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Resumo

Palavras -chave

Introducdo: A quantificacdo e a diferenciacdo leucocitaria em diferentes
contadores hematoldgicos automaticos apresentam artefatos devido a presenca de
células (eritroblastos, eritrécitos com corpos de Howell-Jolly, drepandcitos e células
em alvo) com resisténcia osmoética aumentada. Esta dificuldade em obter
contagens fiaveis coloca muitas vezes problemas no diagnostico e seguimento
destes doentes. A hemoglobina (Hb) do adulto, Hb A, € composta por 2 cadeias
globinicas a e 2 B. As hemoglobinopatias resultam de muta¢cdes nos genes das
cadeias globinicas que levam a sintese de cadeias anormais ou a auséncia ou
diminuicdo de producdo dessas mesmas cadeias. As B- Talassémias sé&o
caraterizadas por uma reducdo (B") ou auséncia (B°) de sintese de cadeias B —
globinicas, em consequéncia, na maioria das vezes, de mutacdes pontuais. A
homozigotia ou heterozigotia composta para mutacdes B da origem a B-
Talassemia Intermédia (3-TI).

Objetivos: Encontrar uma metodologia fiavel para a contagem e diferenciagcdo de
leucécitos em doentes com B-TI. Criar um algoritmo para a corregcdo das
parametros. Relacionar o genétipo com as maiores ou menores alteragdes na
contagem diferencial leucocitaria.

Material e Métodos: 21 amostras de doentes com B-TI do Servico de
Hematologia-HG/HP do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra, EPE,
colhidas entre Setembro de 2011 e Setembro de 2012. As amostras foram
divididas em Grupo I, 14 amostras: homozigotia ¢.92+6T>C(IVSI-6) e homozigotia -
90C>T; Grupo Il, 7 amostras: heterozigotia [c.317delT (CD106 -T); dupla
heterozigotia c.46delT(CD15 -T)+ aaa/aa e dupla heterozigotia ¢.92+1G>A (IVSI-
1)+aao/aa). Estudo realizado em analisador hematoloégico automatizado CELL-
DYN SAPPHIRE™ , com metodologia FCS e método de correcdo manual. Analise
estatistica por teste t student para amostras emparelhadas.

Resultados: Avaliagdo comparativa dos resultados: metodologia automatica vs
FCS (p<0.0001; t=5,077); automatica vs manual (p<0,0001; t=4,943);FCS vs
manual (p=0,0002; t=4,604).

Discusséo/Conclusdo: A correcdo das contagens no programa FCS demonstrou
eficacia na eliminacdo de interferentes que inflacionam a contagem de leucdcitos.
A partir desta metodologia foi criado um algoritmo para ser utilizado no
processamento deste tipo de amostras.

Verificou-se ainda que as amostras do Grupo |, com homozigotia [c.92+6T>C (IVSI-
6) e homozigotia -90C>T], apresentaram maiores alteracbes na contagem
diferencial leucocitaria, 0 que devera estar relacionado com o seu fendtipo mais
severo.

Hemoglobinopatias; B-TI; Analisadores Hematoldgicos; Mutacdes



Abstract

Keywords

Introduction: The leukocyte differentiation and quantification performed by
different automated hematological analyzers, presents some challenges
whenever there are red blood cells (erythroblasts, sickle cells, erythrocytes with
Howell-Jolly bodies and target cells) with increased osmotic resistance. This
difficulty in obtaining reliable counts often indicate problems in diagnosis and
management of these patients. The Hb is composed of two types of globin
chains, the a and B. Hemoglobinopathies are characterized by genetic defects
in the globin chains due to existing modifications in the genes responsible for
sequencing and structure of each type of polypeptide chain, as well as those
responsible for the synthesis of balanced chains a and B. The B-Thalassemias
are characterized by reduced (B%) or absent (BO) synthesis of B-globin chains,
largely due to point mutations. The homozygosity or compound heterozygosity
for mutations (B%), gives rise to B-Thalassemia Intermedia (B-T1).

Objectives: To find an effective methodology for obtaining reliable counts and
differentiation of leukocytes in patients with B-TI.Create an algorithm for the
correction of parameters. Relate genotype with major or minor changes in
leukocyte differential counting.

Material and Methods: 21 samples of patients with B-TI1 of the Hematology
Unit-HG/HP of Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra, EPE, collected
between September 2011 and September 2012. They were divided in Group I,
14 samples: homozygosity ¢.92+6T>C(IVSI-6) and homozygosity -90C>T;
Group II,7 samples: heterozygosity [c.317delT (CD106 -T);double
heterozygosity ¢.46delT(CD15 -T)+ aaa/aa and double heterozygosity
€.92+1G>A (IVSI-1)+aaa/aa]. Automated hematology counts on CELL-DYN
SAPPHIRE ™, in the FCS software and method of manual correction.
Statistical analysis by Student's t test for paired samples.

Results: We compared the methodologies, automatic vs. FCS (p <0.0001, t
5,077); Automatic vs Manual (p <0.0001, t = 4,943); Manual vs. FCS (p
0.0002; t = 4,604)

Discussion/Conclusion: The correction made in the FCS program has
demonstrated effectiveness in removing that influence in the leukocytes count.
From this methodology was created an algorithm to be properly used in
processing such samples. It was also found that samples of the Group I, with
homozygosity [c.92+6T>C (IVSI-6) and homozigosity -90C>T] showed greater
changes in the leukocyte differential count, which should be related to their
more severe phenotype.

Hemoglobinopathies; B-TI; Automatic Hematological Counters;Mutations.
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1. INTRODUCAO

Nas amostras de doentes com - Talassémia Intermédia (8- Tl) ou algumas outras
patologias hematoldgicas a quantificacdo e a diferenciacdo leucocitaria em diferentes
contadores hematol6gicos automaticos apresentam alteragbes devido a presenca de
células eritroides (eritroblastos, drepandcitos e células em alvo) com uma resisténcia
aumentada a lise pelos reagentes usados nos analisadores hematolégicos. O
hemograma nestas condi¢cdes pode apresentar uma leucocitose sugestiva da existéncia
de um processo infecioso ou uma pseudo linfocitose sugestiva de doenca

linfoproliferativa.

