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Resumo
As hemoglobinopatias sdo as mais comuns das doegeaéticas e sao

classificadas em Talassemias e Variantes de Helviogka A Hb S é originada
por uma mutacdo de ponto no cédon que origina a@mido da posicao seis da
cadeia beta globina, resultando em uma modificasliatural na molécula que
altera sua solubilidade e cristalizacdo. A Hb Sesgmta efeito sobre as células
sanguineas, desencadeando processos oxidativogeragfio de radicais livres.
Efeito semelhante observa-se no acumulo de ferro, decorréncia da
hemocromatose hereditaria. Os defeitos de metabwlido ferro, em especial
aqueles oriundos dos polimorfismos no géteE, levam ao acumulo de ferro
tecidual, com potencial capacidade oxidante e pdag&o lipidica.
Fundamentados no possivel efeito téxico da mutagégene da globinf® (Hb

S) e do acumulo de ferro tecidual, relatados maalitira, objetivou-se avaliar a
influéncia dos polimorfismos do geh#-E na peroxidacao lipidica dos portadores
dessa alteracdo de hemoglobina e sua relacdo cammento da destruicéo
eritrocitaria e geracao de estresse oxidativo.rR@aalisadas 16.000 amostras de
doadores de sangue e encontrou-se uma frequéntia 48 de 1,69% na regiao
Noroeste do Estado de Sao Paulo. Destes, 43 afaemarheranca da Hb S e de
pelo menos um dos dois polimorfismos no gkl testadosA frequéncia dos
polimorfismos C282Y e H63D, no gekH-E, no grupo de doadores com Hb AS,
esta de acordo com os dados da literatura. Noogteploadores de sangue com
Hb AS observamos que, na heranga concomitante digspolimorfismos, os
niveis de MDA, indicativo de peroxidacao lipidiestavam elevados, indicando a
influéncia de ambas afeccdes genéticas, no auntestaniveis de peroxidacao
lipidica. Entretanto, os niveis médios da TEAC,idativo da capacidade
oxidante, apresentaram-se normais, indicando gesaaple haver um aumento da
peroxidacao lipidica neste grupo, este ndo € acanaod pelo aumento da
capacidade antioxidante, podendo levar a estregdativo, muito embora todos
os valores médios estejam dentro da faixa de nafack.

Palavras-chave hemoglobinopatias, hemoglobina S, HFE, hemocroseat

capacidade antioxidante, estresse oxidativo.
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Abstract

The hemoglobinopathies are the most common of émetyr disease and
are classified in Thalassemia and Hemoglobin Vésiadb S is originated by a
point mutation in the codon that originates thetsiaminoacid of thgy globin
chain, resulting in a structural modification inetimolecule that modifies the
solubility and crystallization. Hb S presents arfeeff on the blood cells,
unchaining the oxidative processes with the freiceds generation. Similar effect
is observed in the iron accumulation, in resulthaf hereditary hemochromatosis.
The iron metabolism defects, in special those omemfthe HFE gene
polymorphism, lead to the tissue iron accumulatiwith potential oxidant
capacity and lipid peroxidation. Based on the paedioxic effect of the mutation
in the globinp® gene (Hb S) and tissue iron accumulation, mentioimethe
literature, we was aimed evaluate the influencBllBE gene polymorphism in the
lipid peroxidation in blood donors with hemoglol#alteration and the relation
with the eritrocitary destruction increase and akik stress generation. 16,000
samples of blood donor had been analyzed and itfovasd a Hb frequency of
1,69% from the Northwest Sdo Paulo state regionodgrthem, 43 had presented
concomitance in the Hb S inheritance and one of twe HFE gene
polymorphism. The frequency of C282Y and H63D padyphism, in the HFE
gene, in the blood donor group with Hb S, is incading to the literature. We
also verified in the blood donor group with Hb ARat, in the concomitant
inheritance of the two polymorphism, the MDA levelsdicative of lipid
peroxidation, were raised, showing the influencéath genetic affections, in the
levels of lipid peroxidation. However, the TEAC sage levels, indicative of the
oxidant capacity, had been presented normal, itidgdhat in spite of a lipid
peroxidation raise, this is not followed by the reesed of the antioxidant
capacity, leading to oxidative stress. All the ager values are inside the

normality band.

Key Words: Hemoglobinopathies, sickle cell Disease, HFE, dgmomatosis,

antioxidant capacity, stress oxidative.
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1. Introducao

1.1 Consideracdes sobre as Hemoglobinopatias

Nos vertebrados, a hemoglobina (Hb) € uma protailwbular e
tetramérica, com peso molecular de 64.458 daltoomposta de duas sub-
unidades polipeptidicas diméricas codificadas pais dgrupos de genes
localizados nos cromossomos humanos 11 e 16. Gadalas quatro subunidades
€ composta por uma fracdo protéica, a globina, egwpo prostético, o heme,
contendo um atomo de ferro, capaz de se ligar amodécula de oxigénio, o que
determina sua capacidade de transporte de oxigésipulmdes para os tecidos e
de gas carbdnico no sentido inverso. Além do tramsmle gases, a hemoglobina
atua também no equilibrio acido-base, na detoxificade Espécies Reativas de
Oxigénio (EROS), e no transporte de Oxido NitriddOf, para garantir a
capacidade antioxidante do sangue e oxigenacatedo®s (HONIG; ADAMS,
1986; WEATHERALL,; CLEGG, 2001; CAVIL, 2002; REISCHgt al., 2007).

A fracdo protéica da molécula de hemoglobina haméarformada por
quatro cadeias num total de 574 aminoacidos (aggsdelas sédo constituidas por
141 aa cada, as chamadas tipo alfa (zeta e ak@)patras duas séo formadas por
146 aa cada, conhecidas como tipo beta (epsilomagadelta e beta)
(LEHMANN; HUNTSMAN, 1974).

As hemoglobinopatias sdo as mais comuns das dogegesicas e, de
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, 2700ssllle pessoas possuem
genes que determinam hemoglobinas anormais no mMu(@bEGG-
WEATHERALL, 1999). Ocorrem fundamentalmente por:itagdes e/ou dele¢bes
em genes reguladores, que levam ao desequilibriconteddo quantitativo das
cadeias globinicas, originando as talassemiaspoalferacdes envolvendo genes
estruturais, que promovem a formacdo de moléculam caracteristicas
bioquimicas diferentes, denominadas variantes (NWQUL997). Estudos

epidemiolégicos mostram que 300 a 400 mil criangacidas vivas por ano no
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mundo, apresentam anemia falciforme ou alguma faengalassemia gravé
deteccdo de portadores destas afeccbes genétasnportancia para a saude
publica, pois esses individuos representam fonteal@s heterozigotos e de
possiveis homozigotos (BANDEIRét al., 2007).

As talassemias constituem um grupo heterogéneo iddromes
provocadas pela diminuicdo, geneticamente detedajnaa sintese de uma ou
mais cadeias polipeptidicas, gerando um desedquilibntre as subunidades
produzidas, dificultando o processo de eritropo@sausando hemoglobinizacao
deficiente dos eritroblastos. Em nivel periférias talassemias expressam-se com
alterag6es morfolégicas de intensidade variavelfarme o tipo de talassemia e o
namero de genes envolvidos. Sdo classificadas,ndega cadeia polipeptidica
produzida em taxa reduzida. Os tipos mais comentldssemia na populacéo
brasileira sdo a alfa e beta na forma heterozigmigém os numeros variam de
acordo com a origem étnica do grupo analisado (RAM@, 1986; BONINI-
DOMINGOS, 1993; NAOUM, 1997, SIQUEIRA et a2002; BANDEIRA et al.,
2007).

Com relagdo as variantes de Hb, sdo conhecidas 410 momento,
sendo as mais comumente encontradas a Hb S, HbbCD K Hb E (*).
Apresentam fundamentalmente alteracbes em gemnesuesis que promovem a
formacdo de moléculas de hemoglobinas com carstitas bioquimicas
diferentes das hemoglobinas normais. A maioria d&gantes estruturais de
hemoglobina é originada pela substituicdo de umajlaminoacido, resultante de
mudancas nas sequéncias dos nucleotideos. Ascakbsfacom consequéncias nas
atividades fisico-quimicas da molécula dependemlodal e da extensdo do
processo mutacional, sendo detectavel por procediase eletroforéticos
(NAOUM, 1997; GIARDINE et al.,2007).

Dentre as alteracbes de hemoglobina, existe aintt® grupo, que se
caracteriza pela manutencdo da hemoglobina Fetguamidades aumentadas na
vida adulta que é designado por Persisténcia Haredde Hemoglobina Fetal —
PHHF (HONIG; ADAMS, 1986; THOMPSON et al., 1993).

