos recetores de TS, incluindo os doentes com talassemia, a
dadiva de sangue deve ser colhida de dadores voluntérios, cuidadosamente selecionados
e ndo remunerados e, deve ser colhida, processada, armazenada e distribuida pelos centros
nacionais de TS. Os doentes com [ talassemia devem de receber unidades de GV
leucorreduzidos e com um conteddo minimo de Hb de 40 g. A leucorreducdo contribui
para a diminuicdo do numero de reacGes adversas apds as TS e na prevencdo da

aloimunizagéo (10).

Nem todos os doentes com talassemias necessitam de TS, pelo que é necessario realizar
uma avaliacdo, para determinar quais os individuos com indicacdo para iniciar o
tratamento. Os critérios de avaliacdo incluem o diagnoéstico laboratorial confirmado de 3
talassemia, uma Hb < 7 g/dL em duas ocasifes diferentes, com uma separacdo de 2
semanas e exclusao de outras causas para a anemia (por exemplo, infe¢bes), ou uma Hb
> 7 g/dL e alteragOes faciais, atrasos no desenvolvimento, fraturas e hematopoiese

extramedular (10).

O tratamento recomendado inclui TS a cada 2-5 semanas, de forma a manter uma Hb pré-
transfusdo de 9-10,5 g/dL. E necessario manter um registo cuidado para cada paciente,
incluindo o volume ou o peso das unidades de sangue administradas, o hematdcrito das
mesmas unidades e o peso do paciente. Estes dados permitem calcular o volume total de
sangue e de GV transferidos por kg de peso corporal e a quantidade de ferro transferido
por kg de peso corporal no periodo de um ano. Caso ndo seja possivel calcular estas
estimativas, assume-se que cada unidade de sangue contém 200 mg de ferro. Idealmente,

um individuo com talassemia, devera receber as TS sempre no mesmo local e, quaisquer

-39 -



Talassemias: Etiologia, Fisiopatologia, Diagnostico e Abordagens Terapéuticas

planos de viagem, devem ser coordenados com o plano de transfusdes do doente, de forma

a evitar receber TS noutros locais (10).

12.3. Quelacao de sangue
A auséncia de qualquer mecanismo do organismo humano para excretar o excesso de
ferro, torna essencial a terapia de quelacéo de ferro que constitui, juntamente com as TS,
a base do tratamento de doentes com talassemias (10). A quelacdo aumentou de forma
significativa o tempo de vida dos doentes com talassemia, por diminuir o nimero de
mortes prematuras por insuficiéncia cardiaca, devido ao excesso de ferro (49). A absorcao
normal de ferro no intestino é 1-2 mg/dia, sendo aumentada mdltiplas vezes em

individuos com talassemias que ndo recebem TS (10).

O objetivo priméario da quelacdo de ferro é diminuir a quantidade de ferro nos tecidos de
forma a manter niveis constantes e seguros de ferro no organismo (10). A sobrecarga de
ferro é a causa principal de morbilidade ¢ mortalidade na B talassemia. A acumulago
cronica de ferro é causada pelas TS (6-10 g/ano) e, em parte, devido a absor¢do aumentada

no intestino (11).

E recomendado medir a ferritina a cada 3 meses e fazer uma ressonancia magnética (RM)
ao figado e ao coracdo todos os anos, ou mais frequentemente, se necessario (23). A
concentracdo de ferro no figado (CFF) € considerada o padrédo de referéncia para calcular
a carga de ferro no organismo, e prever a quantidade de ferro total nas reservas do corpo.
A CFF pode ser medida por bidpsia, por RM ou por biosusceptometria (1).

A RM também é capaz de medir, de forma néo invasiva, o ferro no tecido cardiaco através
das diferencas de relaxamento magneético entre os tecidos normais e os tecidos
sobrecarregados de ferro (11). O T2* é o0 tempo necessario para que o sinal do miocardio
diminua em 63%, e seja medido em milissegundos; no miocardio saudavel o T2* é de 40
ms e, devido a sua distribuicdo ndo paramétrica, os individuos saudaveis ndo possuem
valores abaixo de 20 ms (11,50). O valor de T2* diminui com o0 aumento da concentragao
de ferro (10). Logo, para além de identificar os doentes em risco de insuficiéncia cardiaca,
0 T2* no miocardio também identifica aqueles em quem o tratamento de quelagédo deve
ser intensificado. Portanto, a RM tem um grande impacto nas escolhas de quelacéo (11).