1.1 Hematopoiese

A hematopoiese compreende a formacao de todos os componentes do sangue a
partir da célula mae hematopoiética, ou célula estaminal, ocorrendo na medula 6ssea e
incluindo processos de proliferacao, diferenciacdo e maturacao.(1)

Esta célula estaminal € pluripotente, dando origem a todas as outras células
estaminais hematopoiéticas, percursoras de todas as células sanguineas. (1)(2)

As células estaminais tém como funcdo manter e repor todo o tipo de células
sanguineas na medula 6ssea, capazes de responder as necessidades dos tecidos
periféricos.(3)

A transicdo das células estaminais na medula dssea para as células sanguineas, da-se
em trés fases: células pluripotentes, células progenitoras e células precursoras,
caraterizadas pela aquisicdo de carateristicas morfologicas, nucleares e citoplasmaticas,

gue vao distinguir cada linhagem de células.(1)
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Figura 1: Formacéo dos componentes sanguineos.
A partir da célula mae-hematopoiética hd a formacéo das células sanguineas, incluindo os processos de

proliferacao, diferenciacdo e maturacdo. Adaptado: biologiacecilia.blogspot.pt/2009/03/hematopoiese.html

1.2 O Eritrocito

O eritrécito circula no sistema sanguineo carregado de hemoglobina (Hb), tendo
como grande funcéo a oxigenacao de todos os tecidos do corpo humano e a remocéo do
anidrido carbonico. Tém uma capacidade média de vida de 120 dias.(2)

Os eritrocitos tém a capacidade de se deformar para poderem atravessar
capilares de pequeno didmetro. As principais razfes desta deformabilidade sdo a
flexibilidade da sua membrana, a arquitetura da célula e a viscosidade citoplasmatica. A
flexibilidade é devida a estrutura altamente organizada da membrana, constituida por
uma bicamada lipidica, uma rede de espectrinas e proteinas transmembranares que

ligam estas 2 estruturas e permitem as trocas ionicas.(4)

1.2.1 Eritropoiese

A eritropoiese designa o processo de formag&o dos eritrocitos. Esta ocorre na

medula ssea num periodo de cinco dias.
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Este processo consiste na formagéo dos eritrécitos, a partir da célula progenitora
mieldide, que se diferencia em dois tipos de CFU (unidade formadora de colénias): a
granulécitica-mondcitica e a eritrdide-megacariocitica, dando esta Ultima origem a série
eritréide. Neste periodo, existem sucessivas modificagdes morfologicas, que comegam no
proeritroblasto.(1)(2)

O proeritroblasto é uma célula grande com um nucleo redondo com cromatina
condensada, os nucléolos podem estar presentes mas sao dificeis de visualizar e 0
citoplasma apresenta uma cor azulada O eritroblasto basoéfilo tem dimensbes mais
pequenas, apresenta um nucleo redondo com cromatina de aparéncia cristalina, o
citoplasma € azul, devido a presenca de Hb e de &cido ribonucleico (RNA). O eritroblasto
policromético apresenta um citoplasma maior, de cor mais avermelhada devido ao
aumento da concentracdo de Hb e os nucléolos ja ndo séo visiveis. O eritroblasto
ortocromatico apresenta um nucleo com cor preta-azulada, que vai ser expulso ainda na
medula éssea e é fagocitado por macréfagos, dando origem ao reticulécito, com uma cor
cinzenta devido a presenca de ribossomas. Os reticuldcitos sao libertados para o sangue
periférico (SP) onde vao fazer a sua maturacdo no baco, dando origem aos eritrécitos
maduros. Os eritrécitos tém forma biconcava e cor vermelha forte devido a grande
concentracdo de Hb. Nao apresentam organelos intracelulares tais como mitocondrias,
complexo de Golgi e lisossomas.(1)(2)

Para que esta linhagem se desenvolva, ou seja, para que haja eritropoiese, existe
uma citoquina que é essencial para este processo, designada de eritropoietina
(EPO).(3)(5)

No entanto, a eritropoiese ndo é totalmente eficiente porque cerca de 10-15% dos
eritroblastos morrem dentro da medula. Isto € designado de eritropoiese ineficaz que esta

bastante aumentada em varias anemias cronicas.(6)

1.2.2 Morfologias Anormais do Eritrécito

Os eritrocitos tém um diametro de aproximadamente 7,5 ym, a Hb ocupa a parte
periférica, deixando uma area de cerca de 30 a 45% de palidez no centro. Os eritrocitos
com um tamanho e um conteddo de Hb dentro dos parédmetros normais, sao
denominados eritrocitos normociticos e normocrémicos, respetivamente. Quando
apresentam um volume superior ao considerado normal, sédo designados de macrocitos,
se o volume for inferior sdo micrdcitos. A heterogeneidade de volume é designada de

anisocitose. A heterogeneidade na forma dos eritrécitos € designada de poiquilocitose e
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na coloracdo por dimorfismo. Estas alteracbes, que podem ser observadas num exame
de SP, podem apontar para um tipo de doenca especifica.(7)

Figura 2: Esfregaco de SP de um doente com  B-Talassémia Intermédia, corado pela técnica de May-
Griinwald Giemsa, com uma ampliacao de 500x

As setas indicam uma morfologia anormal do eritrécito, em que existe um disco central de Hb rodeado por
uma palidez - células em alvo. (Imagem obtida pela autora no Servigo de Hematologia)

1.2.3 O Eritrocito e a Hb

A Hb é uma metaloproteina de estrutura quaternaria presente nos eritrécitos, que

permite o transporte de oxigénio no sistema circulatério. Esta € composta por 4
subunidades: 2 tipos de cadeias globinicas: cadeias a compostas por 141 amino&cidos e
cadeias 3 com 146 aminoacidos. Cada molécula de hemoglobina contém 4 grupos heme,
compostos por um anel de protoporfirina e &tomos de ferro, no estado ferroso, para que o
oxigénio se possa ligar.(2)
As primeiras Hbs a serem sintetizadas sdo as Hbs Gower | e Il (a2, €2) e a Hb Portland
(y2862), ainda na fase embrionéaria. Na vida fetal a Hb F (a2y2) é a Hb predominante e
mantém-se até ao nascimento. As cadeias B comecam a ser sintetizadas no final da
gestacdo, quando a sintese de cadeias y comec¢a a diminuir. A Hb F vai diminuindo
durante os primeiros meses de vida e no adulto é apenas 1 a 2%. A Hb A (a2p2) é a Hb
predominante na vida adulta. A Hb A, (a282) existe apenas em pequenas concentracdes
(<3,5%).(2)(8)
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Figura 3: Esquema de uma molécula de Hb.