(*) http://globin.bx.psu.edu/cai-bin/hbvar/query vacehsulta realizada em 15/01/2009
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A prevaléncia e o tipo de hemoglobina anormalpetrados na populacdo
refletem a diversidade e os diferentes graus deuraigtnica entre os brasileiros
de cada regido. Além da populacéo indigena nainginalmente de 1,5 milhdes
de pessoas, nos séculos 16 a 19, o Brasil recebé¢oreo de 800 mil portugueses
e 3,5 milhdes de negros, vindos principalmenteals grupos africanos, Bantu e
Sudaneses. Em adicdo, outros cinco milhdes de amtegs, participaram da
composicao étnica da nossa populacdo. Todos esgpesgsofreram mistura
inter-racial contribuindo para determinar a pop@taBrasileira miscigenada, com
distribuicdo étnica diferenciada em vérias regi@desgraficas do pais. €studo
das hemoglobinopatias no Brasil vem sendo realizizdole a década de 40 com
énfase, sobretudo a variante S. No entanto, owaamntes, talassemias e
associacoes, tém sido encontradas (SIQUEIRA et28D2; DOMINGOS et
al.,2004).

Os efeitos fisiopatolégicos das hemoglobinopatimsaglultos variam de
assintomaticos até alteracbes graves, como emdpoesa de Hb S na forma
homozigota (Hb SS) e talassemia beta maior. Addinia doenca falciforme é
variavel, pois depende de fatores genéticos, spciai ambientais. Trés
caracteristicas geneticamente determinadas témrtiémeta na gravidade da
evolucéao clinica: as interacdes com a talassersiajveis de hemoglobina fetal
(Hb F) e os haplétipos associados ao gene da HAlém disso, problemas
clinicos significantes acompanham também os dupterozigotos envolvendo a
Hb S e Hb C (W.H.O., 1989; CHAMét al., 1994; GHANIet al., 2002).

Estudos realizados em populacdes brasileiras aievel existéncia de,
aproximadamente, 10 milhdes de pessoas com henmogpathias, e de cerca de
trés mil nascimentos/ano de homozigotos (SIQUEI&Aal., 2002; BONINI-
DOMINGOS et al.,2006). Segundo dados do Ministério da Saude doilBras
quanto a prevaléncia da Hb S em diferentes redibasileiras, estima-se a
existéncia de mais de sete milhdes de portadotesozgyotos e de 25 a 30 mil

afetados com a forma homozigota (Hb SS), além dcim&nto de 3500 novos
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casos anuais de doencas falciformes no pais. (MIRRSO DA SAUDE, in
CANCADO; JESUS, 2007)

Na regido Ibero-americana, a Hb S, bem estabelecidao o
polimorfismo mais frequente, junto com a Hb C, @rande importancia clinica e
antropolégica. Destaca-se, porém, que a migragdoofdrética em pH alcalino
apresenta similaridade com outras Hb, e estudogpleomentares para sua correta
caracterizacdo sao necessarios (ZAMA&QI.2000; BONINI-DOMINGOS et
al.,2006). Contudo, a maioria das variantes como HiHB ® Punjab, originarias
da Asia, e Hb Korle-Bu e Hb G-Philadelphia, origind da Africa, que
apresentam um tragcado eletroforético semelhanté &,Hs&o menos frequentes
(SAENS-RENAULD et al., 1993; CHINELATO, 2003; ONDEI, 2005;
ZAMARO, 2007).

1.2 Hemoglobina S

A Hb S, originada por mutacéao pontual do cédon GAGdo glutamico),
que foi substituido por GTG (valina) correspondeated aminoacido da cadeia
polipeptidica no braco curto do cromossomo 11, siooa alteracbes na
estabilidade e solubilidade da Hb falcizada (FRENETATWEH, 2007). A
mudanca de carga elétrica negativa do acido gletirpara carga elétrica neutra,
como o da valina, tem como consequéncia, alteragduaobilidade eletroforética
desta Hb, deixando-a mais lenta que a Hb A emoébeese pH alcalino. Esta
caracteristica. Favorece sua polimerizacdo, em igbesl de baixa tensdo de
oxigénio, com alteracdo do eritrocito que tambémmndee rigido, sem
elasticidade conforme ilustra a Figura 1 (HIGGS,WEARALL, 1993;
NAOUM, 1997; WEATHERALL; CLEGG, 2001; FRENETTE; ATBH, 2007).

As alteracbes celulares sédo dependentes da cog@mtrde Hb S,
mediadas pelo oxigénio, temperatura e desidratagBgando a membrana,
tornando-a falcizada, aumentando a concentracdocéligo, diminuindo a
concentracdo de potassio e diminuindo também ABPRaleracdes de membrana

resultantes da polimerizacdo podem ser revertidas & reoxigenacao celular,
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porém, como o processo de falcizacdo € repetidoalt@sacées funcionais
aumentam e a célula torna-se irreversivelmenteztada (Figura 2). Individuos
homozigotos (Hb SS) possuem de 4% a 44% de etdsicialcizados,
irreversiveis, na circulacao periférica, que sdoadas da circulacdo sanguinea

mais precocemente do que o tempo médio de 120 dias.

Figura 1: Esfregaco de sangue periférico de um paciente camga falciforme, com
presenca de drepandcitos (setas) (modificado d&NEREE; ATWEH, 2007.

As lesdes celulares causadas por radicais livreisades de espécies
ativadas de oxigénio @O H,O, e HO) estdo associadas com a diminuicdo da
sobrevida do eritrocito em varios tipos de anerhamoliticas, sejam de ordem
adquirida, hereditaria, induzida por drogas oxidanbu metais pesados. Os
eritrocitos falcémicos tém suas lesdes intensiisaem uma relacdo direta com a
concentracdo de Hb S intra-eritrocitaria, sendo guealguns casos, quando a
concentracdo de Hb S é superior a 90%, a vida meakaeritrécitos € de
aproximadamente 30 dias (BEUTLER, et al., 1995; RRETE; ATWEH, 2007).
Qualquer situagdo patoldégica que aumente a gerdedoadicais, seja pela
elevacdo de processos pro-oxidantes ou pelo dégeigui das defesas
antioxidantes, acentuara a producéo de espécieglasi de oxigénio (NAOUM;
SOUZA, 2004).



22

O gene da Hb S apresenta alta prevaléncia em végides da Africa e
em outras partes do mundo onde a maléria Plasmodiumfalciparum é
endémica, ou onde existam grupos de imigrantesaganes do gene S. A alta
prevaléncia de Hb S nessas areas pode ser expioadais mecanismos: selecéo
de heterozigotos em &areas altamente malarigenasigga¢do espontanea ou
forcada dos portadores do gene alterado (ALLISONG641 CLEGG-
WEATHERALL, 1999; ASHLEY-KOCH et al.,2000).

Segmento
transmembrana ndo
exposto

4 Segmento
transmembrana exposto

Proteina
Transmembrana

Espectrina

Membrana

Polimero I:
deHb =

Citoesqueleto

Figura 2 - Alteracdo da membrana celular por polimeros blé&HOs polimeros rompem
o citoesqueleto e formam uma saliéncia resultandara desarranjo da bicamada de
fosfolipidios causando a inversao da fosfatidifee(PS) e exposicdo da proteina
transmembréanica (modificado de FRENETTE; ATWEH, 200

Estudos antropolégicos associados as analises l@oatares sugerem que
0 gene anormal para a sintese da globina S tenhmeigmente ocorrido na

regido centro-oeste da Africa, india e leste daaAsidmite-se, portanto, que a
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origem da Hb S foi multirregional, atingindo popdlas com diferentes
haplotipos e, por essa razdo, certamente € possitexider a diversidade clinica
que se observa entre os pacientes com a doengarfale (NAOUM; BONINI-
DOMINGOS, 1997).

Por meio de seis diferentes enzimas de restridaw (, Hinc 1ll, Xnml,
Hinf I, Hpa | e BamHI) é possivel identificar os cinco haplétipos pargene$®,
classificados conforme a origem geografica em: thsi§ou Indiano-Asiatico),
Senegal, Benin, Bantu e Camardes. A maioria dosi@s0mos com o gere
tem um dos cinco haplotipos comuns, mas em algactgemes (5% - 10%)
podem ser encontrados haplétipos menos comundmenta denominados como
haplétipos atipicos. Estes sdo provavelmente gergaw uma variedade de
mecanismos genéticos como mutacdes em ponto s & restricdes, simples
ou duplas trocas entre dois haplotipps tipicos ou, mais freqiientemente,
associacdo entre um haplétipdtipico e um haplétip@” diferente (ZAGO et al.,
2000).

A populacédo da regido noroeste do estado de Sdo €aem sua maioria,
formada por descendentes de caucasoides do madéerrcom pouca influéncia
africana (NAOUM et al.1984). A freqiiéncia da Hb S para a regido de Sdo José
do Rio Preto sofre influéncia dos fluxos migratérinternos e esta estimada entre
2,5% e 3,0% (BONINI-DOMINGOS, 1993; NAOUM, 1997,BJEIRA, et al.,
2002; DOMINGOS et al., 2004).