Evidéncias recentes sugerem que a primeira avaliacdo de T2* deve ser realizada tdo cedo
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quanto aos 6 anos, se 0 paciente realizar TS massivas ou se tiver uma quelacédo
insuficiente (11,51).

O dano as células B pancreaticas parece estar correlacionado com o stress oxidante
secundario a acumulagdo de ferro e com a resisténcia cronica a insulina. Recentemente, a
RM foi usada para medir a sobrecarga de ferro no pancreas. As técnicas de RM também
foram usadas para avaliar a sobrecarga de ferro da hipofise e o seu volume. Estes dois
parametros sdo fatores preditivos e independentes do hipogonadismo. O hipogonadismo

¢ a morbilidade mais comum nos individuos com f talassemia major (11).

12.3.1. Complicagdes
A sobrecarga de ferro e as suas consequéncias sao as principais complicacdes resultantes
da terapia de TS. Um adulto com talassemia major que receba duas unidades de GV a
cada 3 semanas, vai acumular 10g de ferro por ano (16).

A hepatopatia é a maior complicagdo da 3 talassemia €, é provocada pelo dano causado
pelo excesso de ferro no figado e, no caso particular de doentes mais antigos, por causa
dos efeitos das infe¢des virais, transmitidas pelas TS (11). As complicagdes causadas pelo
excesso de ferro incluem a cirrose hepatica, insuficiéncia cardiaca e arritmias, e
complicacBes enddcrinas, como diabetes mellitus, hipogonadismo, hipotiroidismo e

osteoporose (16).

A sobrecarga de ferro aparece mais cedo no figado e, posteriormente, no coracdo e no
pancreas, devido a diferentes mecanismos de carga e descarga de ferro (11,52). Além
disso, quando o ferro hepéatico aumenta, a reserva de ferro labil aumenta rapidamente e,
pode entrar no coragdo. Portanto, a quelacdo adequada do ferro do figado, parece ser
essencial para prevenir ndo apenas a fibrose e a cirrose hepatica, mas também o

envolvimento cardiaco (11).

Em doentes com P talassemia major, a principal causa de morte continua a ser a
insuficiéncia cardiaca, por sobrecarga de ferro no coracéo. O inicio da cardiomiopatia é
insidioso e, muitas vezes, é encoberto pelo facto de que a fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo, por causa da anemia crénica, tende a permanecer por muito tempo no intervalo

de valores normais para pessoas ndo anémicas. A morbidade e a mortalidade por
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cardiomiopatia relacionada ao ferro sdo evitaveis, se for instituida e mantida, ao longo do

tempo, uma terapia de quelacdo adequada (11).

A deterioracdo dos 6rgdos endocrinos, incluindo o pancreas, € uma complicacdo comum
na 3 talassemia major. Como esses 6rgdos acumulam exclusivamente o ferro ndo ligado
a transferrina, eles podem estar danificados, mesmo quando o equilibrio total do ferro do

COrpo € neutro ou negativo (11,53).

Quase 60% dos doentes adultos com P talassemia major apresentam uma massa 0ssea
reduzida para a idade, com um maior risco de fraturas e dor 6ssea (11,54). O excesso de
ferro € um fator importante para a reducdo da densidade mineral 6ssea. A sobrecarga de
ferro € responsavel pelo hipogonadismo que, por sua vez, causa osteopenia e osteoporose.
A esplenomegalia é uma complica¢do normal em individuos que realizam TS, de forma
regular. Antigamente, era normal realizar-se uma esplenectomia na primeira década de
vida mas, hoje em dia, adia-se a realizacdo de uma esplenectomia 0 maximo possivel,

devido as complicacdes trombdticas e as infecBes (11).