Metaloproteina constituida por 4 subunidades, 2 cadeias a- globinicas e 2 cadeias B- globinicas e um grupo
heme, sendo este grupo responsavel pela ligacdo e transporte de oxigénio e CO,. Adaptado de
http://3dciencia.com/blog/?p=545.

1.3 Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias resultam de mutacfes nos genes das cadeias globinicas
gque levam a sintese de cadeias polipeptidicas anormais ou a auséncia ou diminuicdo de
producdo dessas mesmas cadeias. (9)

Sdo as doencas monogénicas mais frequentes em todo o mundo. Em Portugal, na
populacdo autéctone, existe uma maior prevaléncia de hemoglobinopatias no sul do pais
enguanto que na zona Metropolitana de Lisboa é mais frequente a Hb S. Segundo um
estudo efetuado no Servico de Hematologia do Centro Hospitalar e Universitario de
Coimbra, a prevaléncia de hemoglobinopatias na populagéo residente na regido Centro é
de cerca de 2.2%. Estima-se que em Portugal existam 25 doentes com (- Talassémia
Major e um numero superior com de (- Talassémia Intermédia (B-TI). Nas ultimas
décadas houve uma diminuicdo do n° de casos com fendtipo mais severo devido a uma

mais cuidadosa identificacdo de casais em risco, e ao diagnostico pré-natal.(10)
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1.3.1 Hemoglobinas Variantes

A substituicdo de um nucleétido num dos genes das cadeias globinicas de que
resulte a sintese de uma cadeia polipeptidica anormal da origem a uma Hb com
carateristicas anormais, que € denominada variante de Hb.(9)(11) A variante de Hb mais
frequente € a hemoglobina S (HbS), que resulta de uma mutacdo missense no gene G,
gue leva a substituicdo do acido glutdmico pela valina na posicao 6 ( 6 Glu-Vval). Esta
alteragdo em homozigotia da origem a Drepanocitose. A Hb S em condi¢des de hipdxia
polimeriza, induzindo a rigidez e a deformagédo da membrana e o eritrocito ganha a forma
de “foice”, falciformacdo. (12) A hemoglobina D (HbD) resulta da substituicdo do
aminoacido glutamina pelo acido glutamico no coddo 121 do gene fB-globinico; na
hemoglobina E (HbE), uma variante de Hb comum na Asia, ha substituicdo do
aminoacido glutamina, pelo aminoacido lisina no coddo 26 do gene B-globinico;(13) na
hemoglobina C (HbC) também ha substituicdo no codao 6 da cadeia globinica 8, mas a
substituicdo é do acido glutamico para o aminodcido lisina.(12)(14)

Figura 4: sfregago de SP de um doente com Drepanocito  se, corado pela técnica de May-Griinwald
Giemsa, com uma ampliagcdo de 500x.

Os eritrocitos indicados pela seta sdo drepandcitos. (Imagem obtida pela autora no Servigo de Hematologia)
1.3.2 Talassemias
As Talassemias sdo um grupo heterogéneo de doencas hereditarias em que

mutacdes nos genes das cadeias globinicas dao origem a uma diminuigcdo ou auséncia

de sintese das respetivas cadeias polipeptidicas. (10)(12)(15)
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A homozigotia ou heterozigotia composta para mutacdes nos genes a ou 3, estdo
associadas a fenotipos mais severos.

As formas clinicamente relevantes sdo as B- Talassémias e as a- Talassémias. No
entanto, os fendtipos graves de a- Talassémias ndo sdo comuns entre a populacdo

portuguesa. (16)(17)
1.3.2.1 a- Talassémias

Quando a mutacdo atinge a sintese de cadeias a globinicas verifica-se uma
diminuicdo do conteudo destas nos eritrécitos, resultando num aumento das cadeias B

globinicas livres.

Cromossoma 16
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Figura 5: Localizacé@o do gene a globinico no brago curto do cromossoma 16.

Os genes que codificam cadeias do tipo a-globinico encontram-se no cromossoma 16. Estes genes estéo sob
o controlo de uma sequéncia reguladora, HS-40. A partir do gene da a-globina, por duplicagdo, surgem os
genes al e a2. Os pseudogenes (%) sdo homdlogos aos genes, porém nao sdo funcionais.

Adaptado de: Brown, 2007.

Como no ser humano existem 2 genes a no cromossoma 16 e apenas 1 genes f3
no cromossoma 11, os fendtipos severos de a- Talassémia sdo mais raros do que os da
B- Talassémia. A a- Talassémia € devida, mais frequentemente, a dele¢cdes nos genes
responsaveis pela formacéo de cadeias a, sendo as mais comuns, as delecdes -a* e -
a*? .(18)

Existem 4 gendtipos de a- Talassémia, de acordo com o numero de genes
afetado: (-a/aa), (--/aa ou —a/-a), Doenca da Hemoglobina H (--/-a) e Hidropsia fetal (--/--
).(10)

As cadeias globinicas B em excesso formam tetrdmeros B, que ddo origem a Hb H, ou
tetrameros y, que origina Hb de Bart's. A Hb H pode ser detetada numa coloragédo

supravital sob a forma de inclusdes nos eritrocitos. (17)
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Figura 6~: Esfregacos de SP de doentes com Hb H, cora dos pela técnica de May-Griinwald Giemsa e
pela coloragcdo Supravital, com uma amplia¢éo de 500x

6a) Esfregaco de sangue eriférico de um doente com HbH corado com coloragdo supravital em que se
observam as inclusdes de Hb H nos eritrdcitos.

