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RESUMO

A Talassemia Alfa, considerada uma das doencas monogénicas mais comuns no mundo,
constitui um grupo heterogéneo de alteracfes hereditarias causadas por delecbes que
afetam os genes reguladores alfa (o) e promovem o desequilibrio no conteido quantitativo
de globinas, culminando na diminuicdo de componentes normais dos niveis de
hemoglobina devido a perda de um ou mais genes a. A delecdo de 3,7Kb ¢ a mais
frequente em todo o mundo e, no Brasil, a prevaléncia varia entre 20 e 35%, dependendo
principalmente da raga, sendo mais predominante nos afrodescendentes. Um estudo
transversal de prevaléncia foi realizado com o objetivo de caracterizar a Talassemia Alfa,
compreendendo as delecdes -a*’ e -a*?, estimando sua frequéncia em individuos da
Regido Metropolitana de Manaus-Amazonas. A dele¢do foi investigada por GAP-PCR
para -a>’ e Multiplex-PCR para -o*2. O tamanho amostral incluiu 2798 individuos de seis
municipios da regido, compreendendo as cidades de Iranduba (N = 232), Itacoatiara (N =
301), Manacapuru (N = 287), Presidente Figueiredo (N = 370), Coari (N = 263) e a
capital, Manaus (N = 1345). Todas as amostras foram coletadas de hospitais e/ou centros
de salde de cada cidade. Especificamente em Manaus, as amostras foram estratificadas
entre individuos atendidos em centros de saude (N = 356) e um grupo especifico de
doadores de sangue atendidos no HEMOAM (N = 989). Todas as amostras foram
submetidas ao hemograma (por meio do contador automéatico ABX Pentra XL 80
HORIBA) e dosagem de Ferritina e Ferro Sérico (Bioclin® KIT). A extracdo de DNA foi
realizada utilizando kit Biopur Mini Spin Plus, armazenado a -20°C e processado
gradativamente. A Talassemia Alfa foi encontrada em 7,9% da populagdo geral (6%
heterozigotos e 1,9% homozigotos), as associacdes analisadas entre os portadores foram
estatisticamente significantes (<.001) entre os parametros hematoldgicos, exceto entre as
dosagem de Ferro Sérico e Ferritina. Nesse grupo, foi encontrado 158 individuos
microciticos e hipocrémicos, a frequéncia da delecdo nesse grupo alcangcou 40,68%. A
prevaléncia da -a’ foi de 5,35% nos doadores de sangue. O niimero de leucdcitos e
contagem de plaquetas ndo diferiu significativamente. Como de se esperar, os dados
hematoldgicos dessa populagdo foram mais reduzidos, considerando a comparacéo entre
os individuos normais (p<.001). Este estudo mostrou que os valores dos parametros
hematolégicos, especialmente MCV e MCH sdo menores em doadores com deficiéncia
de ferro, especialmente quando associado com a-talassemia e pode ser Gtil em discriminar
os diferentes tipos de anemia microcitica. Em conclusdo, acreditamos que a triagem para
traco de talassemia deve constituir o rol de analises solicitadas em aconselhamento
geneético e até mesmo pre-natal, assim como a existéncia de um teste de sangue padrao
antes da doacdo de sangue. Deve ser notado que este foi o primeiro estudo a realizar a
triagem de delecbes alfa na populacdo geral e em doadores de sangue da regido de
Manaus.

Palavras-chave: Hemoglobinopatias, Talassemia Alfa, GAP-PCR, Biologia Molecular
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ABSTRACT

Alpha thalassemia, one of the most common monogenic diseases in the world, is a
heterogeneous group of hereditary changes caused by those who affect the alpha (o)
regulatory genes and promote imbalance in the market in hemoglobin levels due to the
loss of one or more o genes. The 3.7Kb deletion is the most frequent worldwide and, in
Brazil, varied 20 and 35%, while it is mainly concentrated, being more predominant in
Afro-descendants. A major cross-sectional study was carried out with the aim of
characterizing an alpha thalassemia, comprising -o®’ and -o*? deletions, estimating its
frequency in a case of the Metropolitan Region of Manaus-Amazonas. The deletion was
investigated by GAP-PCR for -7 and Multiplex-PCR for -o*2. The sample size included
2798 municipalities of the region, comprising the cities of Iranduba (N = 232), Itacoatiara
(N =301), Manacapuru (N = 287), Presidente Figueiredo (N = 370), Coari (N = 263) and
the capital, Manaus (N = 1345). The samples were collected from hospitals and/or health
centers in each city. Specifically, in Manaus, the samples were stratified between care at
health centers (N = 356) and a specific group of blood donors seen at FHEMOAM (N =
989). All samples were submitted to the hemogram and by the dosage of Ferritin and
Serum Iron (Bioclin® KIT). DNA extraction was performed using Biopur Mini Spin Plus
kit, stored at -20°C and further processed. Alpha thalassemia was found in 7.9% of the
general population (6.0% heterozygous and 1.9% homozygous), as the variables analyzed
among the patients were statistically significant (<0.001) among hematological
parameters, except between Serum iron and Ferritin dosages. In this group, 158
microcytic and hypochromic subjects were found, with a frequency of 40.68%. The
prevalence of -a’ was 5.35% in blood donors. The number of leukocytes and platelet
counts did not differ significantly. As might be expected, hematological data were more
reduced, considering an average among normal individuals (p <.001). This is a study that
presents values of hematological parameters, especially MCV and HCM are lower in
donors with iron deficiency, while when associated with a-thalassemia and may be useful
in discriminating different types of microcytic anemia. In conclusion, we believe that
screening for the thalassemia trait should be built on genetic and at the same time prenatal
databases, as well as the existence of a standard blood test prior to donating blood. It
should be noted the first study to perform a screening of alpha deletions in the general
population and blood donors of the Manaus region.

Keywords: Hemoglobinopathies, Alpha Thalassemia, GAP-PCR, Molecular Biology
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1. INTRODUCAO

A talassemia alfa (TA) é uma doenca de ordem genética, cursando com diferentes
graus de anemia. Foi assim intitulada em razdo de sua etiologia de origem grega: Thalassa
que significa mar, e Haemas que significa sangue; denominada também como Anemia do
Mediterraneo®.

Em um contexto histérico, os primeiros achados compreendem principalmente
populacdes ao redor do Mar Mediterraneo, sendo locais com prevaléncia elevada desta
doenga. Paises do Sudeste Asiatico, Africanos, Oriente Médio e Europeus compreendem
as regides de maior prevaléncia da TA. No Brasil, por sua vez, a imigracdo oriunda das
localidades supracitadas foi fator substancial para que encontrassem portadores em todas
as regides do pais®.

Considerada uma alteracdo hereditaria autossémica recessiva, seu acometimento
da-se pela delecdo de um ou mais genes alfa, cursando com a reducdo de cadeias
globinicas alfa e consequente modificacdo da funcdo da molécula de hemoglobina. Sua
gravidade varia exatamente pela quantidade de genes acometidos®.

As hemoglobinopatias, de forma geral, sdo consideradas doencas de saude
publica. A investigacdo de individuos portadores da TA é essencial para que se dé a
importancia nas condutas terapéuticas, diagnostico e tratamento de forma correta,
recebendo apoio e suporte do corpo clinico bem como de seus familiares®.

Nesse contexto, além da determinacdo do diagnéstico molecular, a avaliacdo do
perfil hematoldgico nas populagdes estudadas no presente trabalho € bastante relevante,
ja que ainda ndo ha um padrdo claramente definido na populacéo brasileira, tornando essa
discussdo essencial. No que tange a Regido Norte, a estimativa da frequéncia da
Talassemia Alfa, além de oferecer dados para a determinacdo de caracteristicas
relacionadas, também fornecem informacgdes substancialmente validas na conduta do

tratamento dos portadores.

1.1 Estrutura e Sintese da Hemoglobina

A molécula de hemoglobina do adulto é composta por proteinas simetricamente
organizadas em 2 cadeias de globina do tipo ‘alfa’ (o) e 2 cadeias de globina do tipo ‘ndo
alfa’, podendo ser do tipo beta (B), delta (3), épsilon (g) ou gama (y) — dependendo do tipo
de hemoglobina a ser sintetizada. Localizada no interior do eritrécito, sua estrutura

16



quaternéria permite que cada cadeia se una a um anel tetrapirrélico de Protoporfirina I1X
ligado a um atomo de ferro (constituindo o grupamento Heme), protegendo o elemento
ferroso da solucdo plasmatica, propiciando a reversivel associacdo da molécula de

0xigénio e o seu consequente transporte dos pulmdes aos tecidos®.

Figura 1 — Representacdo esquematica da molécula de hemoglobina. Adaptado de Koury et al., 2013©),

A producao de hemoglobina ocorre durante todo processo de maturacdo celular,
persistindo até os estagios de reticuldcitos. A completa organizacdo da hemoglobina da-
Se a0 passo em que se processa a correta expressdo dos genes de sintese da globina, a
formacéo do grupamento Heme (junto a sintese de Protoporfirina 1X) e o aporte de ferro
plasmatico a mitocondria®.

A sintese de cadeias de globina precisa ser equilibrada para que a formacao da
hemoglobina seja eficiente, do contrario, fenotipos patologicos de anemias hereditarias
acabam surgindo. A regulacdo génica tanto da sintese como da organizacao estrutural das
principais hemoglobinas humanas o e f ¢ promovida por 2 clusters. Esses grupamentos
génicos (representados esquematicamente na Figura 2) encontram-se em Cromossomos
distintos; no cromossomo 16 estdo localizados os clusters o e no cromossomo 11, os .
O grupamento a localiza-se proximo a extremidade do brago curto do cromossomo 16
(16p13.3) e compreende 3 genes funcionais (a2 e ol e um gene zeta ({) embriondrio), 3
pseudogenes (Y(~¥Pp—Fa1), além de p e 6:(7.

Situados na por¢do terminal do cromossomo 11 (11p15.5), o grupamento das

cadeias de globina p compreendem os genes funcionais B, 8, €, dois genes gama (Gy e Ay)
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e um pseudogene beta (WP). De madeira ordenada ¢ possivel observar: 5’ ——Sy—"y—Vp—

5-p-3°0.

Figura 2 — Representacdo esquematica dos genes das cadeias globinicas. Adaptado de Kasper et al., 2015
©)

:_ ‘l'; n Yo ”2 (I.l -l;p 81
16 & i = ——ft = H# = —3
€ Gy Ay Y¥B S P
15 f - - 3
Fetal A, A
a,Y, a,5, a,B,

Durante a gradativa maturacao das células através das atividades hematopoiéticas,
as cadeias de globina variam em porc6es quantitativas no organismo de acordo com as
etapas de desenvolvimento humano. Desse modo, se agrupam e se organizam no intuito
de formarem todos os tipos de hemoglobinas presentes. Para que isso corretamente em
todos os estagios da vida, um rigido controle da expressdo génica deve existir para
promover o adequado equilibrio na producio dessas cadeias?,

O contexto estrutural da hemoglobina sofre modificagdes durante os periodos
embrionario, fetal e na fase adulta. Durante o primeiro més de gestagéo as cadeias a, vy, ¢
e € sdo produzidas essencialmente no saco vitelino e logo se organizam em pares para
compor as hemoglobinas embrionarias. Assim, a Hemoglobina Gower 1 ({s2) €
substancialmente presente, em seguida, destaca-se a producdo das Hemoglobinas
Portland ({2y2) e Gower 2 (az¢2), cuja sintese perdura até o terceiro més®?.

Com o estabelecimento da maturag@o dos 6rgéos hematopoiéticos, segue-se a
ativacdo da eritropoiese hepatica, contribuindo para a formacdo da Hemoglobina Fetal
(o2y2) (Figura 3), que, apesar de também ser produzida nas primeiras semanas, tem seu
aumento gradativo a partir do primeiro més de gestacdo, decaindo apenas no fim da
gravidez. Ao estimulo da eritropoiese esplénica, ocorre 0 aumento da producao de cadeias
B, que de maneira progressiva, passa a substituir as cadeias vy, perfazendo assim a
hemoglobina predominante na vida adulta; Hemoglobina A1 (02p2), juntamente com a
Hemoglobina Az (0252)®?.
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Figura 3 — Representacdo esquematica da sintese das cadeias globinicas. Adaptado de Hillman et al.,
200513),
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A sintese da HbA2 (0282), promovida no eritrocito em desenvolvimento, é
determinada como a segunda hemoglobina mais predominante e importante em um
individuo adulto normal, alcancando até 2,5% da hemoglobina total circulante®®.

Ao passo em que ocorre 0 nascimento, 0 neonato pode apresentar cerca de 80%
de Hemoglobina Fetal e 20% da Hemoglobina A1. Ap0s seis meses a natividade, quando
dentro da normalidade, a medula éssea produz todas as hemoglobinas presentes em todo
periodo adulto, cuja concentracdo permeia 95 a 98% para Hemoglobina A, cerca de 2,5%

da Hemoglobina A e até 2% da Hemoglobina Fetal™.
1.2 Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias consistem em um conjunto heterogéneo de doencas
genéticas decorrentes de alteracbes na sintese de globinas. S&o desse modo,
caracterizadas por mutacdes que prejudicam a estabilidade das cadeias polipeptidicas.

Essas desordens podem ser classificadas em grupos especificos®).

I.  Reducdo ou auséncia da sintese de uma ou mais cadeias de globina,
culminando com o deshalangco quantitativo das cadeias polipeptidicas —
denominadas como Talassemias;

Il.  Hemoglobinas variantes, apresentando forma estrutural diferente a
hemoglobina normal correspondente; desencadeada pela troca de uma ou mais
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bases nitrogenadas que cursam com a substitui¢do de um ou mais aminoacidos
nas globinas (sem alterar sua sintese);

Il.  Persisténcia Hereditaria da Hemoglobina Fetal (PHHF), caracterizada pela
persisténcia da concentragdo de hemoglobina fetal apdés o nascimento,
culminando com a constante producéo de cadeias gama.