1.3 Metabolismo do Ferro

O ferro é o metal mais abundante na Terra, sendqgudéntemente
encontrado na forma insolivel (Be A capacidade de doar elétrons torna este
metal fundamental para funcdes celulares, com@sd#ntle DNA, transporte de
oxigénio e respiracao celular. Uma importante fordd ferro € a sua participacéo
na eritropoiese. Entretanto, devido ao seu poteogiaedutor, suas quantidades

devem ser rigorosamente controladas, pois, quamdexeesso, podem produzir
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radicais livres que agridem as biomoléculas (PIENR&ELO, 2002,
ANDREWS, 2005; FRAZER; ANDERSON, 2005).

Em condicbes normais, o conteudo de ferro no osgamihumano é
estavel, podendo ser encontrado entre quatro e giragnas, com a prioridade de
satisfazer a necessidade eritropoiética, de apamdamente 20 mg por dia, na
incorporagdo pela Hb. As reservas desse elemengosetes humanos sao
variaveis. Em mulheres pré-menopausa estao ao ded#®0mg, devido as perdas
sanguineas menstruais e ao aumento das necessidadpsstacoes, e, em adultos
do sexo masculino, pode alcancar até um grama EARTGELO, 2006).

O controle de absorcdo férrica é realizado peleer§icie do I[Umen
duodenal, sendo necessaria a atuacdo de um sistetahdlico eficiente, capaz
de regular os niveis do metal, impedindo sua a¢&@a nos componentes
celulares. O ferro € um metal hidrofilico polanedpaz de atravessar membranas,
por isso, sua entrada na célula € mediada por iepacdes de membrana,
garantindo sua reducdo para um estado soluv&) (Eéavorecendo sua ligacdo a
transportadores celulares (PIETRANGELO, 2002).

O ferro presente nos alimentos se encontra sobfduass: heme e nao
heme (MACKENZIE; GARRICK, 2005)0Os mecanismos de regulagéo do ferro
heme séo pouco conhecidos. Sua absor¢cdo no limegrorgdo proximal do
intestino delgado ocorre pela digestdo proteolitda hemoglobina e da
mioglobina. O heme liberado é absorvido pela men@mpical e, clivado no
lisossomo pela enzima heme oxidase em bilirrubifee®. O mecanismo de
liberacdo do ferro desse compartimento para odaitammbém nédo esta totalmente
esclarecido (MACKENZIE; GARRICK, 2005).

Nas ultimas décadas estudos foram realizados péreida o0s
mecanismos que controlam o processo de absorcaferdm ndo heme. Na
primeira etapa desse mecanismo, o ferro, presanigznntestinal, € captado para
o0 enterécito, através da membrana apical. A prategsponsavel por esse
transporte € um transportador de metal bivaleni@éMal. Portanto, o ferro que
em sua maioria se encontra no estado férrictYFeecessita ser reduzido para a
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forma ferrosa (F8), para ser absorvido. A enzima responsavel E® prcesso
parece ser uma ferroredutase, a Dcytb (ANDREWS5R00D DMT1 e a Dcytb
estdo presentes na membrana apical dos enterdui®gjlosidades do duodeno
proximal e a regulacdo esta associada a quantaiaderro corporal disponivel
(MACKENZIE; GARRICK, 2005).

Dentro da célula o ferro pode ser armazenado dobe de ferritina, e
posteriormente, perdido na descamacdo celular,bsorado para a corrente
sanguinea. O mecanismo de transporte para a meanbesocelular € pouco
conhecido, sendo provavel que o ferro se ligue a cinaperona, o que manteria
sua solubilidade (ANDREWS, 2005). O transporte pakmbrana basocelular
para o plasma € mediado por uma proteina transijpogiaa ferroportina 1,
encontrada em grande quantidade no figado, baxsp,ceracéo, placenta e células
duodenais, sendo também responsével pela libedgderro armazenado nos
macrofagos e hepatécitos (DONOVAN et al.,, 2000phafnente, na corrente
sanguinea, o ferro necessita ser novamente oxigada ser captado pela
transferrina. A enzima responsavel por esse procpasece ser a hefestina.
(VULPE et al., 1999; DONOVAN et al., 2005) (Fig8a

O ferro ligado a transferrina é transportado, p@&tema porta, para o
figado onde é armazenado, associado a ferritirares$siderina (KAWABATA,
1999). A transferrina € uma proteina plasmatica tgre a capacidade de
transportar dois atomos de ferro. O transporte gardro das células é realizado
pelos receptores da transferrina, TRF1 e TRF2]ilachs na superficie celular.
Cada receptor pode se ligar a duas moléculas deférana. O TRF1 é expresso
em todas as células do organismo, geralmente, goepaquantidade, porém, &
altamente expresso nos precursores eritréidegcliog ativados, trofoblastos do
sincicio placentario e células tumorais. O TRFZgeressa principalmente nos
hepatocitos, ndo sendo regulado pela sobrecartgrdehepatico (KAWABATA
et al., 2000; FLEMING et al., 2000).

As principais células de armazenamento do ferroosdmacréfagos e os

hepatdcitos, oriundos de fontes diferentes. (ofkberado pela destruicdo dos
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eritrécitos e o ferro medicamentoso sdo estocadssnacrofagos. Os hepatocitos
armazenam o ferro livre e 0 que estava ligado rsstearina. Essas células tém
grande capacidade de armazenamento, podendo etét®d vezes a quantidade
normal, sem evidéncias de dano hepatocelular (ANDBE2005). Em nivel

7

molecular, o ferro é armazenado primariamente madode ferritina, e cada
molécula desta proteina acomoda cerca de 4500 atdenferro. A degradacao da
ferritina forma a hemossiderina, um conglomeradded® ndo homogéneo com
restos de produtos de membrana e proteinas. O txrthemosiderina néo

consegue ser mobilizado (THEIL, 2003).
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Figura 3. Mecanismo de absorc¢éo do ferro intestinal (Addptie
BRITTENHAM et al., 2001).

s

A ferritina € encontrada em pequenas quantidadesplasma. Sua
concentracdo é diretamente relacionada com a gaaetide ferro armazenado e,
por isso, sua dosagem tem sido usada, rotineir@neata avaliagdo das reservas
organicas (WALTERS et al., 1973; BASSET et al.,4)9& absorcdo de ferro &
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influenciada por varios fatores como: reservas ateof taxa de eritropoiese,
hipoxia, inflamacdo e gravidez. Esses fatores atoamdificando a expressao
duodenal da DMT1, Dcytb e ferroportina 1. Varioscar@smos de regulagéo tém
sido sugeridos. A concentracdo de DMT1 e Dcytb réefioente afetada pelas
quantidades de ferro nos enterdcitos. Esse mecanignregulacdo parece ser
mediado pelas proteinas reguladoras do ferro (IRf®) se ligam aos elementos
responsivos (IREs) presentes no RNAm, da enzima DMiitestinal,
estabilizando a molécula, e aumentando sua coag@otenzimatica. A molécula
da enzima Dcytb ndo possui dominio para ligacdo pmteinas reguladoras do
ferro, sugerindo um mecanismo de controle diferéi&@CKENZIE; GARRICK,
2005; FRAZER; ANDERSON, 2005).

O mais recente e importante avanco nessa arear@gamhecimento do
figado como 6rgéo central desse mecanismo. Suaestdoelacionada a sintese
de um pequeno peptideo de 25 aminoacidos, a hepcistudos indicam que a
hepcidina se liga diretamente a ferroportina ocasido sua interiorizacdo e
posterior degradacao. Nas células intestinais @atesda ferroportina leva a uma
diminuicdo da liberacdo do ferro para a correntgysmea e, consequentemente
ao aumento do ferro celular e ao bloqueio de ssarefio (NEMETHet al, 2005;
WESSLING-RESNICK, 2006.) Da mesma maneira, a lig@oado ferro dos
macrofagos é inibida.

A sintese da hepcidina é regulada pelas quantiadblfsro, de oxigénio e
por citocinas liberadas durante processos inflanmst6O aumento da oferta de
ferro, pela alimentacdo ou por transfusdes sangsjmstimula sua sintese. Com o
aumento compensatorio da eritropoiese, diminuireeeotracdo desse hormonio,
facilitando a absorcgéo intestinal e a liberagcddetm armazenado. Estudos em
portadores de sobrecarga de ferro tém identificadks moléculas que
desempenham um papel fundamental na regulacdo mtase®io da hepcidina
(PAPANIKOLAOU et al., 2004; GANZ, 2005; FRAZER; ANERSON, 2005;
PIETRANGELO, 2006). A primeira a ser descrita foH&E, uma proteina da

superficie celular, cuja estrutura inclui um graddeninio extracelular, formado
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de trés alcasol an3), um Unico dominio transmembrana e uma pequesndaca

citoplasmatica. Para estabilizacdo, transportaditoplasmatico e expressdo da
HFE na superficie celular e nas membranas endossoénaecessario a ligacao
com af, microglobulina, que se faz pela algd. Nesse mesmo sitio ocorre a
interacdo com o TfR1. Mutagbes que afetam essaciag80 podem ocasionar

sobrecarga de ferro. A proteina HFE é expresseaeios tecidos, principalmente

no figado, sendo pouco influenciada pelas mudadeasoncentracdo do ferro

organico (FLEMING; BRITTON, 2006).