12.3.2. Agentes Quelantes
A desferroxamina (DFO) foi o unico agente quelante disponivel, durante quase 30 anos,
e requer administracdo subcutanea, o que diminui a conformidade e tem eficacia limitada
a nivel cardiaco. Com a introducdo de dois quelantes orais no mercado — a deferiprona
(DFP) e o deferasirox (DFX), a quelagdo tornou-se um processo mais simples e facil para

individuos com talassemias, e aumentou a sua conformidade (11,49).

As principais desvantagens da DFO s&o o seu custo elevado e a sua administragio
parental. O ferro em excesso é excretado na urina e nas fezes, sendo que, com 0 aumento
da concentracdo da DFO também ha um aumento na proporcéo de ferro excretado nas
fezes. O ferro excretado na urina resulta da destruicdo dos GV pelos macréfagos,

enquanto que o ferro excretado nas fezes resulta da quelacdo do mesmo no figado (10).

Sdo necessarias trés moléculas de DFP para se ligarem a um atomo de ferro e a eficiéncia
desta ligacdo diminui @ medida que a concentracdo de ferro ou do agente quelante

diminui. A excrecéo de ferro é quase exclusivamente urinaria(10).

O DFX é o agente quelante mais recente e necessita de duas moléculas de DFX para se
ligar a um &tomo de ferro. A excre¢do de ferro é quase exclusivamente fecal(10).
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Um estudo prospetivo randomizado, recente, analisou 96 doentes, com dois tipos de
tratamento de quelacdo diferentes: DFP/DFO e DFP/DFX. Ambos apresentaram uma
reducdo da ferritina serica e uma melhoria do T2* cardiaco. No entanto, a combinagéo
DFP/DFX foi melhor na diminuicdo da sobrecarga de ferro do miocéardio, na
conformidade e na satisfacdo do paciente, sem eventos adversos significativos (11,55). A
combinacéo de agentes quelantes vai-se tornar a base da terapia de quelagdo e contribuir
para a melhoria da prevencao e do tratamento da sobrecarga de ferro (11).

12.4. Prevencao e Rastreio
A prevencao inclui a identificacdo atempada de casais portadores para que eles possam
ser informados sobre suas escolhas reprodutivas e, em seguida, proceder a selecdo da
opcao reprodutiva mais apropriada para eles. As hemoglobinopatias sdo, com raras
excecdes, transmitidas de forma autossémica recessiva, 0 que significa que, quando
ambos os parceiros de um casal possuem mutagdes graves do gene HBB ou do gene HBA,
ha 1 em 4 possibilidades de que cada gravidez sera afetada com uma hemoglobinopatia

severa (12).

A maioria dos casais ndo opta pela doagdo de gametas nem pela adogéo, pelo que as
opcOes reprodutivas preferidas sdo o diagndstico pré-natal ou o diagndstico genético pré-
implantacdo (DGPI) (12). Devido a questdes culturais ou religiosas, alguns paises nao
permitem o aborto terapéutico e como as taxas de cancelamento de casamentos entre
portadores sdo diminutas, é dificil alcangar um controlo eficaz dos nascimentos de

criangas com talassemias (56).

12.4.1. Rastreio Pré-matrimonial
O objetivo do rastreio pré-matrimonial é identificar o estado de portador em casais para
avaliar a possibilidade de ter um filho com talassemia. Estes casais tém varias opgoes
incluindo ndo se casarem, fertilizac&o in vitro, adocdo ou realizarem um rastreio pré-natal
com a possibilidade de abortar. Os paises onde o rastreio pré-matrimonial é obrigatério

s&0 os Emirados Arabes Unidos, a Arabia Saudita, a Jordania, o Chipre, o Irdo e a Turquia

).
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12.4.2. Rastreio Pré-natal

A maior desvantagem do rastreio pré-natal € o término da gravidez se o casal decidir ter
filhos que ndo sejam afetados por hemoglobinopatias (12). Atualmente, existem dois
procedimentos para a obtencdo de material genético fetal: amostragem de trofoblastos a
partir das 11 semanas de gravidez e amniocentese, geralmente ap6s 15 semanas (12,57).
O uso de sangue materno como fonte de DNA fetal, para determinar o gendtipo fetal ainda
estd sendo validado para aplicagéo clinica, embora seja provavel que o diagnostico pre-
natal ndo-invasivo para doengas monogenicas seja, em breve, uma op¢do adicional para
analisar o estado genético de uma gravidez em curso (12,58). O custo do rastreio pré-
natal € muito inferior ao custo de tratamentos para a talassemia durante toda a vida, pelo

que o rastreio pré-natal € a opcdo com melhor custo-efetividade (56).