Alteracdes hemoglobinicas configuram nas patologias monogénicas hereditérias
mais comuns, acometendo aproximadamente 7% da populacdo mundial. Sugere-se que
cerca de 400.000 recém-nascidos ao ano possuam algum tipo de alteracéo heterozigotica
ou homozigotica dessa origem, dos quais, 90% se encontram em regides de paises
emergentes. Acredita-se que a elevada prevaléncia dessa alteracdo se dé, entre alguns
fatores, pela Selecdo Natural, Migracdo Populacional e casamentos consanguineos®?.

Nos ultimos 10 anos, aproximadamente 1000 hemoglobinas variantes foram
descritas. As mais significantes no aspecto clinico provém da substituicdo de aminoéacidos
que desestabilizam a molécula de hemoglobina, que, além de comprometer sua funcéo,
alteram a afinidade entre a estrutura quaternaria e o oxigénio. Compreendendo as
mutacBes mais frequentemente encontradas, citamos a HbS devido a substituicdo do
Acido Glutdmico pela Valina e a HbC cuja modificacdo ocorre da troca do Acido
Glutdmico pela Lisina, ambas possuindo altera¢do pontual no codon 6 do gene 3, e a HbE

no cddon 26 pela substituicio do Acido Glutamico pela Lisina do mesmo 16cus®&19.,

1.3 Talassemias

As talassemias sdo alteracOes hereditéarias decorrentes da reducdo ou auséncia da
sintese de uma ou mais cadeias globinicas. Como consequéncia dessa modificacéo, o
nivel de produgdo de hemoglobina tende a cair, inferindo hipocromia e microcitose aos
eritrocitos. Por conseguinte, dependendo da quantidade das dele¢des, pode ocorrer a
diminuicdo da capacidade de transporte do oxigénio pela hemécia, prejudicando tanto a
célula vermelha quanto os seus precursores, culminando com eritropoiese ineficaz e/ou
até mesmo anemia hemolitica. Embora todas as cadeias de globina possam ser afetadas e
desencadear alteragdes, as principais globinas envolvidas que levam a clinica de doenca,
sdo as a e p@0.

A classificagcdo das Talassemias dependerd da cadeia de globina alterada, sendo
possivel encontrar as Talassemias a, B, v, 5, 5 e eydp©@Y. O elevado grau de miscigenagéo
compreendendo indios nativos, descendentes de africanos e europeus na populagéo
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brasileira ¢ um fator que tem produzido consideraveis frequéncias de alteracdes da
hemoglobina que refletem diretamente na diversidade de origens raciais em cada regido
do pais®@?.

Com relacdo a Talassemia B, cerca de 200 mutagdes foram associadas a essa
condicdo em todo o mundo, mas apenas 30 alcancam a frequéncia de até 1%. Seus
portadores sdo tipicamente categorizados de acordo com nivel de acometimento das
cadeias B. O portador de Talassemia denominada “Minor” (ou menor; portador
silencioso) é expresso em razdo de mutagdo silenciosa. Mutagfes sutis que causam
relativa redu¢do na producdo das cadeias de globinas B cursam com o portador da
Talassemia “Intermédia” (ou intermedidria; apresentando anemia sutil e variavel
dependéncia de transfuséo). Ja portadores da Talassemia “Major” (ou maior; com anemia
severa dependente de transfusdo) apresentam mutacGes mais graves que resultam em

completa auséncia da sintese da cadeia de globina p®2.

1.3.1 Talassemia Alfa

A TA é caracterizada pela reducao ou auséncia da producao de cadeias o. Descrita
pela primeira vez na década de 1950, sua estrutura genética foi elucidada apenas 20 anos
depois, com a avaliagdo dos quatro genes codificantes para as cadeias Alfa (a201/0201),
encontrados no cromossomo 16. A partir desse momento, pode-se classificar as distintas
formas de apresentacdo da TA em razdo da delecdo de um ou mais genes®.

Compreende-se que, cadeias de globina Alfa e Beta sdo compartilhadas em todo
0 processo de desenvolvimento; seja na fase fetal (HbF — o2y2) ou adulta (HbA — azp2e
HbA2 — 0282). Assim, ao passo em que as dele¢des dos genes o promovem a diminuigdo
ou anulam a producéo de cadeias de globina a, toda a estabilidade e equilibrio das cadeias
sdo comprometidos. Desse modo, de forma descompensada, o excesso de cadeias f3
modifica a estrutura da hemoglobina. Ocorre a formacao de tetrametros de cadeia Gama
(ys), também chamados de hemoglobina de Bart — na fase fetal, e a formagéo de
tetrametros de cadeia Beta (B4), chamados de Hemoglobina H — ocorrendo na fase
adulta®,

As alteragdes variam desde a apresentag¢do de um individuo o' talassémico
heterozigoto — com a delecdo de um Unico gene, ao portador de Hidropsia Fetal, sem que
haja qualquer sintese de hemoglobina em razao da total delecdo dos genes a — ilustrados

na Figura 4429,
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Figura 4 - Representagdo esquematica dos possiveis genotipos apresentados na talassemia alfa. Adaptado
de Higgs et al., 2009@9),
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Assim, cada alteracdo sera responsavel pela delecdo em local especifico,
eliminando do gene fragmentos de diferentes tamanhos. O gene pode ser parcialmente ou
completamente deletado, essa caracteristica sera determinante para identificar qual tipo
de Talassemia esta se avaliando, além da gravidade clinica que sera expressa. A Figura 5

ilustra as possibilidades de delecdo®?.

Figura 5 — Representagdo esquematica do cluster do gene Alfa, ilustrando cada delecdo®).
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1.3.2 Fisiopatologia da Talassemia Alfa

As caracteristicas da TA, bem com aexpressao dos seus sintomas, dependerdo da
intensidade do desequilibrio das cadeias globinicas sintetizadas, isto €, os mecanismos

fisiopatolégicos da doenca indicardo a gravidade clinica em razdo do numero das
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delegdes. Excesso de cadeias beta ou gama provoca a formagao de tetrameros (B4 ou ya)
que precipitam na hemécia formando inclusdes insollveis, também conhecidas por
Corpusculos de Heinz®®),

Nos casos cujas delecGes ocorram em trés ou mais genes, o desbalanco das cadeias
afeta os precursores em desenvolvimento, culminando com moderada a intensa hemolise
intramedular e eritropoese ineficaz. Além disso, tanto a Hemoglobina de Bart como a
Hemoglobina H causam destruicdo prematura dos eritrdcitos, levando a hemolise
intravascular e formacgéo de corpos de inclusdo eritrocitaria por conta da instabilidade dos
homotetrameros®®,

Em razdo de eventos de cross-over desigual entre dois segmentos homologos
contendo genes de globinas alfa, havera a reducdo da sintese da cadeia especifica em
resposta a alteracdo cromossdmica particular. Essa alteracdo gera as duas delegdes
supracitadas mais comuns para a Talassemia Alfa*, determinadas: -o®’ e -o*2. A
ocorréncia do cruzamento cromossdmico anormal contribui com a diminuicéo (-a) ou
aumento (ooo) das copias dos genes de globina, acompanhado de consequéncias
fenotipicas sutis ou graves, dependendo de seu acometimento®.

Os genes de globina alfa estdo incorporados em duas unidades de duplicacédo
idénticas de 4kb, cuja regido é dividida em subsegmentos homdlogos (X, Y, Z). A
recombinacdo equivocada entre 0s segmentos Z pode produzir um cromossomo com
apenas um gene o funcionante. Como o0s segmentos duplicados Z ficam entre uma
sequéncia de 3.7kb de DNA, sua remocao promove a alteracdo mais frequente no mundo,

ou seja, a -a*7 ou delegdo a direita (rightward deletion)®Y,
1.3.3 Achados Clinicos e Laboratoriais da Talassemia Alfa

E possivel determinar a gravidade clinica dos individuos com TA a partir do
numero de genes afetados e sua consequente perda de fungdo. Desse modo, em nivel
molecular, a dele¢do parcial (o) ou total (a°) de um gene alfa, se expressa de forma
distinta. Portadores heterozigotos geralmente apresentam sintomas mais brandos, mas
que precisam ser diferenciados entre anemia sutil, anemia microcitica-hipocrémica,
anemia refratéria ou deficiente de ferro. J& a forma homozigota acompanha sinais entre
moderados a graves como a anemia hemolitica®?.

A partir de uma Unica delecdo dos genes alfa (-a/ao — observado no Quadro 1)

determinamos o portador silencioso, caracteristica mais frequente da alteracdo. O
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individuo com o Traco Talassémico Heterozigoto apresenta-se de forma assintomatica —
clinica e hematologicamente normal ou associado a microcitose e hipocromia sutis com
HbA: e HbF normais™.
O trago Alfa Talassémico Homozigoto (-o/-a) e o tragco Alfa Talassémico
Heterozigoto (--/aa) correspondem a inativagao de dois genes alfa que podem nédo
expressar sintomas em alguns casos, em outros, os niveis de hemoglobina podem ser
limitrofes com hipocromia e microcitose discretas, sendo importante que haja
acompanhamento correto aos individuos para evitar suplantacio de ferro inadequado®®.
A doenca da Hemoglobina H (--/-a ou interagdo o%a*) ocorre em razdo da inativagdo de
trés genes alfa, seja por mutacdo delecional ou ndo delecional. A diminuicdo consideravel
das cadeias alfa leva a uma intensa microcitose e hipocromia. Os pacientes podem
apresentar anemia hemolitica severa com necessidade de transfusdo além de febre e
infeccdes. Essa condicdo pode levar a um crescimento retardado durante a infancia e,
em adultos, sdo grandes as chances de sobrecarga de ferro devido a transfusfes
recorrentes — culminando, ao longo dos anos, com danos hepéticos, endocrinos e
cardiacos®¥,

A delecdo das quatro cadeias de globina alfa (--/--) resulta na Hidropsia Fetal por
Hemoglobina de Bart. Essa condi¢do advém da auséncia de sintese da Hemoglobina Fetal
(02y2), em razdo da falta total de cadeias de globina alfa. Desse modo, tetrdmeros de
globina y se formam sendo incapazes de liberar oxigénio aos tecidos (devido sua alta
afinidade pelo oxigénio). Infelizmente as consequéncias da Hemoglobina de Bart séo
bastante graves, caracterizadas por eritropoiese ineficaz juntamente com hematopoese
extramedular. Esses fatores resultam em organomegalia massiva, albuminemia severa,
faléncia cardiaca, edema, desenvolvimento incorreto e morte intrauterina (ou poucas

horas ap6s o nascimento)526),
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Quadro 1 — Caracteristicas Clinicas e Laboratoriais dos distintos gen6tipos Talassémicos.

Diaanéstico Arranjo Achados (Hemoglobina)
g Geénico hematoldgicos Sintomas Principais
Normal wo/aa Hb Normal (Normal)
MCH Normal Assintomatico
o Talassemia Hb Normal (!\lormgl?
Heteroziaoto -a/oo MCH < 27 Assintomatico/
g P9 Mudancas sutis no eritrograma
o' Talassemia Hb Normal ou Baixa (Ngrmal)
) -a/-a. Anemia branda/
Homozigoto MCH < 26 pg . .
Mudancas significantes no eritrograma
. . Normal
o’ Talassemia o Hb normal ou baixa Anémia bra?1 da/
Heterozigoto MCH < 24 pg

Mudancas significantes no eritrograma

Interagdo o'/a®
Hemoglobina Bart’s e -/-a
o'o/aa e alo/ao

Hb 8 a 10 g/dL HbH ~10 a 20%
MCH < 22 pg Anemia Hemolitica Cronica

Hb Bart’s = 85%
Hb < 6 g/dL Hb Portland =~ 15%
MCH < 20 pg HbH <1%
Hidropsia generalizada

o Talassemia
Homozigoto --/--
Hidropsia Fetal

1.3.4 Diagnostico e Importancia Clinica

A expressao fenotipica de grande parte dos individuos com TA é muitas vezes
sutil, passando despercebida durante toda a vida do portador da doenca. Em outros
momentos, esse resultado é encontrado ap6s uma rotina de exames que detalhe o perfil
hematoldgico e molecular completo. As formas que mais se destacam de maneira
sintomética compreendem a Doenca da Hemoglobina H ou a Hidropsia Fetal (Hb Bart’s),
ambas com apresentacdes graves e até letais?.

Geralmente, as primeiras abordagens com relacdo a triagem clinica do paciente
com suspeita de Talassemia Alfa, é a realizacdo da contagem automatizada das células
sanguineas, seguida pelas dosagens de HbA: e HbF, e Eletroforese de Hemoglobina para
identificar quaisquer hemoglobinas variantes. Nesse estagio € possivel realizar um
diagndstico presumivel para diferentes formas de Talassemia, porém, em muitos outros
casos, ha a necessidade de um diagnostico definitivo, implicando na avaliacdo da

alteraco através da anélise do DNA®GD),
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A talassemia alfa pode ser confundida com outras causas de anemia em razéo de
caracteristicas hematoldgicas similares. Microcitose e hipocromia, oriundas da reducédo
do VCM e do HCM respectivamente, sdo alteracdes observadas também nas anemias por
deficiéncia de ferro. Desse modo, é possivel que o manejo de ferro seja, por vezes,
equivocadamente ministrado aos pacientes acarretando consequéncias sistémicas
tardias®.