Outra proteina importante no metabolismo do fero expressa
principalmente pelas células hepéticas é o recafeotransferrina 2 (TfR2).
Mutacdes no gene que a codifica ocasionam disttidemelhantes aos do gene
HFE.

A Ultima proteina envolvida no processo a ser @desd¢oi a hemojuvelina.
Até o momento, sua fun¢do nédo foi totalmente eadad porém individuos com
mutacbes no genédJV apresentam importante diminuicdo dos niveis de
hepcidina, evoluindo com rapida sobrecarga de feracentuado dano organico
(PIETRANGELO, 2006).0s mecanismos exatos de como essas moléculas
identificam a quantidade de ferro organico e reguiaexpressdo da hepcidina

ainda nao foram esclarecidos.

1.4 Hemocromatose Hereditaria

A hemocromatose é uma doenca multifatorial caraetda pela
progressao de uma anormalidade bioquimica paraieidade nos 6rgédos. A
hemocromatose hereditaria (HH) é caracterizada pelmulo de ferro (Fe) no
organismo, freqiente em descendentes do norteeyrepndo provavelmente de
origem celta. A primeira referéncia dessa doen¢a da 1865, na Franca, por
Trousseau. Passados 25 anos, Von Recklinghausenl 88 na Alemanha,
utilizou-se pioneiramente do termo “hemocromatodescrevendo uma doenca

relacionada a problemas de estocagem e difusderde Apenas em 1935, foi
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caracterizada como uma doenca hereditaria geratta e@peesso de ferro
depositado nos tecidos (SHELDON, 1935; PIETRANGERQD6).

A HH tem heranca autossémica recessiva, e sua loEsaopermitiu
grande avanco no entendimento dessa patologiatedaghio da proteina HFE
representa um papel essencial no processo, mapres@nca, somente, nao €
suficiente para explicar o amplo espectro das ai&seias metabdlicas e
patogénicas atribuidas a HH. Dentro deste contextgstem muitos fatores
relacionados ao individuo, como idade, género, garalificados, ou adquiridos,
dieta e consumo de alcool, exercendo um imporfeapel na penetrancia desse
gene. O diagnéstico precoce da HH é essencial, @dimtamento pode ser
iniciado antes da instalacdo dos danos irrevessiaeis 6rgdos, podendo o
individuo ter uma boa expectativa de vida (PIETRANG, 2006).

Os sintomas clinicos tém inicio ao redor da qudézada de vida e séo
inespecificos. Os mais comuns sdo fadiga, indispose dores articulares. Nas
fases avancadas, a doenca pode se manifestar casechepatica, diabetes
mellitus, hipogonadismo, cardiomiopatia, artritepempigmentacdo da pele e
carcinoma hepatocelular. Pacientes com HH apreseastoques aumentados de
ferro (25 a 30g), em consequéncia da intensa d&songtestinal (LIMDI;
CRAMPTON, 2004), mas, apesar desse mecanismo n&w asida bem
determinado, acredita-se que esse aumento sejagacy por um descontrole das
células duodenais superficiais em captar o metalis mavidamente
(PIETRANGELO, 2004). A excrecao do ferro é bem fada, fazendo com que o
organismo tenha dificuldade em livrar-se do excgmsoele mesmo, exceto por
hemorragias (PIETRANGELO, 2006).

O geneHFE esta localizado no braco curto do cromossomo defgro do
Complexo Principal de Histocompatibilidade, cones®&tons e aproximadamente
10 Kb. Codifica um polipeptidio de 343 residuosadenoacidos, a proteina HFE,
com caracteristicas histoquimicas semelhantesasimpas de classe | do HLA.
Duas mutagOes foram identificadas inicialmente eoegHFE, em pacientes

caucasoides com HH:
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a) C282Y:troca de guanina por adenina no nucleotideo 84&,leva a
uma substituicdo de um aminodcido cisteina paoaitia na posicdo 282. Esta
mutacdo gera uma proteina defeituosa que néo geanmiteracdo com a proteina
plasmatica acessoriap2 Microglobulina, responsavel pelos mecanismos
regulatérios do ferro no organismo. A proteina mtgdica retida no complexo de
Golgi e no reticulo endoplasmatico onde é degrade&MING; BRITTON,
2006). Desta forma ha uma diminuicado na captac&erdo ligado a transferrina,
pelas células duodenais, levando a diminuicdo dacencentracao nessas ceélulas
e, portanto, sinalizando para o aumento da expretassiproteinas reguladoras do
ferro (IRPs), da enzima DMT1 e da ferroportina (SIét al.,2006).

b) H63D:troca de citosina por guanina no nucleotideo 18Y rgsulta na
substituicdo de um aminoéacido histidina por um ad&ddo acido aspartico na
posicdo 63 (FEDER et al.,1996). A mutacdo H63D prodma proteina que
diminui a afinidade do ferro ao receptor da tramsfa, mas nao altera a interacéo
da HFE com aB32 Microglobulina (Figura 4) (BITTENCOURT et al.,2Z00

Das 37 variantes alélicas descritas no gene, 228 H63D respondem
por 90% dos casos de HH (SOUZA; CARVALHO, 2001; BRER, 2004,
HUNT; HUAWEI, 2004).

Na hemocromatose associada ao gdR&, a elevacdo da saturacdo da
ferritina € o marcador bioquimico mais precoce egjifente, estando acima de
45% na maioria dos pacientes (SWINKELS et al.,20083 exames mais
utilizados para triagem laboratorial de sobrecatgaferro sédo a saturacdo de
transferrina e a ferritina sérica. Porém, a dosadernferritina € menos sensivel
que a saturacdo para a deteccdo da doenca e, @ém d aumento de sua
concentracdo esta relacionado a outras patologiam® coencas inflamatorias,
neoplasias e necrose hepatocelular (SWINKELS ¢08I6; SIAH et al.,2006).
Niveis de ferritina acima de 200ng/mL e 300 ng/raly mulheres e homens,
respectivamente, na auséncia dessas patologiaghdiativos do aumento das
reservas de ferro e necessitam de melhor inve&tigbdCAZZOLA et al.2003;
CAMASCHELLA, 2005).
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Figura 4 — llustracdo com esquema representativo da alusagd-erro

em consequéncia da heranca dos polimorfismos ne Kg&ik. Proteina HFE
normal (A), mutagédo C282Y (B), e mutacdo H63D (C).

1.5 Dano oxidativo

O estresse oxidativo e danos mitocondriais témismbticados na etiologia
de numerosas doencas. Os eritrocitos estdo suggtosfeitos nocivos de agentes
oxidantes (EROS) tais como o anion superoxidg @ radical hidroxila (HQ, e
0 peroxido de hidrogénio ¢&,) que sédo produzidos por fatores exdgenos como
drogas e infeccbes e também formados dentro dadaséVermelhas, como
consequéncia da reacdo da hemoglobina com o ogig€oimo esses oxidantes
acumulam-se nos eritrocitos, a hemoglobina e outraseinas sdo oxidadas
levando a perda de funcao e destruicdo dos etisja@xistindo desta forma, uma

importante relacao entre o estresse oxidativoreme (REISCHL et al., 2007). O



32

radical hidroxila causa danos ao DNA, RNA, as pnats, lipidios e membranas
celulares, do nucleo e mitocondrial. Ele é formadoorganismo principalmente
por dois mecanismos: reacdo dgokicom metais de transicdo e homolise da agua
por exposicdo a radiacdo ionizante (Equacdo 1)taQua intensivo e frequente
deste radical pode originar mutagcbes no DNA e, egisntemente, levar ao
desenvolvimento de cancer em seres humanos nalpeatél5 a 20 anos.

H,0 "™ — HO + H (1)

O peroxido de hidrogénio isoladamente € praticaen@émbcuo, porém
pode se difundir facilmente pelas das membranadaces. Devido ao fato da
célula possuir metais de transicdo, ocorre gerdgdadical HOem seu interior.

Em nosso organismo, os metais de transicdo maisriarmes para a
ocorréncia dessa reacéo sad'GuFé’. Nesse sistema, a importancia do ferro é
mais pronunciada devido a sua maior biodispondel e, no organismo, na
maior parte do tempo ele encontra-se complexado pateinas de transporte
(ex. transferrina), e armazenamento (ex. ferrignNamossiderina). A reacao do
Fe* com o HO, (reacdo de Fenton) pode ser representada de maneir
simplificada na Equacdo 2 ou de forma mais complesa Equacdo 3
(BARREIROS et al., 2006).