12.4.3. Diagnostico Genetico Pré-implantacao
O objetivo do DGPI ¢é caracterizar o estado genético das células, que foram colhidas de
odcitos/zigotos ou embrides cultivados in vitro, durante o tratamento reprodutivo
assistido. O DGPI pode ser aplicado como uma forma de diagndéstico pré-natal precoce
com o objetivo de estabelecer uma gravidez ndo afetada por uma hemoglobinopatia. Além
disso, o DGPI pode identificar embriGes que sdo HLA compativeis com um irmao
existente, afetado por uma hemoglobinopatia, para permitir um transplante de células
estaminais hematopoiéticas. A DGPI tem uma vantagem em relacdo ao diagndstico pré-
natal convencional, porque nao hé a necessidade de considerar o término da gravidez caso
0 embrido seja afetado. No entanto, o PDGI é um procedimento amplo, complexo e
dispendioso, com um resultado imprevisivel e, portanto, é mais adequado para casais com

um historico de dificuldades em engravidar (12).

12.5. Novas Abordagens

12.5.1. Modulacéo da sintese de cadeias de y globina para a f§

talassemia major
Uma abordagem inovadora, consiste na reativacdo dos genes responsaveis pela sintese de
Hb F, de forma a corrigir ou melhorar o desequilibrio das cadeias de globina na
talassemia major (10). Esta abordagem baseia-se no facto que, os doentes com [
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talassemia que produzem niveis mais elevados de Hb F, como no caso da PHHF, tém um
desequilibrio das cadeias de globina menos acentuado e apresentam uma anemia menos

severa (10).

Uma maior producdo de cadeias de y globina, poderia corrigir o desequilibrio entre as
cadeias de globina tipo a: tipo B, neutralizando o excesso de cadeias de a globina e
aumentar a sobrevivéncia dos precursores eritroides, o que melhoraria a anemia dos
pacientes com B talassemia. Atualmente, estdo a investigar-se trés classes terapéuticas
diferentes de indutores da cadeia de y globina, incluindo agentes citostaticos de
hipometilag&o, derivados de acidos gordos de cadeia curta e a eritropoietina recombinante
(112).

12.5.2. Terapia Genética
O conceito de usar a terapia genética para curar as hemoglobinopatias é simples. Os GV
sdo produzidos de forma continua pelas células estaminais hematopoiéticas da medula
Ossea. Assim sendo, a transferéncia de uma cdpia estavel do gene que sintetiza para a
globina afetada, nas células estaminais hematopoiéticas da medula éssea, daria origem a
uma nova geragdo GV funcionais. Neste caso, ndo se utilizou um transplante de medula
Ossea. A introducdo da clpia estavel do gene terapéutico, nas células estaminais
hematopoiéticas da medula 6ssea é realizada atraves de um vetor retroviral, resultando no
splicing permanente, ou na integracdo do gene terapéutico no DNA das células estaminais

hematopoiéticas. O gene terapéutico é, entdo, mantido para o resto da vida (10).

Recentemente, iniciaram-se ensaios clinicos usando a terapia genética para as
hemoglobinopatias, com o objetivo de curar 5 pessoas com [ talassemia ¢ 5 pessoas com

drepanocitose, com idades compreendidas entre os 5 e 0s 35 anos (10).

12.6.  Aconselhamento genético e Cuidados
Até a0 momento, o diagnostico pré-natal é o unico método de prevenir o nascimento de
uma crianga com talassemia. Desta forma, em regides onde a talassemia é altamente
prevalente, uma estratégia ideal e efetiva de diminuir a taxa de doentes com talassemia é
identificar casais de alto risco de transmissdo. Quando ambos os pais sdo portadores, é

necessario realizar um diagndstico pré-natal durante a gravidez (2).
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Os pais, sem uma compreensdo completa da transmissao genética das talassemias, podem
ndo considerar o risco inerente a futuras gravidezes. O aconselhamento genético deve
incluir discussdes sobre opg¢des de prevencdo pré-concepcao, incluindo a escolha do
parceiro, ndo ter um filho bioldgico, usando semen/6vulo doado, o diagndstico pré-

implantacéo ou o diagndstico pré-natal (16,59).