6b) Esfregaco do sangue periférico de um doente com Hb H, com uma coloragdo de May-Griinwald Giemsa,
com anisocitose, presenca de micrécitos, hipocromia acentuada e poiquilocitose com destaque de
esquizocitos. (Imagens cedidas gentilmente pelo Servico de Hematologia)

1.3.2.2 B- Talassemias

Nas B-Talassemias existe uma reducdo (B*) ou auséncia (B° de sintese de
cadeias B globinicas.(19)(20)

Na maioria dos casos resulta de mutag¢des pontuais no gene das cadeias [3. Estao
descritas mais de 800 mutagbes (Human Hemoglobin Variant (HbVar) database).
(18)(19)(20)

A fisiopatologia resulta da redugcdo ou auséncia de sintese de cadeias B e do
excesso relativo de cadeias a, que precipitam no eritrocito, lesando a membrana e
agravando o fenatipo. (21)

Cromossoma 11

£ Gy Ay
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Figura 7: Locus do gene B globinico no brago curto do cromossoma 11.

Genes que codificam cadeias do tipo § — globinico, no cromossoma 11. Existe uma sequéncia reguladora, a
LCR (Locus Control Region), que regula a transcricdo dos genes épsilon (€), gamma glicina (yG), gamma
adenina (yA), delta (0) e beta (). Adaptado de: Brown, 2007.
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Existem 3 tipos de 3- Talassémia:

B- Talassémia Minor :

- Resulta de uma heterozigotia para muta¢des no gene 8. Os portadores ndo tém
doencga, e sdo diagnosticados pela presenca de anemia ligeira com VGM e HGM
diminuidos e Hb A, > 3,5%.(22)

B- Talassémia Major :

- Também conhecida como Anemia de Cooley, resulta de uma homozigotia ou
uma heterozigotia composta para mutacdes nos genes 3, com muito pouca ou nenhuma
cadeia B globinica a ser sintetizada, resultando numa anemia grave que se manifesta nos
primeiros meses de vida, quando diminui a sintese de Hb F. A sobrevivéncia destes
doentes depende de transfusdes regulares de concentrado de eritrocitos, que lhes

causam sobrecarga de ferro, necessitando de fazer quelagéo. (23)

B- Talassémia Intermédia :

- Resulta de uma homozigotia ou heterozigotia para mutacGes B*, apresenta
aumento do bago, niveis de Hb entre 7-10 g/dl, anisopoiquilocitose acentuada. Existe um
grande risco de sobrecarga de ferro devido a eritropoiese ineficaz.(18)(24)

A B-TI, quando comparada com a Major, tem um quadro clinico menos grave
porque ainda sdo sintetizadas algumas cadeias B. A co-heranca de fatores que estédo
associados ao aumento da producdo de cadeias gamma (y) melhora o fenétipo porque
estas se ligam as cadeias a, formando a Hb F, e reduzindo assim o niUmero de cadeias a
livres que sdo muito lesivas para os eritrocitos.

A co-heranca de a- Talassémia contribui também para reduzir o nimero de
cadeias a em excesso, (18)(24) e pelo contrario, a co-heranca de uma triplicacdo dos
genes das cadeias a (aaa/aa) agrava o fenétipo.

A dupla heterozigotia para mutacées B° e triplicacdo de genes a (aaa/aa) estéa
associada a um quadro clinico de B-TI moderada. (25)(26)

- A heterozigotia para mutacdes B° no 3° exdo do gene B também pode estar
associadas a um quadro de B-Tl, porque € sintetizado um mRNA longo e instavel e/ou um
polipeptideo que ndo forma um tetrdmero com as cadeias a, e vao saturar 0s

mecanismos proteoliticos da célula e causar eritropoiese ineficaz. (27)(28)
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Em Portugal o fenédtipo severo mais frequente € a B-TI, que tem gendtipos
heterogéneos associados a diferentes severidades.(10)
A esplenetomia € muitas vezes necesséria no decorrer desta doenca, frequentemente
porgue se desencadeia hiperesplenismo que agrava a anemia e causa trombocitopenia e
neutropenia.(29)

Figura 8: Esfregagos de SP de doentes B-TI corados pela técnica de May-Griinwald Giemsa, co m uma
ampliagédo de 500x.

8a) Esfregaco de um doente com B-Talassémia Intermédia moderada, Podem observar-se eritrécitos
microciticos e hipocrémicos e algumas células em alvo indicadas pelas setas.

8b) Esfregaco de B-Talassémia Intermédia de grande severidade, em que sobressai a presenca de
numerosos eritroblastos ortocromaticos. (Imagem obtida pela autora no Servigco de Hematologia).

1.3.3 Terapéutica com Quelantes de Ferro

O uso de quelantes de ferro melhorou de forma muito significativa a sobrevida e a
gualidade de vida dos doentes com formas graves de 3- Talassémia.(30)

O objetivo desta terapia é manter 0s niveis normais de ferro no organismo. Como
a Hb nos eritrécitos é uma proteina rica em ferro, as transfusfes regulares véo levar a um
aumento de ferro no organismo que vai danificar muitos érgdos, nomeadamente o figado,
e 0 coragdao.

A quelacdo parental € a principal forma de terapia nestes doentes. A
desferrioxamina (Desferal®) tem sido muito Util, revertendo a toxicidade e prolongando a
expetativa de vida. No entanto, é necessario que esta droga seja infundida
subcutaneamente durante 8 a 10 horas por dia, o que é muito desconfortavel para os

doentes.

10
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A Deferiprone (L1) foi o primeiro quelante a ser utilizado por via oral. Sendo
administrada por via oral, aumenta a adesdo ao tratamento. No entanto, € uma
substancia toxica que pode causar neutropenia e mesmo agranulocitose, necessitando

de um controlo regular (10-10 dias) dos parametros hematoldgicos.(30)(31)

1.3.4 Alteracbes Genéticas

Como ja referido anteriormente, as a- Talassémias sdo, principalmente, devidas a
delecdes genéticas, enquanto as - Talassémias sdo causadas por mutacdes pontuais.