Fe? + H0, —» F€" + HO + HO (2)
Fe? + H,0, —» FeOH" (ou Fe@ + H) — F€*+ HO  (3)
HO
0

Antioxidantes atuam na defesa do organismo coran@siprovocados por
substancias oxidantes, que podem ser enddgenodsmuviaos pela dieta. O
potencial antioxidante das amostras biologicas pededeterminado por meio de
um potente antioxidante conhecido, o trolox (acighidroxi-2,5,7,8-
tetrameticromono-2-carboxilico), analogo sintétitdrossoluvel da vitamina E
(JAN et al.,2002).
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Um dos fatores que predispde o0 processo hemolitias células
falciformes induzindo-o as mudltiplas consequéncimgologicas da doenca
falciforme deve-se a degradacdo oxidativa da HDAS( 1990; STEINBERG,
1998; SOUZA, 1999). Com a desoxigenacao, a afimideml oxigénio pela Hb S
cai e, dessa forma, qualquer fator que estabilizestado desoxi reduzira a
afinidade pelo oxigénio, perpetuando esse estapaimerizacdo (BEUTLER,
1983; FRENETTE; ATWEH, 2007). A desoxigenacdo da $iffavorece a sua
metahemoglobinizacdo (meta-Hb S) e a consequest@@lo desse pigmento
dentro do eritrécito. Quando a concentracdo de #bté&s supera a acdo da
enzima meta-Hb redutase, é desencadeada a degradacéeta-Hb S, com
formacdo de hemicromos ou subprodutos do grupo hene precipitacdo da
globina S, oxidada sob forma de corpos de HeinzZN(WERBOURN, 1990;
NAOUM, 1996).

Durante a transformacdo do eritrécito discoide ddmS em eritrécito
afoicado, além dos eventos bioquimicos e polimetés da ceélula, ocorre
também a degradacéo oxidativa da Hb S, com liberdedespécies ativadas de
oxigénio (Q" H,0, e HO) que alteram a distribuicdo das moléculas de 1gG n
superficie da membrana eritrocitaria. As alteragi®snembrana resultantes da
polimerizacao, levam a faléncia parcial da bombadtko/potassio/ATPase, com
consequente perda de potassio e agua pela célat@néando a concentracédo de
Hb S e favorecendo ainda mais a polimerizacdo. l®@dambém, aumento na
concentragcdo de célcio intracelular, por alterag@idomba de calcio/ATPase e
aumento da permeabilidade da membrana a esse BGHN et al., 1991;
NAOUM, 1997).

A disposicéo desordenada da molécula de IgG emndiegdas regides da
célula falciforme facilitam as ligagcbes com os poees Fc das células
endoteliais e, dessa forma, induzem a acao fagactés macrofagos no sistema

fagocitario mononuclear, causando hemolise e anE@&ZA, 1999).
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1.6 Peroxidacao Lipidica

Os radicais livres superéxido e peréxido de hidneméapesar de pequena
acdo direta sobre os constituintes celulares saasidgrados agressivos
principalmente pelo fato, de na reacdo de Habes§Yetagirem para produzir os
radicais hidroxila, os verdadeiros responsaveia pe$do celular. Os radicais
hidroxila atuando sobre lipidios, carboidratos, t@imas e acidos nucléicos,
promoverao “estresse oxidativo”, gerando modifiesc@a funcédo e estrutura
celular que poderéo levar esta célula a morte.c2a dos radicais hidroxila sobre
os &cidos nucléicos, decorrem modificacdes estigtuda molécula do DNA,
implicando em alteragcbes, como mutacdes génicaseneolvimento na
inicializacdo do cancer. Em proteinas, os raditaies causam oxidacdo com
quebra de cadeias polipeptidicas e/ou perda oragédie de atividade enzimatica,
e sobre lipidios resultam eperoxidacao lipidica, que é o principal responsavel
por alteracbes da permeabilidade da membrana céfE4IPE JR; PERCARIO,
1995; PERCARIO, 2007; ZANELLA, et al.,2007)

A peroxidacao lipidica ocorre em acidos graxosnsaliurados e € iniciada
por um radical HOque captura um atomo de hidrogénio de um carbastdemo
da cadeia polialquil do acido graxo. O fato do érig ser sete a oito vezes mais
soluvel em meio ndo polar que em meio polar, permie as membranas
biologicas tenham uma elevada concentracdo de romige regido hidrofobica
medial, com potencial para realizar maior dano&idos graxos poliinsaturados
da membrana, pois € a estrutura mais suscetivesesttuturacao provocada pela
peroxidacao lipidica. Assim, um acido graxo, com elétron desemparelhado,
reage com oxigénio, gerando um radical peroxile psoduto é altamente reativo
e pode se combinar com outros radicais semelhaaltesando as proteinas de
membrana (GATEet al. 1999).

As principais consequéncias da lipoperoxidacdo ntambrana sao:
alteracdo de permeabilidade, alteracdo do traresmErtsubstancias organicas e
inorganicas, alteracdo da bomba de ,N&, Ca™ e ATPase; danos ao DNA e
morte celular (NAOUM; SOUZA, 2004). Um dos produtda peroxidacao
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lipidica da membrana é o malondialdeido (MDA), uaidiido altamente reativo,
gue eventualmente reage com o grupo amino, pratefasfolipidios ou acidos
nucléicos, induzindo modificagcbes estruturais da®léoulas bioldgicas
(MCBRIDE; KRAEMER, 1999).

O aumento da geracdo de espécies reativas denmxigibde levar a
peroxidacdo lipidica observada na anemia falciforsiiacdo em que ocorre
também, liberacdo anormal de ferro e baixa atiedattioxidante (DASGUPTA,
et al., 2006). A Hb S apresenta efeito sobre adagkangiineas, desencadeando
processos oxidativos com geracdo de radicais |liv(BOUZA, 1999;
MANFREDINI et al., 2008). Efeito semelhante obseseano acumulo de ferro,
em decorréncia da hemocromatose hereditaria. Gstaefde metabolismo do
ferro, em especial aqueles oriundos dos polimodsmo geneHFE, levam ao
acumulo de ferro tecidual, com potencial capacidaxiglante e peroxidacdo
lipidica (McCULLOUGH; BARTFAY, 2008).

Tendo como base o possivel efeito toxico da heohawgh S e do acumulo
de ferro em decorréncia de destruicdo eritrocitéagiau Hemocromatose
Hereditaria, relatados na literatura, objetivou-aealiar a frequéncia dos
polimorfismos do genélFE, em doadores de sangue portadores de Hb S, e sua

relacdo com peroxidacéo lipidica e estresse oxinlati
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2.0Dbjetivos

Hipotese:
Os doadores de sangue, portadores de Hb S e detesuteo genéiFE,

apresentam aumento do processo oxidativo e consegdestruicdo eritrocitaria.

2.1. Gerais:

2.1.1.Identificar os mutantes C282Y e H63D, do gétkE, em doadores
de sangue com a hemoglobina S, para avaliacdo dassivpis efeitos
fisiopatolégicos e de danos oxidativos, auxiliandtesta maneira, no
acompanhamento dos portadores desses defeitosumaraelhor entendimento
sobre a variabilidade genética da populacdo d@osdgoroeste do Estado de Sao
Paulo.

2.2. Especificos:

2.2.1. Identificar as isoformas de Hb, cordrga de migracédo semelhantes
em pH alcalino, por diferentes metodologias commn@atografia Liquida de
Alta Pressdo (HPLC), PCR-RFLP, PCR-AE; contribuindwa o conhecimento
dos gendtipos de Hb humanas a partir do fenétipm a finalidade de isolar as
amostras com Hb S;

2.2.2. Verificar a frequéncia dos polimorfismos €¢8e H63D em
portadores de Hb S;

2.2.3. Avaliar, nos portadores de Hb S e de musa@G@82Y e H63D, a
influéncia do processo de oxidacao das célulasusaegs, por meio da avaliacao

do estresse total e peroxidacao lipidica.
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3.Material e Métodos

3.1. Consideraces Eticas

A populacdo de estudo foi composta por doadoresadgue, de ambos os
géneros, da area de abrangéncia do HemocentroaddoSé do Rio Preto, SP.
Foram incluidos na pesquisa doadores com idade é8tre 65 anos de idade,
independente da etnia, com aspecto fisico saudavejue apresentaram
hematocrito minimo de 38% (para mulheres) ou de ¢&#@ homens), com valor
méximo de 55%, critérios esses incluidos nos piowtos de selecdo de
doadores de sangue do Hemocentro. Os doadores &qanstos somente a um
risco considerado minimo para sua saude, caraatieripela possibilidade de
hematoma no local da puncédo para a coleta de safgdas as informacdes
fornecidas pelos sujeitos da pesquisa e o0s ressltadbtidos nos exames
laboratoriais foram mantidos em sigilo sendo queesediltimos, s6 serdo
utilizados para divulgacdo em reunides e revis@sificas. Amostras de DNA e
sangue foram armazenadas no Laboratério de Hempgkle Genética das
Doencas Hematoldogicas (LHGDH — UNESP), para estyslusteriores com
outros marcadores genéticos, apds obtencdo de oomsentimento livre e
esclarecido. Este projeto teve aprovacdo do Codutética local (parecer®n
29/2004) e da CONEP, registrado soly A h586.