A0 passo que ocorre a ministracdo de ferro ao paciente talassémico de modo
indiscriminado, os individuos sdo passiveis de receber dosagens desse composto por
longos periodos, podendo apresentar quadros de cirrose e insuficiéncia hepética, além de
consequéncias enddcrinas como a diabetes mellitus, hipotireoidismo (pelo acimulo de
ferro nas células beta-pancreéticas), hipogonadismo hipogonadotréfico e
hipotireoidismo. Ainda assim, a cardiomiopatia ainda é a consequéncia mais letal no
quadro de acumulo de ferro e os parametros relacionados a insuficiéncia cardiaca
fulminante sdo apresentacdes geralmente rapidas e irreversiveisC?,

Distinguir regides de controle, compreender a estrutura e a funcdo dos genes
promotores da hemoglobina, compreender as consequéncias fenotipicas de ativacdo de
novos introns e éxons e identificar mutagc6es de terminacdo de cadeias sdo exemplos de
pontos importantes que refletem o avanco que a pesquisa traz no contexto do estudo das
hemoglobinopatias. E notdrio que novas tecnologias surjam e sejam utilizadas para

aprimorar e determinar de forma ainda mais rapida o diagnéstico das Talassemias®?.

1.3.5 Talassemia Alfa e Associacfes

No Brasil, estima-se que 5 a 6% da populagdo seja portadora do gene de f°,
correlacionado a Anemia Falciforme. Em alguns casos é possivel observar simultanea
associagdo da Anemia Falciforme com a TA, configurando em um quadro clinico mais
brando, reduzindo a concentracdo de HbS nos eritrécitos e amenizando sua
polimerizacdo; o que diminui a fragilidade mecénica da hemacia, consequentemente
reduzindo a intensidade de hemolise®3 38),

Além disso, atesta-se um carater de protecdo para essa relacdo, aumentando os
niveis de hemoglobina e diminuindo episddios de dor. Apesar de ndo haver estudo que
comprove a maior sobrevida em pacientes portadores dessa associagdo em comparagao
com os portadores apenas do traco falciforme, observou-se melhora no desempenho

cardiovascular em atletas portadores dessas alteracdes, quando juntas®®).
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Como citado anteriormente, existem diversas razdes para que as distribuicGes de
diferentes alteracGes das cadeias de globina ocorram com alta frequéncia. A Selecdo
Natural, casamentos consanguineos (praticado em muitos locais onde as
hemoglobinopatias s&o comuns) e a deriva génica, servem como exemplo para tentar
explicar a prevaléncia. Uma evidéncia bastante pertinente é a protecao contra a malaria
(Plasmodium falciparum), em individuos portadores de TA®®),

Discute-se uma associacdo entre a TA e a Malaria, sugerindo certa vantagem aos
individuos homozigotos ou heterozigotos para a delecdo. Essa caracteristica tem
ampliado um campo de investigacdo no acometimento da infeccdo, justificando 0s
individuos talassémicos estarem presumivelmente em vantagem seletiva em areas onde a
malaria (especialmente provocada por P. Falciparum) é ou foi endémica®.

Apesar de estudos levantados acerca dessa interagdo, pouco se sabe sobrecomo a
TA pode resultar nessa protecdo, e, além disso, se é possivel que isso ocorra em todas as

formas de apresentacdo da doenca. Acredita-se que a TA proteja contra 0
desenvolvimento da malaria grave, entretanto, sem interferir na parasitemia. Mecanismos
como a parada na maturacdo do esquizonte, respostas do sistema complemento e o
aumento na fagocitose de eritrdcitos infectados sdo algumas estratégias associadas*'4?).

O individuo portador de TA (a* ou o), em alguns casos, ao ser acometido pela
malaria, apresenta caracteristicas eritrocitarias que culminam com a inibicdo a formacéo
de ‘rosetas’ (aderéncia de células infectadas e ndo infectadas com formacéo de agregados

celulares que interferem na microcirculagdo), o que implica na expressdo patogénica da
doenca. As hemécias talassémicas infectadas estimulam uma maior ligacdo de anticorpos
que, por sua vez, intensificam a resposta neoantigénica, reforcando o reconhecimento

imunoldgico e a eliminacéo do parasita344.

1.3.6 Epidemiologia da Talassemia Alfa

Amplamente distribuida, a TA é encontrada frequentemente em regides tropicais,
sendo especialmente comum em regides do Sudeste da Asia, no Subcontinente Indiano,
na Africa e no Oriente Médio. A delecdo -a®7 é a mais prevalente, com frequéncias
elevadas de 70% a 90% em regides como llhas da Melanésia e o Nepal, respectivamente.
As Talassemias o sd0 mais frequentes e restritas ao Sudeste Asiatico e poucas regides

mediterraneas, como observado na Figura 6545,
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Figura 6 — Distribuicio geografica da TA com elevada prevaléncia. Adaptado de Nunes et al., 201745,
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A frequéncia de pessoas que se deslocaram entre continentes nos ultimos séculos
aumentou bastante, principiando desde africanos levados a América do Norte e Sul, a
colonizacdo de paises europeus; entre refugiados vietnamitas, a mais recente crise na Siria
— que encaminhou cerca de um milhdo de pessoas do Oriente Médio através da Turquia
para a Europa e as Américas. Todos esses individuos provém de areas com elevada
incidéncia de talassemia, podendo muda a uma nova diversidade de mutacdes que nao
s&0 comumente vistas em sua populacéo local“).

No Brasil, em razdo da migracdo de pessoas oriundas de paises com relevante
prevaléncia dessa alteracdo, observa-se significativa frequéncia nos casos de
hemoglobinopatias. Os primeiros relatos da TA no pais surgiram no ano de 1970,
unissono ao desenvolvimento e aprimoramento de técnicas de Biologia Molecular, onde
informacdes relativas a localizagdo e organizacdo dos genes alfa obtiveram sucesso ao
serem elucidadas. Diversos estudos comprovam que as hemoglobinopatias séo problemas
de saude puablica, sendo extremamente relevante a realizacdo de aconselhamento
genético, triagem, acompanhamento neonatal e a investigacio da TA no pais®.

Na regido Nordeste, especificamente em Salvador, um estudo realizado através da
analise de sangue de corddo umbilical avaliou a prevaléncia da TA em recém-nascidos.
Ao total, as amostras de 514 recém-natos foram submetidas as analises. A delegdo -o>’
foi confirmada em 114 (22,2%) individuos®“?.

No mesmo estado, 53 gestantes foram submetidas a um estudo de frequéncia da

TA -o®’. Desse total, 41 (77%) apresentavam traco de hemoglobina C (AC), e, dentre
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esse grupo, 12 (23%) gestantes eram portadoras da Talassemia, sendo 11 (21%)
heterozigotas e 1 (2%) homozigota. As demais gestantes caracterizadas como normais
(AA), 12 (23%) foram heterozigotas para a alterago -a>"“®,

Ainda em Salvador, outro estudo compreendendo 400 pacientes portadores de
Anemia Falciforme atendidos no Centro de Referéncia da Doenca Falciforme de Itabuna-
Bahia e no HEMOBA (Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Estado da Bahia)
encontrou 9% (36/400) de frequéncia para a TA -o'; sendo, desse total, 12,5% (4/32)
pacientes homozigotos (-a/-a) e 87,5% (28/32) heterozigotos (-a/auo) ).

No Rio Grande do Norte, um estudo realizado com 319 individuos com
microcitose e hipocromia demonstrou que 32%, cerca de 105 pessoas, eram portadoras
de TA -o®’. Dentre esses ultimos, 93 (29,1%) eram heterozigotos e 12 (3,8%) eram
homozigotos®?. Um outro estudo compreendendo uma populagdo de 620 individuos
residentes do mesmo estado, a prevaléncia da TA -o*> encontrada foi 11,2%, sendo 11,1%
na forma heterozigética e 0,1% na homozig6tica®?.

Em Belém do Pard, 220 pacientes atendidos no Hospital Municipal de Santarém
participaram de um estudo cujo objetivo era estimar a frequéncia da TA nessa populacao.
Do total, 12,7% (28) eram heterozigotos para a delecdo -a*’ e apenas 1 (0.5%) foi
caracterizado como homozigoto para a mesma alterag&o®.

Na regido Sudeste, em S&o Paulo, a prevaléncia aumenta em individuos com
microcitose e hipocromia, mesmo sem anemia. Dos 169 pacientes ambulatoriais do
Hospital Universitario da UNICAMP apresentando as caracteristicas supracitadas,
aproximadamente 49,9% deles apresentavam a Talassemia. Cerca de 145 (42,8%) eram
heterozigotos para a alteracéo -o>’, 18 (5,3%) homozigotos -a*'/-0>7, 5 (1,5%) eram
heterozigotos para a alteracio n&o-delecional (-a"""/aa) e 1 (0,3%) era portador da
alteragdo —MEP(2)_Qutro estudo realizado em S&o Paulo, na UNESP, aplicou testes para
diagndstico da TA em 1.002 amostras de individuos que apresentavam trago falciforme
(AS). Desse total, em 16 (1,59%) foram determinadas a interacdo AS/Alfa Talassemia®.

Em Belo Horizonte, Minas Gerais, um estudo da prevaléncia da TA -o®7 para uma
populagéo de criangas portadoras de Anemia Falciforme atendidas no Hemocentro de
Minas Gerais (HEMOMINAS) foi de 29,9%%%.

No Rio de Janeiro, a frequéncia da TA em profissionais e trabalhadores da
FIOCRUZ no municipio foi estimada em 0,7% para a delecdo -a®’. Ou seja, de 2.190
amostras analisadas, 16 destes tinham a alteragio®®.
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Na regido Centro-Oeste, um estudo envolvendo 404 alunos da Universidade
Catolica de Goias observou que 5,2% destes eram heterozigotos para TA -a®/, cerca de
2,2% apresentavam heterozigose para Hemoglobina S e outros 1% em heterozigose para
Hemoglobina C®9,

Na regido Sul, um estudo realizado no Ambulatoério de Hematologia Pediatrica do
Hospital Universitario da UFPR compreendendo 156 criangas, demonstrou frequéncia de
9,5% para a TA -7, sendo 5 heterozigotos e 1 homozigoto®?),

Outro estudo visando estimar a frequéncia da TA em individuos portadores de
anemia microcitica ndo ferropénica, foi realizado com a populacdo atendida no Hospital
das Clinicas de Porto Alegre. A TA foi confirmada em 15 (25,9%) amostras®®.

Ainda no Sul do pais, pacientes portadores de anemia falciforme atendidos pelo
Servico de Referéncia em Triagem Neonatal do Estado do Rio Grande do Sul, 110
individuos foram submetidos & confirmacéo diagndstica para TA -o®, encontrando-se
uma frequéncia de 14% nas amostras analisadas®.

Desta forma, a talassemia alfa é considerada um caso de saude publica, e nosso
estudo ajudaré no conhecimento por parte dos profissionais de saude e principalmente
dos portadores, para uma condu¢do de acompanhamento e tratamento correto, além de
favorecer melhor seu quadro clinico.

Uma das graves consequéncias aos individuos com talassemia alfa é a sobrecarga
de ferro por suplementacdo errdnea e desnecessaria desse composto, principalmente
naqueles homozigoticos. Um tratamento prolongado de aporte de ferro sem a necessidade
correta, pode levar ao acimulo de ferro (hemocromatose secundéria) cursando com dano
sistémico, exigindo condutas das quais 0 paciente ndo necessitaria caso houvesse 0
diagnostico correto.

Apesar da importancia clinica e demografica da talassemia alfa no Brasil,
infelizmente o Estado do Amazonas ndo dispde de estudos genético-epidemiol6gicos em
seus laboratdrios e hospitais publicos, bem como de pesquisas cientifica com bibliografia
indexada publicada que caracterize epidemiologicamente e fenotipicamente esses
paciente

Além disso, apesar de ndo ser nosso foco do trabalho, a cidade de Manaus, possui
endemia para a doenga “malaria”, com trabalhos na literatura mundial demonstrando a
talassemia alfa como um fator que pode modificar a gravidade da doenca, tanto para
menor como para maior. Tal observacdo motiva ainda mais esta investigagdo, uma vez

que o conhecimento desses processos permite a criagdo de estratégias efetivas de
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prevencdo, controle e tratamento dessa doenca especifica, podendo contribuir para o
avanco na qualidade de vida dos grupos populacionais envolvidos, além do conhecimento
dos polimorfismos genéticos na populacdo brasileira. Desta forma, acreditamos que o
conhecimento da patologia especialmente por parte dos portadores, implica em maior
atencdo relacionada ao aconselhamento genético, bem como todos os cuidados

necessarios para conduzir o acompanhamento do tratamento.
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2. OBJETIVOS
Identificar a prevaléncia da talassemia alfa delegGes -0’ e -a*2 na cidade de Manaus

e nas demais que compdem parte de sua Regido Metropolitana.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

|.  Determinar a frequéncia das talassemia -o®’ e -a*2 da capital, Manaus, e das cidades
de Coari, Manacapuru, Iranduba, Presidente Figueiredo e Itacoatiara;

Il.  Caracterizar os parametros hematol6gicos (WBC, RBC, Ht, VCM, HCM, CHCM, e

RDW), Ferritina e Ferro séricos de cada populacéo;

[ll.  Avaliar a associacdo dos gendtipos da talassemia alfa com os parametros

hematoldgicos, Ferritina e Ferro séricos de cada populacéo.

IV.  Estimar a frequéncia das talassemias -a* e -o*? em doadores de sangue da Fundag&o

de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas/Manaus;
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1 Casuistica

No periodo de janeiro de 2014 a dezembro de 2017 foram coletadas amostras de
sangue de individuos, de ambos 0s sexos, que se dirigiram aos Hospitais, Laboratdrios ou
Unidades Bésicas de Saude dos municipios compreendidos neste estudo para realizagdo
de consultas e exames, bem como doadores de sangue que compareceram a Fundacao
HEMOAM.