Mais de 800 mutacBes nos genes B (Human Hemoglobin Variant (HbVar)
database) foram descritas até agora, sendo esta doengca um importante exemplo de
heterogeneidade alélica.

Estas alteracdes genéticas sao identificadas por técnicas de biologia molecular,
em especial pela sequenciacdo nucleotidica.

As diferentes mutagfes séo divididas em varios grupos, conforme o local onde

ocorrem e o tipo de alteragdo que provocam no processamento do RNA:

- Mutacdes transcricionais: __estas mutacdes localizam-se na regido promotora do gene

B- globinico, sendo a maioria delas mutagfes pontuais na regido TATA Box e nas duas
sequéncias CACACCC nas posi¢cbes -90 e -105 em relacdo ao CAP Site.(32) Estas
mutacdes nas regides promotoras reduzem a taxa de transcricdo do gene, no entanto,

ocorre alguma sintese de cadeias B-globina, sdo mutagées B*.(33)

- Mutacdes que alteram o RNA _Splicing : estas muta¢des podem ocorrer nas Splice

Junctions, nos Introns, Exons e Criptic Splice Sites. As ligacdes entre Exons e Introns,
Intervening Sequence (IVS), sdo marcadas por dinucleotideos GT a 5’, “local dador” e AG
a 3 “local receptor”. Mudancas numa Unica destas bases impedem o RNA Splicing
normal, resultando numa auséncia de sintese de cadeias normais - mutacdes p°. Existem
mutacdes B’ que envolvem a substituicdo de um nucledtido nas sequéncias adjacentes
aos locais de splicing. Um exemplo desta substituicdo é a troca de uma timina por uma
citosina na posicdo 6, frequente na populacdo mediterranica, inclusive na portuguesa.
Existem também mutacdes que vao criar novos locais de splicing que também afetam o
normal processamento do RNA. A substituicdo de uma guanina por adenina na posi¢ao
110 da IVS-1, também é uma das muta¢cdes mais comuns na regido mediterranea. (10)
(32)

11
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- Mutacoes gue alteram a traducdo do RNA mensageiro :

- Mutacbes Nonsense: substituicbes de bases que dédo lugar a um codéao de

terminacao prematuro. Um exemplo desta mutacéo ocorre no codao 39 e € muito comum
na regido mediterrdnea; uma outra ocorre no coddo 15 (TGG-TGA) e é comum na regido
centro.

- Mutacdes Frameshift: inser¢do ou delecdo de nucledtidos que fazem com que

seja alterada a sequéncia de leitura do mMRNA e seja produzinda uma cadeia polipeptidica

anormal. Em geral da origem a um codao de terminacao precoce. (10) (32)

1.4 Dificuldade na Contagem Automética de Leucécitos, usando diferentes
Analisadores Hematologicos, em Doentes com [3- Tl

Nas B-TI h& uma eritropoiese ineficaz, responsével pelo desenvolvimento da
anemia. (24)(25)

Esta deseritropoiese vai fazer com que inumeras células imaturas, o0s
eritroblastos, sejam enviadas para a corrente sanguinea. Estas células, assim como
outros eritrdcitos com caracteristicas anormais, quando passadas pelos analisadores
hematoldgicos vao ser contadas como células nucleadas, ou seja como leucécitos, dando

um n° muito elevado e que ndo corresponde ao valor real dos mesmos.

1L | %

WBC 211 | 1000
NEU |000° |0.00°
LYM |20&" | %65
MONO |55 | 2617
EOS |0280° | 0181
BASO | 126 [ 0,600 | e —

10°L | %

WBC |18.2° | 1000
NEU [543 |298°
LYM [ 118 |64.7
MONO | 0,785" | 4,337
EOS |0.215" | 1,18
BASO | 0007|0007 | RRacerne b}

Figura 9: Parametros hematolégicos de uma amostra de um doente com f- Tl usando o analisador
CELL-DYN SAPPHIRE™,
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9 a) a metodologia utilizada foi a contagem normal (CBC ). A azul observam-se os linfécitos, a amarelo os
neutrdéfilos, a vermelho os eritroblastos e a branco células resistentes a lise. Na respectiva tabela nota-se um
valor de Leucécitos muito aumentado, linfocitose acentuada e auséncia de neutréfilos. Ndo houve contagem
e diferenciacéo leucocitaria fiavel.

9 b) metodologia (CBC+rRBC) para amostras com eritroblastos e outras células mais resistentes a lise. Nota-
se corregcdo na contagem leucocitaria e diferenciacdo das células sanguineas, observando-se neste caso

diferenciacdo de neutréfilos ( a amarelo).

10°L | % TR [Lnes

Leucocytaosis

wecC (348 | 1000 Lymphocytosis
Meutrophilia

NEU 9o o i anrsijr:m::mre Call

LYM 22.40* [ 643" rlﬂﬂ;ﬁ?ﬂeﬂdﬁ l:tsed Elaod Calls

MOMNO | 223* | 647 f]af‘“ﬂ"'“'?-

EOQS ayor | 2.0% &l
LIt

BASO | 017" | 05F Mic

Figura 10: Parametros hematolégicos de uma amostra d e um doente com - Tl usando o analisador
PENTRA DX 120.

A metodologia utilizada foi CBC. Na tabela observa-se o valor dos leucécitos elevado, marcando erro na
contagem, sem diferencial leucocitario fiavel. A azul identificam-se os linfécitos, a roxo os mondcitos, a verde
os neutrdfilos e a laranja os eosindfilos. Observam-se as “flags” que indicam a existéncia de varias alteracdes

na contagem e diferencial de leucécitos.