Os dados referentes as amostras serdo somente ntheccoento do
responsavel pela pesquisa, garantindo a identidadesnvolvidos. Os doadores
foram convidados por carta e/ou telefone, a retoam Hemocentro, para a
orientacao final das andlises, quando os resultadas repassados, em conjunto
com os responsaveis pelo servigco de hematologiedwocentro
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3.2. Casuistica

Foi realizado um estudo observacional a partirrddises realizadas com
amostras de sangue periférico, de doadores deeaogdemocentro de Sdo José
do Rio Preto, que apods a triagem inicial para hdobagopatias por eletroforese
em pH alcalino (MARENGO; ROWE, 1965) apresentardgoraa fracdo de Hb

anormal.

Foram analisados no periodo de 16 meses, de JaleR002 a Abril de
2003, 16.000 amostras de sangue de doadores gqaenvé® Hemocentro e/ou
nacleo de Catanduva e Votuporanga, espontaneansem#o todos doadores de
1%vez, e que, consultados sobre a pesquisa, comaordam participar da mesma.

Foi realizada inicialmente uma coleta de 10 mLsdague por puncéo
venosa em um tubo contendo EDTA 5%, de cada doagmwor,profissionais
capacitados, utilizando-se materiais descartadsismostras foram mantidas sob
refrigeracdo a 4 até o momento das analises que ndo excedeu unmenae
Foram realizados os testes usuais para a rotifdedwcentro e a fragcao restante
foi submetida a triagem inicial para hemoglobin@stpor eletroforese em pH
alcalino (MARENGO; ROWE, 1965 Todas as amostras que apresentaram
alguma fracéo de Hb diferente de AA (normal), fomecaminhadas ao LHGDH
- UNESP de S&o José do Rio Preto-SP.

Nas amostras encaminhadas foram realizados o0s ngseguiestes:
Eletroforese em pH acido (VELLA, 1968), analise rdarfologia eritrocitéria
(BONINI-DOMINGOS et al., 2006), resisténcia globulasmotica em NaCl a
0,36% (SILVESTRONI; BIANCO, 1975), pesquisa de gaos de hemoglobina
H (PAPAYANNOPOULOS ; STAMATAYANNOPOULOQOS, 1974), dagens de
Hb A2 (MARENGO; ROWE, 196Fe Fetal (BETKEet al., 1959). As amostras
com algum tipo de Hb variante foram submetidasPLE (INSTRUCTION
MANUAL OF BIO-RAD, 1999), eletroforese de globines pH alcalino e acido
(SCHNEIDER, 1974) e, a partir dessa etapa, foiizadd extracdo de DNA e
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teste confirmatdrio especifico para determinacdo tigo de hemoglobina
existente.

Nas amostras com suspeita de Hb S e Hb C foralmagas PCR Alelo
Especifica — PCR-AE (BERTHOLO; MOREIRA, 2006) e noasos nao
confirmados, sequenciamento, para a identificag&ovdriantes de Hb mais raras.
Ao término desta etapa inicial de triagem e ida@@do das hemoglobinopatias,
foram selecionadas as amostras que apresentar&ntbiializando 270 amostras.

Para a identificacdo das mutacbes C282Y e H63[gemeHFE, foram
convocados por carta, os 270 doadores portadorddbddS e obtivemos o
retorno de 211. Nas novas amostras foi realizatkcrica de PCR-RFLP para
identificacdo de ambas as mutacdes (LYNAS, 199G)arR avaliadas também
dois grupos controle com 119 amostras de doaderesmgue com Hb AA e 28
DoentesFalciformes. Para determinacdo dos polismds C282Y e H63D no
geneHFE.

Dos 211 doadores com Hb AS analisados, foram reoauos 43 doadores,
portadores de ambas as alteracdes — Hb S e ndH§éEheara realizacdo de testes
de verificacdo dstatusde ferro (ferritina, saturagédo da transferrinarofesérico,
hemograma), de destrui¢do eritrocitaria (reticit®)i de processos inflamatérios
(Proteina C reativa) e para determinacdo dos mosesxidativos por meio da
avaliacdo da capacidade anti-oxidante em relacabr@ox (TEAC) modificado
(Re et al.,1999) e peroxidacdo lipidica (MDA) (PERCARIO, 2004)pram
avaliados também, nesta etapa do trabalho, pardicagdio de processos
oxidativos e capacidade antioxidante, grupos ctenttom 84 doadores de sangue
com Hb AA, sendo 21 com polimorfismos no geREE, 63 sem estes
polimorfismos, e 25 Doentes Falciformes, sendor awutacdo no gendFE, e
17 sem esta mutacgao.

Aplicou-se o teste de Qui-Quadrad@)com nivel de significancia de 95%
(p=0.05) e a correcao de Yates com n<5 para a cagga das frequéncias dos
polimorfismos. Para frequéncias alélicas, apliceues teste Qui-quadrado e
posteriormente a férmula para verificar o equibde Hardy-Weinberg. Para
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comparacdo dos valores médios e desvio padrdo eoegsos oxidativodoi
utilizado o teste (ANOVA) (compost-hoc Tukey quando necessario) para
comparacao de todos 0s grupos, e teste t para cagapaentre dois grupgselo

softwareStatistica 7.0.
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3.3 Métodos
Os protocolos completos das metodologias utilizadsse trabalho estédo

descritos em Anexo.

3.3.1 Metodologias classicas para o diagnostico demoglobinopatias:

. Preparacéo de hemolisados:

As células foram lisadas com saponina para obtedg&wlucédo de Hb, a
fim de que as amostras fossem submetidas a proeettimeletroforéticos e testes

bioquimicos.

* Resisténcia globular osmética em solucdo de NaCDa36 %
(SILVESTRONI; BIANCO, 1975)

Técnica utilizada para detectar talassemias dobigpa, principalmente na
forma heterozigota, pois nesses casos 0s eritgdaidcrociticos sao mais
resistentes a hemolise nesta solucdo. Esta metpaoh@o € especifica para
talassemia beta heterozigota, ja que resultadagvoegssado encontrados também
em anemias carenciais e em outras hemoglobinopataso nos heterozigotos
para Hb C.

* Analise a fresco da morfologia eritrocitaria (BONINI-DOMINGOS et
al.,2006)

Os esfregacos sanguineos, a fresco, foram aradisaol microscopio
Optico, quanto ao tamanho, forma e quantidade dendsberitrocitos. Algumas

hemoglobinopatias apresentam alteracdes morfoldgspecificas.

* Pesquisa de agregados de Hemoglobina fPAPAYANNOPOULOS;
STAMATAYANNOPOULOUS, 1974)



44

Os corpos de inclusdo de hemoglobina H sdo formaolosadeias Beta,
oriundas da desnaturacdo do tetrdmero. Apds cdlorgpor Azul Crezil
Brilhante, esses corpusculos apresentam-se dispogstoogeneamente no interior
dos eritrocitos, como pequenos pontos azuladospfsanca € indicativa de alfa

talassemia.

» Eletroforese em pH alcalinoMARENGO; ROWE, 1965)

Técnica utilizada para qualificacdo e quantificagle Hb normais e
grande parte das Hb anormais com mobilidades ®eé#tacas diferentes das Hb

normais.

» Eletroforese em pH acido(VELLA, 1968)

Técnica utilizada para diferenciar alguns tiposHle que migram em
posicoes semelhantes na eletroforese em pH alcadinacaracterizagao
semiquantitativa de Hb Fetal.

«  Eletroforese quantitativa em acetato de celulose pi8,6 — Dosagem
de Hemoglobina A(MARENGO-ROWE, 1965)

Técnica utilizada para qualificacdo e quantificagédib normais e grande
parte das Hb anormais com mobilidades eletrof@egtitiferentes das Hb normais,
com posterior eluicdo da fita de acetato de cetup@sa realizacdo da dosagem da
fracdo de Hemoglobina de interesse, por espeabrofeitia. O aumento de
hemoglobina A na grande maioria dos casos esta associado aset@ias beta
heterozigotas. Porém, em algumas condicfes patafdg de origem adquiridas,

0s niveis dessa hemoglobina estdo acima dos normais
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* Dosagem de Hemoglobina Fetd BETKE et al., 1959)

A hemoglobina Fetal é alcali-resistente, enquapi® as hemoglobinas
A, A, e os tipos anormais sdo facilmente desnaturdwisqucdes alcalinas.
Esse método é sensivel para detectar pequenasdaquiastde hemoglobina Fetal.
Em sangue de corddao umbilical a quantidade destaogiebina é de
aproximadamente 70 a 90%, em individuos com tal@issdéeta homozigota
oscila entre 60 a 98% e na interacao talassemadHie, o valor varia entre 5,0 a
21,2%. Na talassemia Beta heterozigota, a hemoglobetal pode estar normal

ou discretamente aumentada.