De acordo com as cidades compreendidas na Regido Metropolitana de Manaus
selecionadas para o projeto, um total de 1809 individuos participaram do estudo, sendo
coletados 232 (12,8%) amostras em Iranduba no Hospital Hilda Freire, 301 (16,6%) em
Itacoatiara no Laboratorio Central de Itacoatiara, 287 (15,9%) em Manacapuru no
Hospital Lazaro Reis, 370 (20,5%) em Presidente Figueiredo no Hospital Geral Eraldo
Neves Falcdo e 356 (19,7%) na capital, Manaus, compreendendo os ambulatérios dos
Hospital Universitario Getulio Vargas e Hospital Francisca Mendes. Apesar de ndo
pertencer a RMM, a cidade de Coari foi incluida no estudo em razédo da possibilidade de
abrangéncia da coleta na localidade, com 263 (14,5%) amostras oriundas do Hospital Dr.
Odair Carlos Geraldo.

No mesmo periodo supracitado, este grupo de estudo realizou a coleta de 989
amostras de doadores de sangue na Fundacdo HEMOAM. Todos os individuos aptos a
doacdo foram inclusos no trabalho.

Foram incluidas no estudo as amostras de individuos ndo aparentados, naturais
somente da Regido do Estado do Amazonas. Os critérios de exclusdo deram-se aos
individuos cujas amostras coletadas ndo foram suficientes para a realizacdo dos testes.
Além desses; menores de 18 anos, gestantes, transfundidos nos dltimos trés meses e
portadores de patologias onco-hematoldgicas e/ou hospitalizados também foram
excluidos ou nédo coletados.

O tamanho amostral foi estabelecido por demanda espontanea (ou por conveniéncia),
permitindo uma abordagem sem agendamento prévio, além de aleatoria. Foi adotado o
minimo de 1500 individuos para o estudo. O processo amostral foi realizado em duas
etapas: inicialmente as amostras de sangue foram coletadas na cidade de Manaus e
finalizadas nas cidades circunvizinhas, ja citadas neste trabalho.

O projeto foi apresentado individualmente aos participantes e 0S mesmos

previamente esclarecidos sobre os procedimentos adotados e a finalidade do trabalho. As
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coletas foram realizadas apenas ap0s a concordancia e assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Este projeto enquadra-se subprojeto de trés trabalhos maiores aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do Amazonas, baseando-se na

Plataforma Brasil pelos pareceres a seguir supracitados:

3.1.1 N° 834.086, CAEE 30668114.0.0000.5020 “Estudo das Hemoglobinopatias
Estruturais e de Sintese na Regido Metropolitana de Manaus-Amazonas.”
(ANEXO A).

3.1.2 N° 213.167, CAAE: 01193312.4.0000.0009 “Estudo do Impacto nas
Rejei¢cbes Imune em Terapia Celular dos Sistemas Kell, Kidd, Duffy, MNS,
Diego, Dombrock, Colton e Gerbich” (ANEXO B)

3.1.3 N° 1.178.117, CAAE: 46020315.4.0000.5020 Mapeamento Genético Em
Pacientes Portadores De Doencas Cardiovasculares (ANEXO C)

Ao que tange as responsabilidades éticas unissonas a Fundacdo Hospitalar de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas, como supracitado, este trabalho foi submetido
ao Comité de Etica da Instituicdo sob carater de adendo no projeto intitulado como Estudo
do impacto nas rejei¢cGes imunes da terapia celular do sistemas Kell, Kidd, Duffy, MNS,
Diego, Dombrock, Colton e Gerbich no Hemocentro do Amazonas e aprovado sob
parecer n° 213.167, CAAE: 01193312.4.0000.0009 (ANEXO B).

Todo o trabalho foi desenvolvido de acordo com os critérios da Regulamentacao de
Bioética no Brasil, Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Salde e Resolucdo

Complementar®®. Os experimentos seguiram as normas de Biosseguranca de acordo
coma Lein® 11.105 de marg¢o de 2005, seguindo as normas técnicas existentes no manual
de biosseguranca da FIOCRUZ (Comiss&o Técnica de Biosseguranca da FIOCRUZ)®Y,

Durante o periodo de estudo e coletas, as amostras ficaram sob responsabilidade do
Prof. Dr. José Pereira de Moura Neto, na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UFAM,

mantidas de acordo com os critérios da resolucdo CNS 347/2005, devidamente
etiquetadas com cddigo numérico garantindo o sigilo e a confidencialidade do doador,
bem como a possibilidade de contato com o0 mesmo.

Todas as informacOes obtidas através das andlises das amostras coletadas
permanecem sob sigilo e s6 possuem acesso as mesmas a equipe clinica e pesquisadores.

Quaisquer individuos ou responsaveis que ndo autorizassem sua participacdo ou de seu
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relativo no presente estudo, ndo tiveram sua amostra e dados incorporados ao banco,

sendo devidamente excluidos.
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Figura 7 — Fluxograma das atividades realizadas durante todo o desenvolvimento do projeto.
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¢ Financiamento

O Projeto foi submetido e aprovado no Programa de Pesquisa para o PPSUS no edital
PPSUS de n° 001/2013. Decisdo 287 de 2/12/2013. Trata-se, porém, de um subprojeto do
Projeto “Estudo das Hemoglobinopatias Estruturais e de Sintese na Regido Metropolitana

de Manaus-Amazonas”.

e A Regido Metropolitana de Manaus

A Regido Metropolitana de Manaus foi instituida pela Lei Complementar n° 59, de
27 de dezembro de 2007. Atualmente, segundo a Secretaria de Estado e Desenvolvimento
da RMM, essa regido compreende 13 (treze) municipios em uma area de cerca de 127.287
km? (Figura 8). Segundo o IBGE, a estimativa para a quantidade de habitantes em cada
uma das cidades que compdem a regido € de 2.145.444 em sua capital, Manaus; 47.571
em Iranduba; 18.974 em Novo Airdo; 18.974 em Careiro da Varzea; 32.001 em Rio Preto
da Eva; 99.854 em Itacoatiara; 35.352 em Presidente Figueiredo, 96.236 em Manacapuru,
38.830 em Autazes, 37.384 em Careiro, 9.064 em ltapiranga, 31.147 em Manaquiri, e
9.110 em Silves, perfazendo um total de 2.631.239 pessoas que habitam essa regiao®26%),

De acordo com a Lei supracitada, o intuito em estabelecer o processo de integracdo
da regido adveio do interesse na co-gestdo entre poderes publicos através da execucdo de
obras e servicos, formulacdo de programas e planos cujo compartilhamento

intergovernamental existisse e assim fossem firmados.
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Figura 8 - Mapa da Regido Metropolitana do Amazonas (63).

Amazonas

3.2 Obtencao das Amostras

As amostras de sangue periférico foram coletadas através de puncéo venosa.
Aproximadamente 8ml colhidos e distribuidos em tubos estéreis de modo que:
e 4ml em tubo contendo como anticoagulante o EDTA (acido etileno de
aminotetracético di-sédico - concentracdo de 1,5mg/ml) para realizacdo do
hemograma e posterior extracdo de DNA gendmico;

e 4ml em tubo sem aditivo anticoagulante para analises bioquimicas.

3.3 Analises Hematologicas e Bioquimicas

Imediatamente ap6s a coleta de sangue, as determinacdes hematolédgicas foram
realizadas em analisador automatizado - Pentra XL/ABX 80 Horiba® (Horiba Diagnostic
Montpellier - France) e as dosagens bioquimicas em equipamento também automatizado
Bioclin 3000.

No contexto da avaliacdo hematoldgica, todos os hemogramas foram realizados
através do principio de impedancia e, posteriormente, seguiu-se a extracdo de DNA
nuclear. Apesar dos parametros disponibilizados pelo equipamento, este trabalho
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compilou apenas informacgdes do Eritrograma e dos Leucdcitos. As andlises, quando
possivel, foram realizadas nas respectivas unidades de saude e hospitais na qual as coletas
foram efetuadas. Nao havendo essa possibilidade, os hemogramas foram imediatamente
encaminhados ao laboratério de Hematologia da Fundacdo HEMOAM para execucao do
procedimento.

As analises bioquimicas incluiram dosagens do Ferro Sérico e Ferritina. Todas as
dosagens foram processadas em aparelho automatizado Bioclin® 3000 (Bioclin/Quibasa)
de acordo com a especificacdo do fabricante. De modo semelhante aos hemogramas, as
analises bioquimicas, quando possivel, foram realizadas nas respectivas unidades de
salde na qual as coletas foram realizadas. N&o havendo a possibilidade, o material foi
imediatamente centrifugado e congelado, em seguida, encaminhado ao laboratério de
Bioquimica da Fundacdo HEMOAM sendo descongelado uma unica vez para realizacédo
dos testes. Ressalta-se que todos os aparelhos supracitados apresentavam calibracao

adequada e padronizacéo sob controles de qualidade interno e externo vigentes.
3.4 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada pelo kit BIOPUR Extracdo Mini Spin Plus®
(Curitiba, PR), seguindo as recomendagdes do fabricante. Duzentos microlitros (ul) de
sangue total, colhidos previamente em EDTA, foram adicionados com 25 pl de Proteinase
K em microtubo de centrifugacdo (1,5 mL) estéril. Apos, foi adicionado o Tampédo de
Lise e homogeneizado vigorosamente em vortex, seguindo de encubacdo a 56°C por 15
minutos. No proximo passo, o processo de lavagem ocorreu adicionando tampéo
especifico contendo etanol. A transferéncia para os Tubos de Coleta com Filtrado ocorre
duas vezes, na primeira com adicdo da Solucdo de Lavagem Sl e, ap6s centrifugacao,
adicionada Solucdo de Lavagem SlI. O tampéo de Eluic&o é previamente aquecido a 56°C
e a centrifugacédo final ocorre durante 1 minuto a 11.000 x g (mini centrifuga KASVI,
TecLab). A solucdo de DNA obtida foi armazenada em —20°C até a realizacdo das
andlises. Todas as extracOes e passos seguintes dos processos de Biologia Molecular
foram realizados no Laboratério de Biologia Molecular da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas sob os cuidados do Professor José

Pereira de Moura Neto.
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3.5 Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR): Identificacdo da TA -a’e -a*?

A caracterizacdo molecular da -o®7 foi investigada por meio da técnica da PCR de
acordo com BAYSAL (1994)®4 utilizando os primers A (5-CTTTCCCTACC
CAGAGCCAGGTT-3) - forward, B (5-CCCATGCTGGCACGTTTCTGAGG- 3') -
reverse e C (5-CCATTGTTGGCACATTCCGGGACA-3) - reverse; que flangueia e
amplifica o fragmento mutante (A + B) e promove o mesmo com a sequéncia normal (A
+ C). A identificacdo da delecdo e a determinacdo do genotipo ocorreu a partir da
amplificacdo de fragmentos de 1,8 kb para a identificacdo de delecfes e genes normais,
respectivamente. Ja a -a*? foi investigada pela técnica de Multiplex-PCR, utilizando os
trés primers E (5-CCGGTTACCCATGTGGTGCCTC-3') - forward, F (5-CCCTGGG
TGTCCAGGAGCAAGCC-3) - reverse e G (5-GGCACATTCCGGGACAGAG
AGAA-3 ") - reverse, em um unico tubo. O diagnostico da delecdo foi confirmado pela
presenca de um fragmento de 1,762 kb para a identificacdo dos portadores, enquanto para
individuos normais o fragmento ndo amplifica, amplificando como controle interno da
reacdo um fragmento de 228 pb(®®.

A reacdo foi realizada em tampédo contendo 15mM de solucdo de cloreto de
magnésio (MgCl2); 25mM de MgClI2; 200mM de dCTP + dGTP e 100mM de dATP +
dTTP de mistura de desoxirribonucleotideos trifosfatados (ANTPs); 5x Q-solution; 10x
CoralLoad concentrado; 0,25ul de cada primer; SU da enzima Taqg DNA polimerase
(Platinum Tagq, Life Technologies, Gaithersburg, MD) e 2,5 pl de DNA, em volume final
de 25uL.