10°/L
WBC |35.49"
NEU |26.29°
LYM | 7547
MONO | 1,177
EOS | 0233
BASO | 0,167

Figura 11: Parametros hematolégicos de uma amostra d e um doente com f- Tl usando o analisador
Sysmex XT-1800i.
A metodologia utilizada foi CBC normal. Na tabela observa-se um valor de leucocitos muito elevado, com

neutrofilia acentuada. Nao existe diferenciagdo leucocitaria fiavel.
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Figura 12: Parametros hematolégicos de uma amostran  ormal e de um doente com - Tl, no programa
FCS.

12 a) Diferencial leucocitario de uma amostra normal, com os neutréfilos a amarelo, os eosindfilos a verde, os
linfocitos a azul e os mondécitos a roxo.

12 b) Diferencial leucocitario de uma amostra de um doente com - Tl, com as células interferentes (os

eritroblastos, as células em alvo e os eritrocitos com corpos de Howell-Jolly) a ndo permitirem a correta
contagem leucocitéria.

1.5 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi encontrar uma metodologia fidvel para
contagem e diferenciacdo automatica de leucécitos em doentes com 3- Tl.

1.5.1 Objetivos especificos

- Criar um algoritmo para efetuar a correcdo do nimero de leucdcitos em amostras
com (eritroblastos/100 leucécitos) >10.

14
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- Relacionar gendétipo das - Tl com as maiores ou menores alteracdes na contagem

diferencial leucocitaria.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Populacdo

Para a realizacdo deste estudo foram utilizadas 21 amostras de doentes com B-TI,
do Servigco de Hematologia-HG/HP do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra, no
periodo compreendido entre Setembro de 2011 a Setembro de 2012. Estes doentes sdo
de ambos 0s sexos e varias idades.

Dos 21 doentes, 12 eram do sexo feminino (57%) e 9 do sexo masculino (43%).

Estas amostras foram divididas em dois grupos:

- Grupo I: homozigotia ¢.92+6T>C(IVSI-6) e homozigotia -90C>T - 14 amostras;

- Grupo II: heterozigotia [c.317delT (CD106 -T); dupla heterozigotia
€.46delT(CD15 -T) + aaa/aa e dupla heterozigotia ¢.92+1G>A (IVSI-1) + aaa/aa] - 7
amostras.

Os procedimentos efetuados, encontram-se de acordo com o0s principios da
Declaracdo de Helsinquia, assegurando o consentimento informado, méaxima protecao
dos doentes, confidencialidade dos dados obtidos, assim como boas praticas

laboratoriais.

2.2 Material Biolégico

A componente laboratorial deste estudo foi executada no Servigco de Hematologia
do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra. As amostras de SP foram colhidas em

tubos de acido etilenodiaminatetracético tripotassico (EDTAKS).

2.3 Analisador Hematolégico

Os analisadores hematoldgicos séo os principais equipamentos de um laboratério
de hematologia, tendo a capacidade de fazer a contagem de células sanguineas de uma
maneira exata e precisa.

O CELL-DYN SAPPHIRE™ ¢é um analisador hematologico automatizado,
projetado para a contagem e caraterizacdo das células sanguineas. Este aparelho é
adequado as necessidades de um laboratério de hematologia. Incorpora ensaios

monoclonais, oferece uma coloracéo fluorescente e uma analise Optica de plaquetas.
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Este aparelho utiliza citometria de fluxo Optica/fluorescéncia em combinagdo com
impedancia elétrica aplicando a metodologia MAPSS® (multi-angle polarized scatter
separation), pela jungdo da informacéo obtida pela dispersdo de luz por um laser em
quatro angulos diferentes e da medigcéo de fluorescéncia a diferentes comprimentos de
onda, em que cada evento de célula nucleada € classificada numa das cinco
subpopulagbes de leucdcitos ou como globulos vermelhos nucleados (NRBC). A
metodologia utilizada para o processamento das amostras foi a CBC Resistant (R), no
qual o aparelho prolonga a exposicdo dos eritrocitos ao reagente de lise, util quando
existem glébulos vermelhos com uma relativa resisténcia a lise e que dificultam a analise
diferencial.(34)

2.3.1 Principio MAPSS® (multi-angle polarized scatter separation)

O citograma MAPSS mostra grupos individualizados de células caraterizados por

diferentes cores, apds andlise de célula a célula.

6Eve
i

Q Iz
@ (momser]

7° Complexity
Figura 13: Citograma MAPSS de tamanho versus complexid  ade.
Apresenta grupos individualizados de células caracterizados por diferentes cores, apés andlise célula a
célula. Assim as células de menor tamanho e menor complexidade, aparecem no canto inferior esquerdo do
grafico com a cor vermelha, correspondendo aos eritroblastos (NRBC); a populagédo azul corresponde aos
linfécitos; a branca corresponde aos baséfilos; a verde aos eosindfilos; a laranja aos neutréfilos e a violeta
aos mondcitos. (imagem retirada do manual do CELL-DYN SAPPHIRE).
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2.3.2 Principio MAPSS® - Gréficos FL3-DNA

- . HEBCs
FL3 = DIIMA

Figura 14: Diferenciacao de células por tamanho (0  Size) e fluorescéncia de DNA (FL3-DNA).

Utilizando uma fluorescéncia vermelha, marcacdo com lodeto de Propidio (Pl), cada amostra é analisada
para a presenca de NRBCs, que sdo enumeradas como uma subpopulacdo de células nucleadas Unicas. As
células a azul sdo linfécitos enquanto as células de cor amarela sao neutréfilos. As células a violeta e as
amarelas desviadas para a direita sdo células destruidas ou mortas. (imagem retirada do manual do CELL-
DYN SAPPHIRE)

2.4 FCS Express 4

O FCS Express 4 € um avancgado software de citometria de fluxo, que permite a
analise de dados avancada e consequente apresentacdo com exportacdo direta para
PowerPoint (PPT), PDF, Excel, Word e do Microsoft Office, incluindo a utilizacdo de
graficos de cor, sobreposicdes ilimitadas, estatisticas ampliadas e relatérios

personalizados.