Quando um diagndstico de doenca de Hb H, B talassemia intermédia (incluindo Hb E/B
talassemia) ou [ talassemia major for confirmado, os pacientes e os pais devem receber
aconselhamento completo e realista sobre a doenca e seu curso, acompanhados por uma
equipa especialista experiente. No tratamento de pacientes com talassemia, 0s pais e
irm&os de individuos diagnosticados, também devem ser avaliados para a possibilidade
de serem portadores ou possuirem outras mutacdes, e ser-lhes fornecido aconselhamento
genético adequado. Finalmente, os pais devem ser aconselhados sobre o rastreio pré-natal

e os riscos de ter outra crianga afetada durante cada gravidez subsequente (16,37).

O aconselhamento genético esta condicionado por alguns fatores, nomeadamente, a
barreira linguistica, quando se presta cuidados a imigrantes, e fatores socioculturais, que
podem atrasar a primeira consulta ap6s a gravidez, impedindo o respetivo rastreio pré-

natal e o aborto terapéutico associado (56).
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13. Conclusoes

A talassemia € uma doenca com um grande impacto na salde publica, porque os
individuos portadores (heterozigotos) podem passar a sua vida inteira sem serem
devidamente diagnosticados, sendo assintomaticos ou apresentarem uma ligeira anemia.
No entanto, os individuos homozigotos, resultantes de uma gravidez com dois pais
portadores, apresentam elevadas morbilidades, que condicionam a vida do doente, e uma

grande incidéncia de mortalidade, especialmente se o tratamento nao for adequado.

A talassemia €, agora mais do que nunca, uma doenca de desequilibrio. A nivel celular,
hd um desequilibrio na sintese de cadeias de globina, e a nivel da sociedade, hd um
desequilibrio entre a disponibilidade de recursos e a necessidade dos mesmos (49). E
necessario, agora mais que nunca, aumentar a colaboracao entre os paises desenvolvidos
e 0s paises em desenvolvimento, para que com a troca de recursos e de informacdes, se
possa travar a progressao das talassemias. Devido ao aumento da vida atil dos doentes
com talassemias e a migracdo dos mesmos, as talassemias estdo, rapidamente, a alastrar-
se por paises onde a sua presenca era rara. Embora os paises mais industrializados tenham
mais recursos financeiros e tecnolédgicos para detetarem e prevenirem as talassemias, ndo
possuem a experiéncia adquirida pelos paises em desenvolvimento, pelo que ndo sdo tao
capazes de promover rastreios intensivos, nem estdo prontos para detetarem novas
mutacgdes, que ndo facam parte das mutacdes previamente encontradas e documentadas
naquele pais. As questdes socioculturais e a barreira linguistica continuam a ser um
obstaculo a prevencdo das talassemias, sobretudo em populagdes imigrantes. Uma parte
significativa dos paises onde as talassemias sdo endémicas, ja implementou programas de
rastreios obrigatorios, e a maioria dos restantes paises, possuem bons programas de
rastreio e tiveram sucesso na reducédo das taxas de nascimento de criancas afetadas por
talassemias. Por motivos religiosos e culturais, o aborto terapéutico ndo € permitido em
alguns paises, pelo que a prevencdo de nascimentos de criangas afetadas por talassemias

nesses paises ndo é tdo bem-sucedida.