»  Eletroforese de cadeias polipeptidicaSSCHINEIDER, 1974)

A caracterizacao estrutural das hemoglobinas amierm realizada em
condicbes muito especiais devido ao seu custo cpea e as dificuldades
inerentes aos métodos utilizados. Desta forma, garasequtiéncia ao estudo de
uma hemoglobina anormal nado identificavel pelosoaed de qualificacdo e
quantificacado, utiliza-se inicialmente, a eletrefse de cadeias polipeptidicas. A
separacao eletroforética de cadeias polipeptidicasmais constitui-se em uma
andlise pré-molecular, muitas vezes conclusiva paiagnéstico de hemoglobina
anormal, sem que haja necessidade de se aplicavdosétde disposicao

bidimensional de peptideos e anéalises de aminagcido

* Cromatografia liquida de alta performance (INSTRUCTION
MANUAL OF BIO-RAD, 1999)

Cromatografia de troca catibnica em que molécutas cargas positivas
sdo adsorvidas em uma fase estacionaria da cofonaatografica, seguida por
eluicdes induzidas pela passagem de um liquidoatantoncentragcdo de cétions.
O eluato é detectado opticamente e quantificadopatendo a area do grafico

correspondente a fracdo eluida. Os valores de Hb b Fetal obtidos por esse
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sistema sdo precisos e utilizados como diferenidgndstico nas interacdes com

talassemia.

3.3.2 Dosagens Bioquimicas:

« Dosagem do MalondialdeiddMDA) (PERCARIO, 2004)

O método se baseia na rea¢do do malondialdeidocaeido tiobarbitarico
(TBA), em pH baixo e temperatura elevada, para émroncomplexo MDA-TBA,
de cor rosea e absor¢do maxima de 535 nm. E diilipara inferir a peroxidacio
lipidica. Os valores de referéncia para os niveisMDA total relatados na
literatura apresentam grande variabilidade, estasldoionados com as condi¢bes
experimentais utilizadas nos diferentes ensaios) base no MDA plasmatico
obtido a partir da analise de amostras de indidgdsaudaveis. Valor de

referéncia: 0-440 ng/mL.

» Dosagem de Ferro Séric@Kit comercial)

O ferro férrico € dissociado da proteina transplorta, a transferrina, em
meio acido e reduzido, simultaneamente, para #osoe ferrosa. O ferro ferroso
€, em seguida, complexado com ferrozina, um indicaknsivel ao ferro,
produzindo um cromoforo colorido que apresenta @dsomaxima a 571 nm.
Este teste determina a quantidade de ferro livreano. Valor de referéncia: 50-
168 pg/dL.

» Capacidade de Ligagéao do ferro e fracde&it comercial)

Os ions férricos contidos no Reagente 1 saturasitios disponiveis para
a ligacdo de ferro da proteina transportadoraamsterrina. O excesso de ferro
nao ligado forma com o ferrozine presente no Rdag&mm complexo magenta
brilhante, cuja absorbancia € medida entre 5400ent8 A diferenca entre esta

guantidade de ferro e aquela contida no Reageidtea Capacidade Latente de
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Ligacdo do Ferro (CLLF). Medindo-se a concentrad@derro sérico e somando
este valor a CLLF, obtém-se a Capacidade TotaligacBo de Ferro (CLTF). O

indice de Saturacéo da Transferrina (IST)pode stiampela formula:

IST (%) = Ferro séricd 100
CTLF
Valor de referéncia: CTLF: 250- 450 pg/dL.
CLLF: 112-346 pgl/dL
IST: 20-50%.

* Proteina C Reativa- PCRt (Kit comercial)

Proteina C-Reativa € uma proteina ndo especificdase aguda que
aparece no sangue durante o processo inflamawimp medida da reacao
antigeno/anticorpo pelo método de turbidimetrialowade Referéncia: 0-1,0
mg/dL.

* Ferritina (Kit comercial)

A ferritina é encontrada no soro em baixas conaefi&rs e € diretamente
proporcional aos depositos de ferro no corpo. Suentracdo no soro quando
analisada com fatores como ferro, capacidade dedmdo ferro, e depdsitos de
ferro nos tecidos, € util no diagnostico de anem@sdo a deficiéncia de ferro, a
infeccdes crbnicas e condicdes como talassemian®diematose, associadas
com sobrecarga de ferro. O método consiste de waiceimunolédgico, de duas
etapas utilizando tecnologia quimioluminescenteetdjr que usa quantidades
constantes de dois anticorpos anti-ferritina. @npmo é anti-ferritina policlonal
caprino marcado com éster de acridina. O segura@ldase solida, € um anti-
ferritina monoclonal de rato, covalentemente ligagmarticulas paramagnéticas.

Valor de Referéncia: Homens: 30-400 ng/dL.

Mulheres: 13-15§)d1L.
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» Dosagem da Capacidade Antioxidante Total em Equivahcia ao
Trolox (TEAC) modificado (Re et al.,1999).

A presente dosagem objetiva a capacidade anticeidatal de amostras
biolégicas. O potencial antioxidante foi determinaggundo a sua equivaléncia a
um potente antioxidante conhecido, o trolox (acidehidroxi-2,5,7,8-
tetrameticromono-2-carboxilico), analogo sintétigdrossoluvel da vitamina E.
Foi utilizado o método proposto por Miller et #1.993), modificado por Re et al.,
(1999), em condicbes adaptadas de temperatura,orgims relativas dos
reagentes e tempo de mensuragao. Valor de Reiff@rérit8-2,30 mM/L

3.3.3.Metodologias moleculares para analise dpslimorfismos

» Extracdo de DNA de Sangue Periférico por fenol-claférmio (PENA

et al., 1991), com modificacdes.

Técnica utilizada para extrair DNA gendmico a ipaleé sangue total. Os
tampdes de lise rompem os eritrocito e os globhblascos. O fenol € utilizado
para a remoc¢ao de proteinas e enzimas contamin&anfeslA é precipitado com

etanol.

* Reacdo em cadeia da polimerag®CR)

A PCR explora a capacidade de duplicacdo do DNAa ita simples de
DNA é usada como molde para a sintese de novamsagenplementares, sob a
acdo da enzima DNA polimerase, capaz de adicianauoleotideos presentes na

reacao, segundo a fita molde.

* PCR-AE para Hb S(BERTHOLO; MOREIRA, 2006)
Para confirmar a mutacdo pontual referente a Hbo SDNA foi

amplificado a partir de duas misturas, utilizandés tiniciadores para cada
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mistura: 1.um par de iniciadores especificos (B& 85'b) para o trecho de
interesse e o iniciador especifico para o pontandéacao (BS); 2.a segunda
mistura com o iniciador especifico (BA) para o @alabrmal com modificacdes
(LYNAS, 1997).

* PCR-RFLP para Analise do Polimorfismo do Gené¢dFE (LYNAS,

1997)

A pesquisa dos polimorfismos C282Y e H63D foi madia por meio da
técnica de PCR-RFLP, e a digestdo enzimatica dudufps amplificados obtida
com a utilizacdo das enzim8&gl I, para o polimorfismo H63D &sal para o
polimorfismo C282Y.

3.3.4 Exames Hematoldgicos

» Eritrograma
Realizado em aparelho automatizado Coulter.T820a gontagem de
Hematécrito, Hemoglobina e Leucdcitos, segundo dwdtgias classicas e
parametros internacionalmente estabelecidos.
Valor de Referéncia: Hb: 12-16g/dL.
Htomens: 40-55%
Mulheres: 36-47%
Legitds: 4.000-11.000 min

* Reticulécitos
Contagem de reticulécitos corados com Azul CreziilhBnte e
confirmados em laminas com aumento 100x, calcuatboe os valores absolutos.

Valor de Referéncia: até 1,5%
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4. Resultados
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4. Resultados

Os resultados correspondentes a cada um dos olgjgiropostos foram

separados em capitulos e descritos a sequir.

4.1 Capitulo 1

Frequéncia de Hemoglobinas:

4.1.1. Casuistica

Foram analisadas, em uma triagem inicial para hevhogpatias, 16.000
amostras de sangue de novos doadores (primeirdaoagperiodo de estudo),
sendo que destas, todas as que apresentaram tedgadtorético diferente de Hb
AA, foram encaminhadas ao LHGDH-UNESP para confgdea diagndsticas.