3.6 Eletroforese dos Produtos da PCR

Para visualizacao dos fragmentos amplificados, aliquotas de 15 ul do produto da PCR
foram misturados a 1,0 ul de tampéo da amostra (Azul de Bromofenol) e aplicados ao gel
de Agarose a 1% (ja contendo a solucdo de brometo de etideo). Tampdo TAE 1x é
acrescido e submetido a corrida eletroforética (100V/200A) por 60 minutos. Em cada gel
de eletroforese foi aplicado Sul. do padrao de tamanho molecular (Ladder Ludwig
Biotec), para determinacdo do tamanho do fragmento amplificado. Em seguida, a
exposicdo a luz UV e foto documentacéo foram realizados através do ENDURO ™ GDS

Gel Documentation System.
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3.7 Analises Estatisticas

Os dados dos questionarios e dos resultados obtidos dos experimentos realizados
serdo analisados estatisticamente em banco de dados gerado no SPSS versdo 19 e Graph
pad Prism 5.0 (Graphpad Software, San Diego, CA-USA) de acordo com o tipo de
varidvel. A partir desta informacao podera ser usado o teste paramétrico ANOVA ou nédo-
paramétrico de Kruskal-Wallis, sendo os resultados confirmados pelo pds-teste de
Bonfferoni. A anélise de variaveis qualitativas ou categoricas de trés ou mais grupos sera
realizada pelo teste ndo paramétrico do Qui-quadrado (x2), devidamente corrigido pelos
testes de Mantel-Haenszel e Yates. Os valores de P < 0,05 serdo considerados

significativos para as anélises realizadas.
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Alpha Thalassemia is a heterogeneous group of hereditary alterations caused by deletions
that affect alpha (a)) regulatory genes and promote imbalance in the quantitative content
of globins. The 3.7 Kb deletion is the most frequent worldwide. In Brazil, the prevalence
varies between 20 and 35%, depending mainly on race, being more predominant in Afro-
descendants. Molecular characterization of a-thal, comprising deletions -’ and -a*2,
estimating their frequency in individuals from the metropolitan region of Manaus-
Amazonas. In the period between 2014 a 2017 blood samples were collected of the adult’s
individuals (> 18 years old) of both genders, from hospital and/or health centers each city.
Genotyping of the a-thalassemia 3.7kb deletion was performed by ASO-PCR, while
4.2kb deletion by Multiplex-PCR. The studied population sample was composed
beginning in the capital, 356 (19.7%) samples, 232 (12.8%) Iranduba, 287 (15.9%) in
Manacapuru, 370 (20.5%) in Presidente Figueiredo, 301 (16.6%) in Itacoatiara and 263
(14.5%) in Coari. A total of 1809 samples were collected, of which 760 (42%) were male
subjects and 1049 female (58%). The mean age among males was 35.3+14.78 years and
36.7+14.95 for females. The Alpha Thalassemia found was only -0.3.7 deletion, identified
in 143 individuals (7.9%) of the total (6% heterozygotes and 1.9% homozygous). The
associations analyze among the a-thal genotypes were statistically significant among all
parameters hematological (<.001), except serum Iron and serum Ferritin analyses
between carrier’s a-thal. Individuals with microcytosis (MCV <80 fL), a total of 158 was
found. The prevalence of the 7.9% corroborate with others Brazilians studies. The present
study demonstrates the importance and relevance to performed of genetic anemia
diagnostic in region Amazonia, principally as an important test for differential diagnosis,

especially among iron deficiency anemia.
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INTRODUCTION

Alpha thalassemia (a-thal) is characterized by the reduction or absence of a-chain
production. First described in the 1950s, its genetic structure was elucidated only 20 years
later, with the evaluation of the four genes encoding alpha chains (a2al/a2al), located
on chromosome 16. From that moment on, it was possible to classify the different forms
of presentation and severity of a-thal due to the deletion of one or more gene ™.

Widely distributed, this deletion is often found in tropical regions, and is
especially common in regions of Southeast Asia, the Indian Subcontinent, Africa, and the
Middle East. Deletion -a®7 K is the most prevalent, with frequencies rising from 70% to
90% in regions such as the Melanesian Islands and Nepal, respectively ®. Considered as
a hereditary alteration of an autosomal recessive pattern, its involvement is due to the
deletion of one or more alpha genes, with the reduction of alpha globin chains and
consequent modification of the function of the hemoglobin molecule. The degree of
severity varies exactly by the number of genes involved and may range from an
asymptomatic individual to a life-incompatible condition ©.

The nomenclature also determines the classification of a-thal-1 (0%) when it is
possible to observe a deletion that removes both a genes from a single chromosome -
being the most common forms presented, --SEA, --FIk -_.MED gnq _.THAI The g-thal-2 (a)
comprises the deletion of only one of the four a-globin genes, being the most frequent
form of presentation of the deletion, whose alterations -’ and -a*2 are the most
prevalent and common throughout the world ©.

The last ones, the recombination between misaligned homologous chromosomes
alters the organization of the HbA2 and HbA1 genes, leading to the production of a hybrid
HbA2/HbA1l gene, in addition to culminating with a deletion of 3.7kb DNA in
Thalassemia -o®>7 and a deletion of 4.2kb of DNA in Thalassemia-a*2©®),

It is possible to determine the clinical severity of individuals with a-thal from the
number of genes affected and their consequent loss of function. Thus, at the molecular
level, the partial (a*) or total (a°) deletion of an alpha gene is expressed differently.
Heterozygous carriers usually present milder symptoms but need to be differentiated
between subtle anemia, microcytic-hypochromic anemia, refractory or iron deficient
anemia. On the other hand, the homozygous form accompanies signs between moderate

and severe such as hemolytic anemia ©®.
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From a single deletion of the alpha genes (-a/aa) we determined the silent carrier,
the most frequent characteristic of the alteration. The individual with the Heterozygous
Thalassemic Trait is asymptomatic - clinically and hematologically normal or associated
with subtle microcytic and hypochromic with normal hemoglobin A2 and Fetal
hemoglobin @,

The alpha thalassemic Homozygous (-o/-a) trait and the alpha thalassemic
Heterozygous (-/ac) trait correspond to the inactivation of two alpha genes that may not
express symptoms in some cases, in others, hemoglobin levels may be borderline with
discrete hypochromia and microcytosis, and it is important that to avoid inappropriate
iron supplement ©,

Hemoglobin H disease (-/-a or a’/o* interaction) occurs due to the inactivation of
three alpha genes, either by deletion or non-deletion. The considerable decrease of alpha
chains leads to intense microcytosis and hypochromia. Patients may have severe
hemolytic anemia requiring transfusion in addition to fever and infections. This condition
can lead to retarded growth during childhood and, in adults, the chances of iron overload
due to recurrent transfusions - culminating with liver, endocrine and cardiac damage are
high ©,

Deletion of the four alpha (--/--) globin chains results in Fetal Hydrops by Bart's
Hemoglobin. This condition arises from the absence of synthesis of Fetal Hemoglobin
(02y2), due to the total lack of alpha globin chains. Thus, globin y tetramers are formed
being unable to release oxygen to tissues (due to their high oxygen attraction).
Unfortunately, the consequences of Bart's hemoglobin are quite severe, characterized by
ineffective erythropoiesis together with extramedullary hematopoiesis @9,

Widely distributed, the frequency of a-thal is directly linked to the constant
displacement of people between continents in recent centuries, which in turn has
increased greatly. From Africans taken to North and South America, to the colonization
of European countries, among Vietnamese refugees, to the latest crisis in Syria - which
has sent about a million people from the Middle East through Turkey to Europe and the
Americas. All these individuals come from areas with a high incidence of thalassemia
and it is envisaged that recipient countries may have. A new generation of thalassemia at
all levels of disease and may face a new diversity of mutations that are not commonly
seen in their local population @9,

In Brazil, due to the migration of people from countries with relevant prevalence

of this alteration, a significant frequency is observed in cases of hemoglobinopathies. The
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first reports of a-thal in the country began in the year 1970, unison to the emergence and
improvement of Molecular Biology techniques, where information regarding the location
and organization of alpha genes was elucidated. Several studies have shown that
hemoglobinopathies are a public health problem, and genetic counseling, screening,
neonatal follow-up and o-thal research in the country are extremely relevant 2,

The aim of this study was to determine the frequency of thalassemia alpha -a>’
and -a*?in individuals living in the Manaus, Capital of Amazon State, and from cities
inside within metropolitan region of Manaus — Amazonas, besides characterizing the
hematological parameters, serum ferritin and serum iron of each population and to

evaluate its association.

MATERIALS AND METHODS

In the period between 2014 a 2017 a total of 1809 blood samples were collected
of the adult’s individuals (> 18 years old) of both genders, from hospital and/or health
centers each city. Reference health centers to Manaus.

The studied population sample was composed with individuals from the cities
Manaus, Coari, Manacapuru, Iranduba, Presidente Figueiredo and Itacoatiara. In Iranduba
City, samples of individuals attended were collected at Hospital Hilda Freire ambulatory,
in Manacapuru no Hospital Lazaro Reis ambulatory, in Presidente Figueiredo no Hospital
Geral Eraldo Neves Falcdo ambulatory, in Itacoatiara no Central of Laboratory and Coari
city at the Hospital Odair Carlos Geraldo ambulatory.

This work was approved by the Ethics in Research Committee (CEP) of the
Federal University of Amazonas, based on the Brazil Platform in three projects
- N° 834.086, CAEE 30668114.0.0000.5020
- N° 213.167, CAAE: 01193312.4.0000.0009
-N°1.178.117, CAAE: 46020315.4.0000.5020

All the samples of unrelated individuals, natural or not from the State of
Amazonas, were included in the study. Samples withdrawn or excluded were from the
study subjects under 18 years of age, transfused in the last three months and patients with
onco-hematological and/or hospitalized conditions.

Peripheral blood samples were collected in vacutainer blood collection tubes,

being 3 ml in tube containing as anticoagulant EDTA to perform the Hemogram and
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genomic DNA extraction and 3 ml in tube without anticoagulant additive for serum
ferritin and serum iron dosages.

As soon blood collection, all hematological analyzes were performed at the
respective Health Centers, Hospitals or associated laboratories of the respective study
cities. On cases of impossibility of immediate analyses, the blood tubes hemograms were
duly stored and sent to Molecular Biology Laboratory of the Federal University of
Amazonas (UFAM) for complete analysis.

All hematological analyses were performed using the automated hematology
analyzers of the new generation impedance technique and always calibrated before every
test. BC-5800 (Mindray, Shenzhe, China), Pentra XL (ABX 80 Horiba®, France) and
ADVIA 120 Hematology (Siemens Healthineers Brasil).

For serum ferritin and serum iron analyses were used Bioclin® KIT by
immunoturbidimetry and colorimetric assays, respectively, carried out in a Bioclin 3000
(Bioclin/Quibasa) device. Respectively, the range values were: 20 - 220 mg/L for men
and 20 - 110 mg/L for women as dosages of Ferritin.

To genomic DNA extraction, all samples were sent to the Molecular Biology
Laboratory of the Federal University of Amazonas (UFAM) to finalize the procedures,
using the BIOPUR Mini Spin Plus® extraction kit, following the manufacturer's
recommendations. The integrity and DNA quantification were performed using
NANODROP TM 2000 equipment (Thermofisher®).

Genotyping of the a-thalassemia 3.7kb deletion was performed by ASO-PCR as
described by Baysal and Huisman %), while 4.2kb deletion by Multiplex-PCR @4 The
PCR products were submitted to electrophoresis (Bio-Rad, EUA) in agarose gel in 1.5%
under a constant 80 volts for 45 minutes and visualized under ultraviolet light ¢34,
Molecular amplifications were performed using the T100 thermal cycler (Bio-Rad, USA)
Statistical analysis softwares used were: IBM SPSS Statistics, Version 19.0. and
GraphPad Prism version 5.0. The distribution of variables analysis was performed using
the Kolmogorov-Smirnov test. The ANOVA parametric test was used to analyze the
distribution of means of quantitative variables with normal distribution within categories.

The non-parametric Kruskal-Wallis test was used for the off-normal distributions.
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RESULTS

The studied population sample was composed beginning in the capital, 356
(19.7%) samples, 232 (12.8%) Iranduba, 287 (15.9%) in Manacapuru, 370 (20.5%) in
Presidente Figueiredo, 301 (16.6%) in Itacoatiara and 263 (14.5%) in Coari.

A total of 1809 samples were collected, of which 760 (42%) were male subjects
and 1049 female (58%). The minimum age for collection was 18 years old. The mean age
among males was 35.3+14.78 years and 36.7+14.95 for females. Table 1 shows the total
number of participants for each city, as well as the frequency by gender and average age
(Table 1).

The Alpha Thalassemia screening was performed in all participants and only -a3.7
deletion was identified in 143 individuals (7.9%) of the total, being 108 (6%)
heterozygotes (-a3.7/aa) and 35 (1.9%) homozygous (a3.7/a3.7) for the deletion (Table
2).

Table 3 shows the Leukocytes counts (WBC) and erythrocytes (RBC),
Hemoglobin (Hgb), Mean Corpuscular Volume (MCV) and Mean Corpuscular
Hemoglobin (MCH), Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration (MCHC) and
Anisocytosis Index (RDW), in addition analyses to the serum iron and serum ferritin. We
performed a stratification of the a-thal genotype, demonstrated between only normal
characterization or absent deletion (ao/aa) (A), only heterozygous (-a3.7/aa) (B) and
only homozygotes (a3.7/a3.7) (C). The associations analyze among the a-thal genotypes
were statistically significant among all parameters hematological (<.001), except serum
Iron and serum Ferritin analyses between carrier’s a-thal. Although they were statistically
different, the hematological indices and parameters of all cities had values normal the
reference values.

Table 4 shows the hematological data and analysis of serum ferritin and serum
iron by city, stratified by gender. Hematological levels and iron test values were higher
in men than women, which is in accordance with the literature.

Hemoglobin, hematocrit and RBC values were corrected for sex. Multivariate
analysis of variance (MANOVA) was used to adjusted variables to mean corpuscular
volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH) and mean corpuscular
hemoglobin concentration (MCHC), with the corresponding values in patients with

microcytic. When individualizing individuals with microcytosis (MCV <80 fL), a total of
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158 was found. Of these, 13 had iron deficiency and were withdrawn from the analysis.

The allele and genotypic frequencies for the various groups are shown in Figure 2.