Atualmente, em Portugal, é recomendada a detecdo e informagdo precoce,
preferencialmente pré-concecional, de adultos portadores, a identificacio e o
aconselhamento genético dos casais em risco, e, quando necessario, a oferta de
diagnostico preé-natal (60). No entanto, o grau de informagdo e esclarecimento

relativamente as talassemias varia nas diversas regiées do pais e entre profissionais de
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salude. Os unicos estudos epidemioldgicos realizados em Portugal no ambito das
hemoglobinopatias decorreram entre 1983 e 1985, sendo que entre 1987 e 1993 realizou-
se um rastreio orientado de portadores no ambito do PNCH. O PNCH foi instituido em
1986 e encontra-se, atualmente, desativado, sendo que o ultimo estudo epidemioldgico
de talassemias em Portugal foi realizado em 1993. Atualmente, desconhece-se o nimero
exato de pessoas com talassemias em Portugal, nem esta prevista a implementagdo de um
programa que vise prevenir e controlar os nascimentos de criangas afetadas por
talassemias, apesar de Portugal ser um pais com uma elevada incidéncia de
hemoglobinopatias. Esta mesma incidéncia, juntamente com os fendmenos de imigracao
de pessoas oriundas de paises onde as talassemias sdo endémicas, faz prever um aumento
consideravel de casos de talassemias em Portugal. No entanto, sem um novo estudo

epidemioldgico, ndo é possivel tirar conclusdes exatas.
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14.  Perspetivas Futuras

A esperanca meédia de vida de individuos com talassemia aumentou significativamente
nas ultimas décadas, de tal forma que, com os avancos cientificos atuais, € dificil de
prever qual a esperanca média de vida para o futuro (49,61). No entanto, a prevaléncia
das talassemias engloba, na sua maioria, paises em desenvolvimento, que ndo possuem
os recursos financeiros e tecnoldgicos necessarios para disponibilizar a populacdo os
métodos de prevencdo, diagndstico e tratamento apropriados (49). Na realidade, a taxa de
sobrevivéncia de doentes com talassemia em paises de baixo rendimento, é similar a taxa
da Europa e dos Estados Unidos de ha 50 anos atrés (49,62). As infe¢cdes sdo uma das
causas de morte mais comuns para individuos com talassemias, sobretudo em criancas,
mas gracas a terapia antibiotica, ha cada vez mais pessoas a sobreviverem e a chegaram
a idade adulta, resultando num aumento de individuos com talassemias, que necessitam
de terapia a longo prazo. Todos estes fatores contribuem para que a talassemia seja um

problema de saude global grave, que ira perdurar nas proximas décadas (49,63).

No inicio do presente ano, foi publicado na revista Nature, um artigo que demonstrava
que a edicdo do genoma tem potencial para a correcao direcionada das mutacdes da linha
germinal. O artigo descreveu a corre¢cdo da mutacdo MYBPC3 heterozigética em
embrides humanos para pré-implantacdo através da CRISPR-Cas9. A eficiéncia, precisdo
e seguranca da abordagem apresentada sugere que tem potencial para ser usada para a
correcao de mutacGes hereditarias em embriGes humanos, complementando o diagnéstico
genético pré-implantacdo. No entanto, ainda ha muito a ser considerado antes das
aplicacdes clinicas, incluindo a reprodutibilidade da técnica com outras mutacdes

heterozigoticas (64).

No futuro, novas descobertas de intervencdo médica vao alterar o resultado clinico de
condi¢BGes universalmente fatais como a hidropisia fetal de Bart, através de TS
intrauterinas, seguidas de um transplante de células estaminais hematopoiéticas apos o

nascimento (56,65).

E de extrema importdncia promover a investigacdo cientifica na éarea das
hemoglobinopatias, de modo a realizarem-se mais ensaios clinicos, com novas
abordagens terapéuticas. O objetivo das novas abordagens terapéuticas € encontrar uma
cura para as talassemias, alternativa ao transplante de medula dssea, e minorar as

consequéncias desta patologia. Simultaneamente, é necessario continuar a investir nos
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programas de rastreio, em especial nos rastreios pré-matrimoniais e pré-natais, de forma
a haver uma diminuic&o significativa do nascimento de criangas com talassemias graves.
Com o devido investimento local, e com o apoio global dos especialistas em talassemias,

sera possivel evitar a maioria dos nascimentos de criancas afetadas.

Relativamente a Portugal, considero de extrema importancia reativar o PNCH e realizar
um novo estudo epidemioldgico de talassemias, para averiguar a sua frequéncia atual e
implementar um programa adequado de prevencdo e acompanhamento para os doentes

com hemoglobinopatias.
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