2.5 Correcao do Valor dos Leucécitos pelo Método Manual

Os eritr6citos mais resistentes aos agentes lisantes utilizados nos analisadores
autométicos, como € o caso das células em alvo e os eritroblastos, afetam a contagem do
namero total de leucécitos e seu diferencial. Para esta correcdo do valor real de

leucocitos é utilizada a seguinte formula:

Valor corrigido de leucécitos = 100 x  leucécitos do analisador
100 + [eritroblastos/100 leucocitos (analisador)]*
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Em que, * [eritroblastos/100 leucdcitos (analisador)] , € dado automaticamente
pelo analisador automético no parametro NR/W (n° de eritroblastos por cada 100
leucocitos).

A partir do valor de leucdcitos corrigido, pode calcular-se o diferencial leucocitéario.

Esta correcéo é feita em amostras em que o nimero de eritroblastos é >10/100.(35)

2.6 Determinacdo do Haplétipo do Cluster do gene (- Globinico (HBB) e sua
Sequenciacgdo

As informagdes das alteragbes moleculares das amostras em estudo foram fornecidas

por um médico Hematologista ndo tendo sido necessario efectuar qualquer metodologia

para o efeito.

2.7 Controlo de Qualidade

O controlo de Qualidade Interno foi efetuado diariamente, de acordo com o
manual de procedimentos do fabricante. O controlo de Qualidade Externo UKNEQAS-
(United Kingdom National External Quality Assessment Scheme for General

Haematology) foi efetuado mensalmente.

2.8 Andlise Estatistica

Utilizacdo dos programas GraphPad Prism® 5 for Windows e StatView 5.0, aplicando
os testes : t de Student para amostras emparelhadas, teste do x2 e teste de Correlagéo

de Pearson.
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3. RESULTADOS

Foram efetuadas as contagens de leucdcitos utilizando o analisador hematolégico
CELL-DYN SAPPHIRE™ (modo automatico), utilizando também o programa FCS e
fazendo a correcdo deste valor pelo método manual, usando a férmula descrita por
Rodak.

Tabela 1: Contagem de leucdcitos por metodologias: Automatica, FCS e Corregdo Manual.
n=21 Leucdcitos x10 °L
Amostras Automatica FCS Manual
1 26,3 10,09 12,95
2 38,4 11,41 23,28
3 27,6 4,31 11,3
4 4,46 4,46 4,46
5 42,9 17,28 33,88
6 41,7 10,34 25,93
7 50,8 15,83 37,62
8 11,8 1,51 4,37
9 22,5 6,01 16,91
10 3,61 3,61 3,61
11 47,5 7,75 23,97
12 6,00 1,09 5,41
13 50,7 14,81 30,01
14 40,1 9,76 23,91
15 4,30 4,30 4,30
16 7,05 7,05 7,05
17 13,2 1,31 3,44
18 27,9 5,59 17,54
19 7,86 7,86 7,86
20 5,37 5,37 5,37
21 3,36 3,36 3,36
Média 23,02 7,29 14,60
Méaximo 50,80 17,28 37,62
Minimo 3,36 1,09 3,36
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Comparadas as metodologias automatica (A), FCS e correcdo manual (M), com a
utilizacdo do teste t de Student para amostras emparelhadas, obtiveram-se diferencas
estatisticas significativas entre todas elas, verificando-se a maior diferenga entre a
metodologia A/FCS o t=5,077 (Tabela 2).

Tabela 2: Teste t de Student para os resultados entre as diferentes metodologias utiliza das na
contagem de leucdcitos.

p* t
AIFCS < 0,0001 5,077
AIM < 0,0001 4,943
FCS/M = 0,0002 4,604

*p < 0,05 estatisticamente significativo
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Gréfico 1: Contagem de " Leucécitos", por metodologia automatica (A), manual (M) e FCS vs Grupo | e
Grupo Il
Numero dos Leucécitos nas amostras de doentes com B-TI. (Minimo=Min, Maximo=Max, Mediana=Med)

Grupo |: n=14, (A )Min.:3,61, Max.:50.80, Med.: 33,15; (M) Min.: 3,61, Max.: 37,62, Med.: 20,41; (FCS) Min.:
1,09, Max.: 17.28, Med.: 8,75.

Grupo II: n=7, (A) Min.: 3,36, Max.: 13,20, Med.: 5,37; (M) Min.:3,36, Max.:7,86, Med.: 4,37; (FCS) Min.: 1,31,
Max.:7,86, Med.: 4,30.
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Graéfico 2: Contagem de Linfocitos por metodologia a utomatica e FCS vs Grupo | e Grupo Il.
NUmero de Linfécitos nas amostras dos doentes com 3 Tl .

Grupo |: n= 14, (A )Min.: 0.95, Max.: 43.70, Med.: 23.15; (FCS) Min.: 0.44, Max.: 2.25, Med.: 1.55.
Grupo Il: n=7, (A) Min.: 1.53, Max.: 8.31, Med.: 2.03; (FCS) Min.: 0.51, Max.: 3.14, Med.: 1.63.
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Gréfico 3: Contagem de Neutrofilos por metodologia automatica e FCS vs Grupo | e Grupo Il.
Numero de Neutréfilos nas amostras dos doentes com 8 Tl - Grupo I.

Grupo | : n=14, (A )Min.: 2.44, Max.: 12.10, Med.: 5.18; (FCS) Min.: 0.86, Max.: 5.10, Med.: 2.62.
Grupo Il : n=7, (A) Min.: 0.81, Max.: 5.230, Med.: 3.07; (FCS) Min.: 0.81, Max.: 5.23, Med.: 1.47.
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4. DISCUSSAO

A quantificacdo e a diferenciacdo leucocitéria nos analisadores hematol6gicos, em
certas patologias, € de muito dificil execu¢do e geralmente os valores estdo bastante
aumentados.

Foram utilizadas trés metodologias na contagem dos leucdcitos em amostras de
doentes com B-Tl (Tabela 1) e comparados os valores obtidos (Tabela 2). Para tal
utilizou-se o teste t de Student para amostras emparelhadas, verificando-se diferencas
estatisticamente significativas, p <0,0001, sendo a maior diferenca (t=5,077) observada
na comparacao entre as metodologias automatica e FCS.