DISCUSSION

In the Amazon, the evaluation of the possible presence of a-thal was still based
only on screening methods, such as hematological indices and supravital staining of Hb
H bodies, or sent another Brazilian state for fidelity diagnosis. Worldly, we believe that
none of these products is fully reliable or sensitive to detect silent or heterozygous a-thal
carriers. This problem was solved by the arise of the molecular technic for the various
determinants of alpha thalassemia 517,

Due to the fact that alpha thalassemia never had studied by molecular procedures
here Amazon Region, is relatively unknow your real prevalence in Amazon region, and
maybe o-thal has been an underestimate 8,

As expected, the a-thal 3.7 determinant was the most common in this study, being
deletion found in 7.9%, consistent with the high incidence all states from Brazil 1929

With news molecular diagnostics thecnics, has been progress to determine the
prevalence for alpha thalassemia around the world. Observing the majority of studies
worldwide, including Brazil, a-thal 3.7 kb deletion is one of the most common, accounting
for prevalences ranging from 70% and 90% in the regions of Melanesia and Nepal; to
70.7% in Iran, 72.8% in regions, 35.2% in India and 16.3% in Thailand, 40% in African
countries and 5 a 20% in Brazil ?124),

In the state of Amazonas, have indigenous as hierarchical base centuries ago. The
neo-Brazilian formation took place from a social and geographic colonization that mixed
with of Spaniards, English, French, Dutch, Portuguese; as well as Irish, Arab-Turkish,
Italian, Japanese, Scandinavian and Jewish. Due to the need for labor due to the increasing
demands of the First Rubber Cycle on Brazil, industry that required a considerable
number of workers, Manaus received a large number of immigrants involving many Latin
American, European countries and Africana’s 527,

On Brazilian populations, many studies were performed to determinate the
prevalence and incidence to Alpha Thalassemia. Among the studies, in the interior of S&o
Paulo, in Genetic Counseling Outpatient Clinic Project, the frequency of 26.44% of
individuals was fund with 3.7kb (heterozygous), emphasizing the need for the

implantation of molecular tests, especially to identify family history for hereditary
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anemias 8. In the city of Campinas, a study was carried out comprising 169 individuals
attended at the hematology clinic of the University Hospital of UNICAMP, with
diagnosis of 49.9% of the microcytosis and hypochromia patients ¢, In Minas Gerais
State, identified the prevalence of hemoglobinopathies of 10.46% in neonates with -3.7kb
in heterozygous. These data reinforced the importance of Neonatal Screening programs
in order to diagnose hemoglobinopathies, especially alpha thalassemia G%. In a neonate
population, a study in Salvador observed the prevalence of 22.2% with deletion -0.3.7 and
2.5% in homozygous (*1).

In our study, the characterization of the population through the laboratory analysis
including its hematological data and the serum iron and ferritin dosages allowed to
differentiate and individualize the populations. Exclusion criteria were established to
establish a population pattern without biases in both the description of the hematological
characteristics to the exclusion carriers of onco-hematological diseases, as well as the
pregnant women and individuals under 18-year-old.

The results of the observations and comparisons of hematological indices among
alpha thalassemia genotypes were stratified independently of iron deficiency. The values
of HCM and VCM corroborate with the literature when they demonstrate subtle
reductions and were statistically significant.

The comparison between the hematological were essential to characterize each
population studied and to highlight how different the populations are, even concentrating
on nearby and integrated areas, such as the Metropolitan Region of Manaus. We
demonstrated that eight individuals have concomitantly a-thal and Iron deficiency,
representing of 4% of the total number of individuals with alpha Thalassemia.

This study was essential to highlight the importance of Thalassemia as a public

health problem, characterizing a population not yet described and highlighting the
importance of assessing its frequency. Our results to contribute to the populations of the
participating cities by directing the diagnostic results to the medicals, aiming at a better
monitoring and management of individuals who might not obtain this data at another time.

This is the first study carried out to estimate the prevalence of alpha thalassemia

in the Amazonian population using molecular methods.
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CONCLUSIONS

The prevalence of the 7.9% corroborate with others Brazilians studies. The present study
demonstrates the importance and relevance to performed of genetic anemia diagnostic in
region Amazonia, principally as an important test for differential diagnosis, especially

among iron deficiency anemia.
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Table 1 - Age and gender frequency of cities included in the study.

Location

Gender N (%) Age Mean/SD
(N)

Manaus Male 195 (54.8) 328+11,4
(356) Female 161 (45.2) 33,7+12,0
Iranduba Male 89 (38.4) 31,9+13,7
(232) Female 143 (61.6) 324+114
Manacapuru Male 121 (42.2) 34,0+£12,3
(287) Female 166 (57.8) 35,3+13,0
Presidente Figueiredo Male 135 (36.5) 439+ 16,2
(370) Female 235 (63.5) 41,7+17,0
Itacoatiara Male 111 (36.9) 37,2+19,8
(301) Female 190 (63.1) 42,3+ 17,5
Coari Male 109 (41.4) 31,1+10,8
(263) Female 154 (58.6) 30,9+10,3
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Table 2. Distribution of alpha 3.7 Kb deletion genotypes among subjects and grouped by
gender.

Alpha Thalassemia - N (%)

Location Gender
ao/aa a-/a0 o-/a-
Male 185 (94.8) 5(2.6) 5(2.6)
Manaus
Female 143 (88.8) 16 (9.9) 2 (1.3)
Male 81 (91.1) 6 (6.7) 2(2.2)
Iranduba
Female 134 (93.7) 6 (4.2) 3(2.1)
Male 113 (93.4) 5(4.1) 3(2.5)
Manacapuru
Female 161 (97.0) 3(1.8) 2(1.2)
_ o Male 120 (88.9) 12 (8.9) 3(2.2)
Presidente Figueiredo
Female 212 (90.2) 18 (7.7) 5(2.1)
) Male 102 (91.9) 7 (6.3) 2 (1.8)
Itacoatiara
Female 170 (89.5) 16 (8.4) 4(2.1)
_ Male 100 (91.7) 8 (7.4) 1(0.9)
Coari
Female 145 (94.2) 6 (3.9) 3(1.9)
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Table 3 - Hematologic Parameters Characterization and levels of serum Ferritin and Serum Iron among Alpha Thalassemia genotypes 3,7kb
deletion in Metropolitan Region of Manaus.

| Manaus | Iranduba | Manacapuru | Presidente Figueiredo [ Itacoatiara | Coari | p-value
Wide type (aa / ao)
(A)
WBC (x10%/uL) 6.9+0.8 6.9+1.6 74+14 9.0+4.6 6.5+2.0 6.9+15 <.001
RBC (x10%mm L) 46+04 43+05 47+0.6 47+04 47+05 44+0.5 <.001
Hg (g/d0) 13914 13014 13614 135+15 138714 130£16 <.001
Hct (%) 42.4+4.1 39.0+4.4 40.7£4.7 415+42 40.7+43 40.3+4.9 <.001
MCV (fL) 90.9+4.3 90.0+7.6 86.6+5.3 88.5+4.8 85.4+4.7 91.2+57 <.001
MCH 29.9+19 30.2+2.3 29.1+25 289+2.1 28.8+1.2 204+19 <.001
MCHC (pg) 329%13 335:16 336£26 326%17 33415 322+13 <.001
RDW (%) 134+1.2 13.0+0.7 136+0.9 135+0.7 140+0.6 12.8+0.8 <.001
Serum Iron (ng/dL) 81.8+4.2 93.7+25.6 854 +25.7 83.3+325 90.6 +32.6 96.2 +32.3 <.001
Ferritin (ng/dL) 137.1+52.7 110.1 +£33.2 109.8 +31.3 94.9+253 96.3 + 26.6 112.0£47.0 <.001
heterozygous (-03.7 / a.a)
(B)
WBC (x10%/uL) 6.3+0.9 7.0+2.1 78+1.2 95+6.4 6.1+14 7.0+21 <.001
RBC (x10%mm L) 44+04 45+04 54+05 45+0.7 49+0.6 47+1.0 <.001
Hg (g/dL) 121+11 120+15 145+1.38 123+1.6 134+£1.2 12.3+35 <.001
Hct (%) 38.3+2.7 349+4.2 42.6£5.3 385+55 38.7+3.8 38.2+8.1 .005
MCV (fL) 86.1+5.7 77.2+6.8 78.9+2.9 85.1+10.1 78.7+53 79.9+55 <.001
MCH 27.3+2.2 26.6 3.2 26.8+1.4 27.3+3.1 27.1+1.6 249 %23 .007
MCHC (pg) 31.7+16 34.4+2.0 34017 322+23 345+1.6 31.1+15 <.001
RDW (%) 12411 126+15 13.8+04 13.8+0.8 13907 125+14 <.001
Serum Iron (ng/dL) 76.8+5.5 78.4+31.3 84.0+255 68.4 +33.5 81.7+35.4 81.6+46.9 .064
Serum Ferritin (pg/dL) 101.8 £40.9 103.4 +£46.0 109.5 +£31.3 91.9+39.3 97.1+333 114.0 £60.7 .065
homozygous (¢3.7 / a3.7)
(C)
WBC (x10%/uL) 7.2+0.9 74+13 8.7x1.0 8.2+27 5117 7.1+0.3 0.022
RBC (x10%mm L) 4604 52+11 54+0.8 48+13 55+1.0 49+0.1 0.694
Hg (g/dL) 122+1.9 10.0+£3.1 141+£1.2 13.2+2.2 126+2.1 10.4+0.7 0.032
Hct (%) 38.4+5.4 35.0+8.3 45.8+2.4 39.9+59 37.3+5.7 324+19 0.020
MCV (fL) 79.1%5.2 67.0+8.1 84.8+8.4 845+159 69.1+9.9 65.3+3.8 0.005
MCH 251%25 19.1+43 26.1+2.8 27.7+4.0 23.1+3.3 21.1+1.6 0.001
MCHC (pg) 31716 282+31 308+1.9 331+32 334+15 323+0.7 0.011
RDW (%) 11.2+0.7 13.0+0.8 13.6+£0.9 13.1+£0.9 13.7+£0.7 129+1.2 <.001
Serum Iron (ng/dL) 70.2+5.4 53.2+19.6 104.7+£17.0 745+49.8 92.4 +£39.7 79.9+21.1 0.175
Serum Ferritin (ng/dL) 86,55 +49.2 96.2 +47.8 92,41 £31.3 98,36 + 49.5 85.8 +24.2 81.5+9.4 0.746

Note: WBC: White Blood Cell Count; RBC: Red Blood Cell Count; Hb: Haemoglobin; Hct: Haematocrit; MCV: Mean Corpuscular Volume; MCH: Mean Corpuscular Hb; MCHC: Mean Corpuscular Hb Concentration;
RDW: red blood cell distribution width; SD: standard deviation.
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Table 4 - Hematological data and levels of serum ferritin and serum Iron among study participants.

Manaus Iranduba Manacapuru Presidente Figueiredo Itacoatiara Coari
N=195 | N=161 N=89 | N=143 | o | N=121 | N=166 N=135 | N=235 N=111 | N=190 N=109 | N=154
p- p- p-
Mean * SD value | Mean £ SD \éalu Mean * SD value | Mean +SD value | Mean £ SD S;Iue Mean * SD \:ﬂue
Male Female Male | Female Male Female Male Female Male Female Male Female
WBC 7.0 6.6 6.6 7.1 07 7.4 7.5 8.6 9.3 6.3 6.5 7.0 6.8
3 + + <.001 | * + + + .735 + + .182 + + .506 + + .308
(x10°/uL) | g 0.9 19 |15 2 15 13 3.6 5.3 2.1 1.9 1.7 1.4
RBC 4.8 4.4 4.6 4.2 0 4.8 4.6 4.9 4.5 5.1 4.6 4.7 4.2
(x10°/mm | & + <001 | # + c<)1 + + <.001 | % + <001 |+ + <001 |+ + <.001
L) 0.4 0.4 0.5 0.5 0.6 0.5 0.5 0.4 0.6 0.5 0.6 0.5
14.4 13.0 13.7 12.4 <0 14.0 134 14.5 12.8 14.4 13.3 13.7 12.3
Hb (g/dL) + + <.001 | + 0'1 + * <001 | + <.001 | £ + <.001 | £ + <.001
1.2 1.4 1.3 1.5 1.4 1.4 1.7 1.0 1.3 1.3 1.8 1.5
44.0 39.7 40.9 37.2 <0 41.9 40.0 43.8 39.7 43.0 39.0 42.6 38.2
Hct (%) * * <.001 |+ + 0'1 + + .002 + + <001 |+ + <.001 |+ + <.001
3.5 3.8 3.9 4.4 5.2 4.2 4.7 3.4 4.4 3.6 5.2 4.4
90.7 90.1 89.4 88.5 43 85.9 86.7 88.1 88.1 84.3 84.7 90.5 89.9
MCV (fL) + + .232 + £l 1 + + .200 £l £l .945 i i .612 i £ .506
4.5 5.2 9.3 8.3 5.8 5.1 5.0 6.4 6.6 5.1 5.9 7.5
29.8 29.5 29.9 29.6 55 28.9 29.0 29.1 28.5 28.3 28.7 29.1 29.0
MCH (pg) | * + 286 |+ + '9 + + 644 |+ + 010 |+ + 022 |+ + .898
1.9 2.4 2.9 3.0 2.9 2.1 2.2 2.3 1.5 1.5 2.0 2.6
32.8 32.8 33.4 33.5 30 33.7 33.5 33.1 32.4 33.6 33.9 32.1 32.2
MCHC (pg) | * + 762 |+ + p + + 525 |+ + 000 |+ + 059 |+ + 516
1.1 1.7 1.6 2.0 3.3 2.0 1.9 1.6 1.4 1.2 1.3 1.3
13.7 12.8 13.0 13.0 86 13.6 13.6 13.5 13.5 14.0 14.0 12.8 12.9+0.
RDW * * <.001 | + + ) + + .789 + + .504 + + .680 + 9 .373
1.4 1.0 0.8 0.8 0.8 1.0 0.7 0.7 0.8 0.6 0.9
81.8 80.7 102.1 | 85.8 89.2 83.2 88.2 78.2 95.0 87.0 91.6
Iron <.0 100.1+
(ng/dL) + + .037 + + 01 + + .052 + + .005 + + .042 8.4 + .040
4.4 5.0 25.3 25.4 24.5 26.2 36.4 30.7 35.3 31.1 35.9
Ferritin 177.7 83.9 114.1 | 105.9 07 114.0 107.4 89.8 96.7 104.6 91.8 156.3 80.1
+ + <.001 | + + + + .082 + + .020 + + <.001 | + + <.001
(ke/L) 27.4 19.5 35.1 33.8 6 31.8 30.7 30.9 24.9 30.7 23.5 34.0 24.9