Rodak,1995, (35), criou uma férmula para a correcdo da contagem de leucdcitos
nas situacdes em que o numero de eritroblastos contados por cada 100 leucdcitos fosse
superior a 10. Esta formula baseava-se em contagens manuais de eritroblastos em
esfregacos de sangue periférico. Nas B-TI além dos eritroblastos, existem outros
interferentes (eritroblastos, células em alvo e eritrocitos com corpos de Howell-Jolly). Por
este motivo tornou-se necessario fazer uma modificagdo da férmula de Rodak (35). Os
novos contadores hematolégicos automaticos ja nos fornecem o valor dos eritroblastos
por 100 leucécitos (NR/W) pelo que foi preciso eliminar apenas a contagem dos outros
interferentes. Para o efeito recorreu-se entdo ao programa FCS (Fig.12), que permite
diferenciar os linfécitos, dos neutréfilos, dos baséfilos e dos eosindéfilos, separando
nitidamente estes dos referidos interferentes. A obtencdo destes resultados, sera depois,
utilizada na criagcdo de um algoritmo para correcdo da contagem de leucdcitos em
situacdes de B-TI e provavelmente de outras patologias (Objetivo principal deste estudo).
Nas amostras do Grupo |, constituido por doentes com homozigotia ou heterozigotia
composta com um gendtipo de [c.92+6T>C (IVSI-6); -90C>T] ,de acordo com Douglas R.
Higgs (15) em que refere existir acentuada deseritropoiese e hemdlise, porque sao
doentes esplenetomizados, com hiperplasia medular, aumentando a anisopoiquilocitose,
sendo as células imaturas como os eritroblastos e as células com inclusbes (corpos de
Howell-Jolly) enviadas para o sangue periférico, contaminando assim as contagens.
Motivo que justifica ser a metodologia automatica a que apresentou valores mais
elevados de “leucocitos” quando comparada com as outras duas metodologias usadas
(Gréfico 1).Observa-se melhor correcdo pela metodologia FCS quando comparados 0s

valores de Leucdécitos com a metodologia manual.
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A diminui¢@o no valor dos leucécitos no Grupo I, pela metodologia FCS, também
existiu, sendo, no entanto menos acentuada (Grafico 1) devido ao melhor fendtipo
apresentado pelas amostras deste grupo.

Em relacdo a contagem dos linfécitos nos grupos | e Il optou-se por relacionar
apenas as metodologias A e FCS, pelos motivos atras referidos, ou seja haver melhor
correcdo pela metodologia FCS. A metodologia utilizada para o processamento das
amostras foi a CBC Resistant (R) que prolonga a exposicdo dos eritrécitos ao reagente
de lise, atil quando existem glébulos vermelhos com uma relativa resisténcia osmatica
dificultando a analise diferencial. Cell-Dyn Sapphire™ Operator's Manual. ABBOTT
DIAGNOSTICS, 2009. (34)

Os linfécitos encontram-se muito aumentados no Grupo | verificando-se
significativa diminuicdo quando executada a correcdo no FCS (Grafico 4). Segundo
Rodak (35), esta diferenca existe porque na metodologia automatica, as células
interferentes sdo contadas como pequenos linfécitos.

Tal como aconteceu com a contagem dos leucocitos (Grafico 1) verificou-se
também uma diminuicao dos valores, linfocitos no Grupo Il (Gréfico 5), menos acentuada.

Inexplicavelmente, observou-se uma contagem aumentada de neutrofilos num dos
analisadores, Sysmex XT-1800i (Figura 15).

Em relagdo ao resultado da contagem dos neutrofilos (Grafico3), estdo
aumentados, para o Grupo |, ndo se verificando, como expectavel, uma diferenca tao
acentuada como no caso dos linfécitos.

Os doentes com B-TI sdo sujeitos a terapéutica com quelantes de ferro, deferiprone e ou
deferoxamine (31). Estes farmacos apresentam como efeito secundério neutropenia, pelo
gue a contagem correta do niumero de neutrofilos neste tipo de amostras € essencial,

citando Alan R. Cohen et al (31), para uma boa adequacéo terapéutica.
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5. CONCLUSAO

As amostras de sangue de doentes com - Tl podem apresentar alteracdes no
hemograma, geralmente em relagdo a contagem e diferenciacéo leucocitaria, tornando-se
pertinente a correcdo destas anomalias com vista a elucidagdo da situagdo clinica e
posterior acao terapéutica.

Para o efeito foram estudadas varias metodologias verificando-se que a correcao
efetuada no programa FCS tem maior eficacia na eliminacao de interferentes, tais como
células em alvo, eritrocitos com inclusdes (corpos de Howell-Jolly) e eritroblastos. A partir
desta metodologia foi criado um algoritmo (figura 15) para ser utilizado no processamento
deste tipo de amostras. Podera ser alargado o seu uso a outro tipo de patologias em que
se verifiguem os mesmos pressupostos, outras hemoglobinopatias esplenetomizadas e
enzimopatias tipo défice de Piruvato Cinase severa e défice de Pirimidina 5
Nucleotidase.

Verificou-se ainda que as amostras componentes do Grupo |, com gendtipo de
[c.92+6T>C (IVSI-6) ou -90C>T] apresentaram maiores alteracbes na contagem
diferencial leucocitaria visto apresentarem fen6tipo mais severo e a maioria pertencerem

a doentes esplenetomizados.

N°de
Leucdcitos

Sem Eritroblastos
Ou
<101 00 leucdcitos

Com Eritroblastos
>10/M1 00 leucdcitos

Nowva Férmula
*VCL= 100 x (leucécilos do analisador—% de céls. interferentes)
100 + [eritroblastos/100 leucécitos (analisador)]

*Valor Corngido de Leucocitos Valida r I

Figura 16: Algoritmo de correc¢éo do n° de leucécito s.

Para casos em que as, amostras processadas nos analisadores automaticos apresentem nimero significativo
de células da série eritroide resistentes a lise normal, (contagem de eritroblastos superior a 10 por cada 100
leucdcitos).
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