57



Figure 1. Comparison of hematological parameters (RBC count (A), Hemoglobin level (B) and
hematocrit (C)) between alpha thalassemia genotypes by gender.
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Figure 2. Frequency of the 3.7 alpha genotypes between individuals with microcytic and
normocytic erythrocytes.
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Alpha thalassemia is highly prevalent in the plural society of Brazil and is a public health
problem. There is limited knowledge of its accurate frequency and distribution in the
Amazon Region. Knowing the frequency of thalassemia and the prevalence of responsible
mutations is therefore an important step in the understanding and control program.
Hematological and molecular data, in addition to serum iron, serum ferritin from 989
unrelated first-time blood donors from Amazonas Hemoterapy and Hematology
Foundation (FHEMOAM) were performed. In this study, the subjects were screened for
- o37/42 (205 __SEA and —MED dgletions. Of the 713 (72.1%) male donors and 275 (27.9%)
females were performed to Alpha thalassemia screening between years 2016 and 2017.
The aims of this analysis were to describe the distribution of various alpha thalassemia
alleles by gender, along with their genotypic interactions, and to illustrate the
hematological changes associated with each phenotype. Amongst the patients, 5.35%
(n=53) were diagnosed with deletion —o " and only one donor to a2 deletion. Of the
individuals with —a>7, 85.8% (n=46) were heterozygous and 14.20% (n=7) homozygous.
The frequency of the —a>" deletion was higher in male (5.89%) than in female (4.0%).
Statistical analysis no showed a significant difference in the distribution of —a>’ by
gender (p=0,217). No -a?*%, —SEA and —MEP deletions was found. Randomly, 479
subjects were analyzed to serum iron, serum ferritin, with 1,04% iron deficient (n=5) and
none with very high levels of stored iron (>220 (ug/dL). Alpha-thalassemia-2 7P
deletion was the most common allele detected in Manaus Blood Donors, corroborating is
the most common type of a-thalassemia found throughout the world. As expected, the
mean of hematological data was significantly lower in alpha thalassemia carriers
(p<.001), mainly homozygous genotype. Leukocytes and platelet count did not differ
significantly. Due to the small number of individuals with iron deficiency found in our
blood donors, did not possibility to the differential diagnosis between the two types of
anemia, even because minor changes were found among hematological parameters with
iron deficiency and alpha thalassemia. Despite this, This study showed that the values of
hematological parameters, especially MCV and MCH are lower in with iron deficents
donors, especially when associated with a-thal and therefore it may be useful to
discriminate between the different types of microcytic anaemia. In conclusion, we
believed screening for thalassemia trait should be included as part of a standard blood
testing before blood donation. Should be noted this was the first study to performed out
the screening for alpha deletions in blodd donors from the Manaus region and further
studies are required to look at the effects of donated thalassemic blood.
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INTRODUCTION

Thalassemias are the most common monogenic disease prevalent worldwide,
include in Brazil. Thalassemia’s have high frequency in the Italy, Middle East, India,
South and Southeast Asia. The most common thalassemia deletional alleles are -a>’ and
-0*2. The -o®' allele has been observed worldwide, while the -a*2 is most common in
Asian countries. )

Although many regions of the world still do not have demonstrated data, current
studies show that about 7% of the world population has at least one hemoglobin disorder.
(4.5)

The current Brazilian population was formed by successive migratory waves from
the 16th to 18th centuries (Africans Slaves) and 19th and 20th centuries of the Europeans.
(6)

Brazilian population have many genetic studies has been documented this
heterogeneity with non-uniform European, African and Amerindian pattern. For the
Northern populations generally have higher African and Amerindians contributions when
compared to other Brazilian groups. -1

Several laboratory tests may be used to help detect and diagnose Thalassemia like:
hemoglobin electrophoresis, complete blood count, Blood smear, Iron studies, DNA
analysis (Genetic testing). 2

Alpha thalassemia carriers are asymptomatic & usually having no hematologic
abnormalities. Complications are mostly found in thalassemia beta major and
intermediate patients. In silent carrier state thalassemic patients are essentially
asymptomatic and the complete blood count, hemoglobin electrophoresis, and peripheral
smear are usually normal. Slight hypochromia and microcytosis may be evident by
microscopic evaluation. 317

Since blood donors provide blood, their health is of considerable importance for
both the donor and the recipient, hence, blood donors are screened for communicable
diseases to avoid their transmission.

Likewise, screening for thalassemia may help in providing blood and red blood
cell concentrates with maximum functional capacity. Detection of thalassemia in blood
donors may reflect the spectrum of the disease in the population.

This is the first published report in Manaus and Amazon region that identifies

thalassemia carriers among blood donors at the HEMOAM.

62



MATERIALS AND METHODS

The studied population sample is composed by 989 first-time blood donors
attending the Amazonas Hemoterapy and Hematology Foundation (FHEMOAM) in
Manaus, capital of the Amazonas State, Brazil between years 2016 and 2017.

Even though the minimum age allowed to donate blood was 16 years old (Artigo
21 da Lei 8.069/90), only donors with above 18 years old participated in this study. In
addition, only participated in the study to those individuals that for the first time in their
life donated blood.

Peripheral blood samples for the hematological analysis were obtained during a
blood donation routine in ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and no anticoagulants
Vacutainer blood collection tube and transported to the laboratory. The hematological
investigations performed included a full blood count using the automated hematologic
analyzer BC-5800 (Mindray, Shenzhe, China); data have been obtained for the overall
count of red blood cells (RBCs), concentration of hemoglobin (Hgb), hematocrit (Hct),
mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean
corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), Red Cell Distribution width (RDW),
total leukocyte and platelet count. To tests to determine iron and ferritin serum were
measured as implemented in the automated A25 platform (BioSystems SA, Barcelona,
Spain) using Ferritin K081 KIT (BIOCLIN) and Iron Serum K017 KIT (BIOCLIN). (1819
Genomic DNA was extracted from peripheral blood using HiYield Genomic DNA
extraction kit (BioAmerica Inc., USA). NanoDrop ND-1000 (ISOGEN LIFE SCIENCE,
Netherlands) was used to measure DNA concentration.

All samples was tested to confirm to hemoglobin normal "AA" using TagMan®
SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA) on a StepOnePlus™
Real-Time PCR system (Applied Biosystems).

All six sets of primer from manufacturer was provided in 100 pM solution and
diluted for PCR amplification used 2,5 uL of 50 uM stock primer was diluted with 45 pL
of ultra-pure H20 in order to prepare 50 puL of 10uM primer. PCR conditions were as
described previously ?® using QIAGEN Multiplex PCR Kit (1000 reactions - Cat No./ID
206143) with minor changes. In brief, PCR was performed using approximately 50 ng of
genomic DNA in 50 pL reaction volumes containing 3 mM MgCly; 1,0 ul 5x Q-Solution,
0.35 umol/L each primer Table 1, including primers that act as internal controls; 250

umol/L DNTPs; 2.5 U of Taq polymerase (Qiagen); and RNase-Free Water. Reactions
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were incubated at TL00® gradient thermal cycler (BIORAD, Hercules, California, EUA)
with an initial 10 minutes denaturation at 96°C, followed by 34 cycles at 96°C for 45
seconds, 60°C for 45 seconds, and 72°C for 150 seconds and a final extension at 72°C for
10 minutes.

Descriptive statistics were used to hematological data, ferritin and iron serum.
Differences in continuous variables between two groups were analyzed using the Student
t or Mann-Whitney test for Gaussian and non-Gaussian distributed variables respectively.
one-way ANOVA was performed to average and standard Deviation. A p value less than
or equal to 0.05 was considered statistically significant. All statistical analyses were
performed using the GraphPad Prism Software v. 5.0 (GraphPad Prism Software Inc. San
Diego, California, USA) and SPSS version 19.

Table 1. Primers used for detection of common deletional determinants of alpha-
thalassemia.

Primer o Frag_ment
Code 5" 3" Sequence Slze_
(Base Pairs)

LISI-F |[GTCGTCACTGGCAGCGTAGATC 9503
LISI-R |[GATTCCAGGTTGTAGACGGACTG

23’E |CCCCTCGCCAAGTCCACCC 2022
a2 R AGACCAGGAAGGGCCGGTG

23’ |CCCCTCGCCAAGTCCACCC ~ 1800
37205 | AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG

SEA-F |[CGATCTGGGCTCTGTGTTCTC 1350
SEA-R |AGCCCACGTTGTGTTCATGGC

42F GGTTTACCCATGTGGTGCCTC 1630

42R CCCGTTGGATCTTCTCATTTCCC

205F GCCCAACATCCGGAGTACATG 1000

37205 | AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG

FIL-F TGCAAATATGTTTCTCTCATTCTGTG 1170
FIL-R |ATAACCTTTATCTGCCACATGTAGC
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RESULTS AND DISCUSSION

A total of the 989 first-time blood donors, being 713 (72.1%) male and 275
(27.9%) females were analyzed, with 53 of them (5.35%) confirmed to —o®’ deletion.
The -a*? deletion was detected only one subject. No subjects -02%°, —SEA and —MEP
deletions was found, suggesting the probable presence of a “rare” a-thal genotypes in
Amazon Region to be as in other Brazilian populations. The results were summarized in
Table 2

The total alleles to a-thal frequency found from the random blood donors’ samples
Is similar to that estimated in others studies from Brazilian population (average among
2,5 -8%). Our study showed lower a-thal frequency when compared to work from
Uberaba Regional Blood Center, Hemominas Foundation, Uberaba, Brazil, being found
in blood donors the prevalence of the 14.89% to a-thal with all cases being heterozygous
for the _(13.7_ (21-23)

Still, we believed that this frequency it is probably underestimated since the that
blood donors are generally healthier people and therefore have hematological data with
values equal to or above normal reference values when compared to the population served
at health posts and hospitals, even if they are normal patients without clinical
manifestations.

As expected, the mean of hematological data was significantly lower in o-thal
carriers (p<.001). Leukocytes and platelet count did not differ significantly (table3). On
comparing hematological parameters independent of gender, had the most pronounced
microcytosis in the cases with homozygous genotype. Microcytosis was found in all
homozygous cases, but it is also important to remember that normal RBC indices do not
rule out o-thal carrier. ? Our results corroborate with the national and international
literature that alpha thalassemia, mainly the a->' deletion, is one of the main causes in
individuals without anemia of microcytosis and mild or severe hypochromia. These
results stand out in the clinic, since these hematological data are often interpreted as
indicators of iron deficiency. ¢529)

We found that a-thal is a common cause of microcytosis, given that a high
proportion (42.2%) of the microcytic blood donors carried o->7 deletions. Randomly, 479
subjects were analyzed to test iron and ferritin, with 1.04% iron deficient (n=5) and none
with very high levels of stored iron (>220 (ug/dL). Microcytic hypochromic anemia is a

common hematological abnormality and it is usually caused by iron deficiency and /or

65



thalassemia, usually genes a deletion Our results point out indicating the importance of
investigating, besides serum iron levels, the a-thal to prevent medical intervention and
iron therapy unnecessary in subjects with microcytic anemia due to thalassemia. ¢7-29)

The actually literature have that serum iron and ferritin dosage are a good indicator
to investigate iron stores, thereby verify the early detection of iron deficiency.
Nonetheless, in cases where ferritin levels are within the reference values or increased,
other tests such as total iron binding capacity, transferrin saturation may help to better
characterize the type of anemia. ¢

In blood banks from Brazil, although there are rigid and regulated techniques, it
is still a great problem to enhance the identification of all types and causes of anemia.
This is due to the need to use different methodologies in the differential diagnosis [16].
However, several studies have shown good results using hematological parameters of the
conventional hemogram. ©2:33)

Another interesting finding found in our results was the tendency of RDW
elevation proportionally to the loss of the alphas genes, corroborating with other studies
in the literature. The thalassemia patients have smaller and more homogeneous
erythrocytes (mainly microcytic), which leads us to correlate high RDW higher in iron
deficiency than in thalassemia (Figure 1). ¢430)

We understand the difficulty of screening for alpha thalassemia genotypes,
especially which for the final diagnosis it is necessary to include technique that is
currently expensive and with few people qualified for it. However, we consider that
molecular techniques should be included as part of standard blood tests before blood
donation. | even think that national policies should be reformulated to select the blood

used for healthy transfusion and with no risk.
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Table 2. Overall alpha Thalassemia genotypes in the among first-time blood donors from
FHEMOAM (2016-2017).

a-globin genotypes

Gender Total
aa laa -a ¥ laa o 37 @37 o 42

Male (%) | 670(93.9) | 37 (5.2) 05 (0.7) 01 (0.1) 714

Female (%) | 264 (96.0) | 9 (3.3) 02 (0.7) 275

Total (%) | 935(94.4) | 46 (4.7) 07 (0.7) 01 (0.1) 989
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Table 3. Hematologic, ferritin serum and iron serum characterization between -a 37 genotypes and gender from first-time blood donors from

FHEMOAM (2016-2017).

a-globin genotypes

a-globin genotypes

a-globin genotypes

Parameters Data (All) p- (Male) p- (Female) p-
value value value
aa laa -a % aa a3 a37 aa laa -a % aa a3 a37 aa laa -a % aa a3’ a37
WBC 6.92+.96 7.21+.68 7.16+1.11 174 6.99+.95 7.33+.63 7.19+1.57 179 6.68+.96 6.84+.73 7.11+.88 .802
(x10%/pL)
RBC 4.74+.43 5.04+.35 5.57+.76 <.001 4.87+.38 5.11+.32 5.76+.73 <.001 4.42+.36 4.77+.31 5.09+.35 <.001
(x10%/mm L)
Hg 14.13+1.28 14.05+1.41 12.11+1.38 <.001 14.60+1.1 14.47+1.2 12.54+1.4 <.001 12.99+1.1 12.35+.7 11.05+.91 .009
(g/dL)
Hct 43.21+£3.32 43.13+3.03 42.01+2.66 591 44.26+2.9 43.81+2.7 42.58+2.5 .292 40.32+2.7 39.51+2.1 39.1+1.9 .659
(%)
MCV 90.39+4.42 84.97+4.81 74.49+7.28 <.001 90.91+4.41 85.83+4.70 74.54+2.89 <.001 89.12+4.2 81.41+3.6 73.59+5 <.001
(fL)
MCH 29.82+1.82 27.87+2.34 21.98+3.09 <.001 29.99+1.7 28.34+2.2 22.09+3.7 <.001 29.42+1.9 25.93+1.7 21.69+.29 <.001
(pg/h)
MCHC 32.96+1.08 32.77+1.42 29.43+1.82 <.001 32.99+1.44 33.01+1.43 29.40+2.21 <.001 32.89+1.2 31.83+1.1 29.48+.61 <.001
(g/dI)
RDW 13.27+.89 14.59+1.23 16.13+1.51 <.001 12.43+.91 13.85+1.2 16.18+1.4 <.001 12.88+.72 13.52+.54 15.11+2.3 <.001
(%)
Platelet 278.3+98.8 261.6+61.8 277.4+92.8 461 272.2+87.4 261.3+72.4 | 257.4+124.5 .709 293.3+106.6 | 263.1+54.9 281.7+38.2 .693
(x10% L)
Iron Serum 91.29+19.31 | 82.15+102.4 | 60.29+28.2 <.001 81.9455 76.6+4.5 51.2+27.5 <.001 120.6+17.5 99.5+30.8 78.5+26.4 <.001
(pg/dL)
Ferritin Serum 156.1+47.7 157.4+45.9 118.2+59.66 | <.001 179,1+28.1 169.8+21.4 121.12479.7 | <.001 88.1+22.6 87.5+26.1 84.4+24.4 .894
(pg/dL)
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5. CONCLUSAO

Ao estimarmos a frequéncia da Talassemia Alfa na populacdo da Regido
Metropolitana de Manaus, o fato de encontrarmos prevaléncia de 7,9% corrobora com
outros estudos brasileiros. O presente estudo demonstra a importancia e relevancia do
diagnostico de anemia genética na regido Amazoénica, destacando a amplitude das
hemoglobinopatias, principalmente como um importante teste para o diagndstico

diferencial, especialmente entre anemia ferropriva.

A prevaléncia de 5,35% de talassémicos no grupo de doadores de sangue ressalta o
quao importante é diagnostico prévio da delecdo. Mesmo compreendendo a rigidez com a
qual o ciclo do sangue é estruturado, a possibilidade de um teste que viabilizasse a
identificacdo de portadores de hemoglobinopatias potencializaria ainda mais a selecéo de

doadores, além de limitar a doagdo por parte dos portadores de talassemia alfa minor.
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FORAM APEMSADAS as amencias das instituigdes inseridas na resposta do pesquisador: o Hospital
Lazaro Ress, Manacapunu, do Hospital Geral Jose Mendes em liacoatiara e do Centro de Salde de landuba
na cidade de Iranduba. As anuéncias devem ser concedidas pelo maior responsavel destas instiuigles, ou
gestor legalmente autorizado para anuéncias desta natureza, em papel timbrado da instituigio.] declaramos
o5 docurnentos apresentados INADEQUADOS.

TCLE: Foram atendidas as soficitagies do parecer anterior.

Recomendagoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

) presente protocolo de pesquisa apresenta relevancia social e cientifica, porém ndoc atendeu as
pendéncizs do Parecer antenior quanto aos lermos de anusncia do Hospital Lazare Reis, Manacapuru, do
Hospital Geral Jose Mendes em ltacoatiara & do Centro de Salde de Iranduba na cidade de Iranduba, que
por se tratarem de instiuigdes de pleno direito deveriam ser apresentadas
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esquisa: Estudo do impacto nas rejeigdes imunes em terapia celular dos sistemas Kell, Kic
Duffy, MNS, Diego, Dombrock, Colton e Gerbich no Hemocentro do Amazonas.

or: Sérgio Roberto Lopes Albuquerque

tica: Area 1. Genética Humana.
(Trata-se de pesquisa envolvendo genética humana ndo conten'gplada acima.);

93312.4.0000.0009

Proponente: Fundagio de Hematologia @ Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM
or Principal: Fundacio de Hematologia @ Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM

PARECER

Parecer: 213.167
atoria: 08/02/2013

.

ao do Projeto:

Estratégias para aumentar a seguranga transfusional tem sido cada vez mais necessarias nc
hemoterapia. A genotipagem de grupos sanguineos pode reduzir as reagdes transfusiona
com a transfusdo de bolsas compativeis em pacientes com alo anticorpos dirigidos conti
le alta frequéncia, assim como em individuos com auto anticorpos.

Pesquisa:
terminar a frequencia dos sistemas Keli, Kidd, Duffy, MNS, Diego, Dombrock, Colton e Gerbic

§, gestantes e doadores de sangue atendidos na Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia ¢
HEMOAM.

os Riscos e Beneficios:

into da coleta do sangue sera realizado por um profissional treinado, utilizando agulhas , bols
! lubos descartaveis o que reduzira o risco de alguma contaminagéo durante o processo d
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: MAPEAMENTO GEMETICO EM PACIENTES PORTADORES DE DOENCAS
CARDIOVASCULARES

Pesquisador: José Pereira de Moura neto

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

Versio: 2
CAAE: 48020315.4.0000.5020
Instituigdo Proponente: Faculdade de Ciencias Famaceuticas

Patrocinador Principal: Financiaments Proprio
DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 1.172.117

Data da Relatoria: 05/08/2015

Apresentagio do Projeto:

As doencgas cardiovasculares s3o a principal causa de morte no mundo, responsaveis por mais de 17
milhdes de dbitos ao ano. Aproximadamente 80% desses casos sio regisirados em paises majoritafaments
de baixa & média renda, representando 30% do total registrado mo mundo. Estudos relatives 3
epidemiclogia, fisiopatologia, biologia molecular, a identificagdo de genes e mapas genéticos tém sido
capazes de estabelecer uma base solida, tanto para o diagnostico e tratamento da medicina cardiovascular.
Estudos genéficos confirmaram diversas associaghes entre polimorfismos e desenvolvimento de doengas
cardiovasculares (DCV). Além disso, sabemos que a distribuigio dos diversos gendtipos e de seus alelos
depende das caracteristicas étnicas das populagies estudadas. Existem no Brasil indmeros estudos
genéticos relacionados as DCV, porém, no estado do Amazonas poucos 530 o5 conhecimentos
relacionando polimorfismos genéticos em portadores de DCV. Objetive: Nosso projeto tem o intuito de
caracterizar molecularmente, hematologicamente & bioguimicamente marcadores relacionados & doenga
cardiovascular em pacientes atendidos no Hospital Universitaro Francisca Mendes — HUFM, hospital de
referéncia em cardiopatas, atendendo pacientes de todo o Amazonas e também de outros estados.
Metodologia: Serdo incluidas no presente estudo pacientes atendido nas clinicas, ambulatorics e os que irdo
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realizar cirungia cardiaca no Hospital Universitario Francisca Mendes, apds concondanem com a participacio
ni estudo, mediante assinatwra do Termo de Consentimento Livre & Esclarecido (TCLE). A entrevista aos
pacientes ooomerd durante o atendimento & sua intemacdo na Institwigio. Dados relatives aos pacientes
também serao obfidos dos prontuaries médicos do hospital. Perspectivas: Entendamos da importancia da
diversidade genética para um estabelecimento de tratamento adequando aos pacientes portadores de DOV,
além de direcionar uma tratamento preventive desta patologia. Dados hematoligicos e bioguimicos s3o
fundamentais no diagndstico. trataments e acompanhamento dos pacientes. A inclus3o dos dados
moleculares trara abordagem terapSutica mais precisa e rapido, o gue ajudara remover complicagbes
bicquimicas.

incluindo fatores preciptantes para DCV, e melhorara na prevencao & no tratamento rapide, adequando &
ideal a0 pacients.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Determinar os dados hematolégicos, bieguimicos & demograficos nos pacientes.
Confimar a frequéncia dos polimorfismos utilizando-se o painal TruSight Cadiomyopathy Traget Genes.

Objetive Secundario:
- Determinar os dados hematologicos & bioguimicos nos pacientes;

- Determinar a frequéncia dos polimorfismos em genes importantes envolvendo cardiopatia;

- Associar os polimorfismos encontrados come dados hematologicos e bioquimicos, identificando possiveis
miarcadores na gravidade dinica

- Comelacionar os polimorfismos encontrados com a dinica dos pacientes;

- Determinar possiveis biomarcadores moleculares e hematologicos com de risco para gravidade ou

protegdo para doenga Cardiovascular

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS E BEMNEFICIOS - APRESENTADOS E ADEQUADDS.

Comentarios e Considerages sobre a Pesquisa:

0 modelo de estudo & uma coorte prospectiva onde serdo incluidas pacientes atendido nas
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clinicas, ambulatérios & os gue irao realizar cirurgia cardiaca no Hospital Universitario Francisca Mendes,
apos concondarem oom & participagao no estudo, mediante assinatura do Temmo de Consentiments Livre &
Esdarecido (TCLE) ou do Temmo de Assentiments. Cumpre ressaltar que por se tratar de um estudo de
Coorte, sera explicado 3 cada pacientes sobre 35 coletas de dados dinicos, hematologicos e bioquimicos
posteriores. para cada memento de seu retomo, e que para 550 NAo Sera necessarno recoletar o sangue,
UIMia wez que pegaremos os dados que constarao no prontuano medico, Considerando-se possivels pendas
em tomo de 25%, o tamanho adotado foi de 1200 mdividuos. Serdo excluidos do estudo individuos gue
discordarem com Sua partiu::ipag.a'm no estude & que n@o quiserem assinar ¢ TCLE. A abordagem aos
pacientes oComera durante o atendiments & a intemagio na Instituigio & juntamente 3 esta sera explicitado
o projeto em questdo e explicagdoe do Termao de Consentimento. Desta forma, o pacients possuird live
arbitrio para participar ou ndo do Projeto. Objetivo 1: As amostras de sangue serao coletadas por
profssional habilitado, mediante assinatura do Terme de Consentimento Livre e Esdlaredido (TCLE). Ser@o
coletados a wacuo cinco mililitros de sangue venoso em EDTA (acido etileno de aminotetracetico di-sodico).
Lmia fragdo do sangue sera encaminhada a Faculdade de Ciéncias Farmaceubicas da Universidade Federal
do Amazonas para procedimentos. de analises moleculares. Os perfis hematolagicos e bioquimicos serao
encaminhadas a0s os setores agéncia transfusional e laboratorio do Hospital Universitario Francisca
Mendes — HUFM. O hemograma sera realizado o no aparelho ADVIA 120 e a bioguimica no LABMAX.
Objetivo 2: Os individuos responderao ao questionanio para coleta de dados demegraficos, socioeconomicos
e clinicos. A complementagie relativa aos dados clinicos sera obtida dos possivels prontudnios médicos
existentes de acompanhamento dos mesmos. Objetive 3:

Para as analises moleculares, o DMA genomico sera isolado de leuctcitos a partir de 200L de sangue,
utlizando-se o método direto CAamp DMA Mini Kit (Qiagen), conforme protocol do fabricants. © DNA serd
armazenado 3 -20 of até o momento das analises atendendo a Resolugdo

44172011-CNS durante o periodo necessario para as analises moleculares dos genes abaixo citados.
Todawia, o material coletado (amostra de

sangue) podera ser armazenado por ate 10 anos para futuras analises se somente autorizado pelo
participante.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
FOLHA DE ROSTO: ADEQUADA. Ascinada pelo pesquisador responsavel, & pela Diretora em exercicio da
Faculdade de Ciéncias Farmaciuticas.
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TERMO DE AMUENCLA: ADEQUADD. Foi apresentada ansncia do Diretor de Hospital Universitario
Francisca Mendes, Dr. Pedro Elias de Souza

TCLEs: FORAM REAPRESENTADOS E ESTAD ADEQUADOS.
ORCAMENTO: RS 7.512,00 - RECURSOS PROPRIOS
CRONOGRAMA: IMICID D1/D2015 COLETA DE DADOS 01/00:2015 21102018; TERMING 2108/2017.

INSTRUMENTO PARA COLETA DE DADOS APRESENTADO.

Recomendagtes:

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

) presente protocolo de pesquisa apresenta relevancia cientifica, reapresentado por apresentar pendéncias
na primeira apresentagdo nos rscos, metodologias, TCLE e orgamento. O protocolo fol reapresentado e
atende completamente a resolugdo 45612 do CMS. Diante do exposto somos pela aprovacdo. Salve melhor
juED & o parecer.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Hecessita Apreciagac da CONEP:

Mao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

MAMALLS, 10 de Agosto de 2015

Assinado por:
Eliana Maria Pereira da Fonseca
{Coordenador]
Endersqoc  Fua Teresina, 4350
Balro:  Addandpols CEP: g3.057-070
UF: &M Munloiplo:  MANALIS
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Pigina i da D4

87