4.1.2. Resultados

Os resultados deste capitulo foram publicados nasteBrasileira de
Hematologia e Hemoterapia, v.26- de Janeiro/Mangdl, 2004. O artigo pode
ser encontrado no Apéndice 1.

Do total de amostras analisadas, foraltidas 397 (2,48%) com
hemoglobinas variantes, sendo que destas, 2843¢%) &m Hb S e similares, 89
(22,41%) com Hb AC e 24 (6,04%) de portadores dEasuhemoglobinas
incluindo nove hemoglobinas de rara frequiéncia.

Foram implementadas no laboratério de imunohemgitl onde séo
realizadas triagem para hemoglobinopatias do servipvos métodos para
identificacdo de hemoglobinas variantes, princigaite para diferenciacdo das
“S-like”, de forma a melhorar a orientagéo aos doasl e a qualidade do sangue a

ser transfundido.
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Todos os doadores portadores de Hb S e outrasiemide hemoglobinas,
apos confirmacao por testes complementares e/oecaiates, foram convocados
por carta a retornarem ao Hemocentro para atenttmmagdico. Durante este
atendimento, realizado pelo médico hematologissponsavel pelo Hemocentro,
foram esclarecidos sobre o tipo de hemoglobinaudd sfo portadores e sobre a
probabilidade de vir a ter um filho com a mesmaratfdo, ou com algum
problema maior caso a (0) parceira (0) também pejtadora (0) desta ou de
outra hemoglobina alterada. Os portadores de Hiwre&@nf também orientados, a
ndo efetuarem novas doagfes de sangue, uma vehagaigumas restricdes
guanto ao uso de concentrado de hemacias em tsarsf(RDC 153, 2004). Ha,
também durante esta orientacdo um cuidado espeoial,relacdo a linguagem
utilizada, para que seja entendida por todos, manhdividuo se sinta excluido, e
a abordagem se torne um problema social. A maideistes doadores € de
afrodescendentes ou do grupo étnico miscigenadmeat Hb S como heranca
genética. Em nosso servico particularmente, umandgraporcentagem dos
doadores tém baixo grau socio-cultural, gerando weda dificuldade no

entendimento de alteracdes genéticas e seu pagltdrahca.
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4.2 Capitulo 2

Freqténcia das Mutacbes C282Y e H63D no gene HFE

4.2.1 Casuistica

De 270 doadores avaliados como portedde Hb S e convocados para
nova coleta, retornaram 211 (78,15%). Foram regdig@&ntdo, analises por PCR-
AE para confirmacao do tipo de Hb, e PCR-RFLP matificacdo das mutacdes
no geneHFE.

Foram selecionadas e avaliadas tanyi#m esta etapa, 119 amostras de

doadores de sangue com Hb AA e 28 amostras deedofaitiformes utilizados
como grupo controle combinado para fins de comparatas frequéncias dos

polimorfismos no genkelFE.

4.2.2 Resultados

Os doadores avaliados apresentaram idade entre6%8r0s com meédia
de 36,41 anos. Com relacdo a etnia, apesar de E0ém tse declarado
caucasoides, 11% negros, 5% asiaticos e apenasn@4¥gos, a grande maioria,
tanto do grupo de estudo quanto do grupo contesdecomposta por individuos
miscigenados e, portanto foram considerados contermentes ao grupo étnico
miscigenado (Afro/Americanos, Caucasianos e destgad de Amerindios),
segundo classificacdo para a populacdo BrasilBit&RRA et al.2003). Quanto
ao género, no grupo de portadores de Hb AS, 658d%4ndividuos, eram do
sexo masculino e no grupo controle com Hb AA, 7%42

Entre os portadores de Doenca Falciforme, a idadiew entre 15 e 47
anos, com média de 25,48 anos. Quanto a etnia52A1®) se declararam negros
e quatro (14,29%) de descendéncia caucasotide, ambgresenca do alelo
mutante °, seja um marcador africano. Quanto ao género, 280@acientes

estudados, 14 (50%) pertenciam ao sexo masculino.
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Dos 211 doadores de sangue confirmados como poetade Hb AS, por
PCR-AE, (Figura 5), foram identificados 43 (20,3866/m ao menos uma das
duas mutacdes no geh-E avaliadas (Figura 6), sendo que destes, 28 (65,11%
pertenciam ao género masculino. Entre o grupo alentte doadores com Hb AA,
das 119 amostras avaliadas 34 (28,57%) apresentdguma das mutagdes no
geneHFE, e destes 24 (70,58%) eram do género masculimra. @@rupo de
pacientes falciformes, controle positivo para Hb d®s 28 avaliados, oito
(28,57%) eram portadores de algum dos dois polisods no genélFE, sendo

50% pertencentes ao género masculino.

bl 1660 pb  Para alelo controle da reacéo

216 pb Para alelo S e alelo A

A S A S A S

Figura 5: Gel de agarose de resultado de reacdBGR-AE para Hb S. 1-
heterozigoto para mutacdo Hb S; 2- homozigoto marmutacdo Hb S; 3-
Auséncia da mutacao para Hb S. M- Marcador de pedecular.

Foram encontrados entre portadores do traco fatedp 37 (17,54%)
heterozigotos, e trés (1,42%) homozigotos para tagéa H63D, dois (0,95%)
portadores heterozigotos para a mutacdo C282Y @#v%) duplo heterozigoto
(C282Y/H63D). No grupo controle com Hb AA, foraneidificados 28 (23,53%)
portadores heterozigotos e um (0,84%) homozigota pamutacdo H63D; trés
(2,52%) portadores heterozigotos para a mutaca@Y23dois (1,68%) duplos
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heterozigotos (C282Y/H63D). Entre o0s pacientes nfioraentificados seis
(21,43%) heterozigotos para a mutacdo H63D e dal<gl¥) heterozigotos para a
mutacdo C282Y. A distribuicdo dos gendtipos ded@eom o género e o tipo de
hemoglobina estdo demonstradas na Tabela 1.

A) B)

145 pb

Figura 6: A) Gel de agarose 1,5% para identificagdo da @ant&l63D. Marcador
(M); 1 e 2- heterozigotos para H63D; 3- ausénciendeacdo; 4- homozigoto para
H63D. B) Gel de poliacrilamida 8% para identificagia mutacdo C282Y. 1 e 2-
auséncia de mutacéao; 3- heterozigoto para C282Y.

Quando comparadas, as frequéncias genotipicaapamaitacdes no gene
HFE, utilizando o teste Qui-quadrado com maxima vému#sanca, ndo foram
encontradas diferencas significativas, entre osagores de Hb AS e os grupos
controle, com Hb AA e Doentes Falciformgs< 2,482601, grau de liberdade=4,
p=0,650).

De acordo com as analises realizadas, utilizandeste Qui-quadrado,
verificamos que, para os trés grupos estudadagr®ipos dos mutantes no gene
HFE estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Em doadores com Hb AS, as freqiiéncias alélicasnfale 10,42% para o
H63D e 0,71% para o C282Y. No grupo controle Hb A& frequéncias foram de
13,44% e 2,10% e em doentes falciformes de 10,7B6 &% respectivamente
para os alelos H63D e C282Y conforme demonstraddratzela 2. Quando
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comparamos as frequéncias por Qui-quadrado, pasdelo H63D, entre os
doadores com Hb AS e cada um dos grupos contriodéereamos que ndo houve
diferenca significativa (p=0,122939) com Hb AA, ent doentes falciformes

(p=0,890874).

Tabela 1:Distribuicdo das frequiéncias genotipicas para bspdismos no gene
HFE de acordo com o género em doadores de sangue coWSHé grupos
controle (Hb AA e Doentes Falciformes Hb SS).

C282Y/Wt H63D/H63D H63D/Wt H63D/C282Y Wt/Wt

Hb  Masc 2 26 ] 123
AS (0,94%) (12,31%) (58,28)
n=211 Fem 2 ! 1 ! 45
(0,94%) (0,47%) (5,21%) (0,47%) (21,32%)
Hb  Masc 2 1 19 1 55
AA (1,68%) (0,84%) (15,97%) (0,84%) (46,22%)
1 9 1 30
n=119 Fem -
(0,84%) (7,56%) (0,84%) (25,21%)
Masc - - 4 - 10
Hb SS (14,28%) (35,71%)
N=28 2 2 10
Fem - .
(7,14%) (7,14%) (35,71%)

Wit= alelo selvagem; C282Y= alelo mutante para C28383D= alelo mutante para
H63D.

Tabela 2. Frequéncia Alélica das mutacdes C282Y e H63D na ¢HfE em
doadores de sangue com Hb AS e Hb AA e pacient@®faes (Hb SS).

Mutacdo no  n°de

Tipo de Hb gene HFE alelos Alelos mutados Frequéncia Alélica
AS c282y 422 3 0,71%
n=211 H63D 422 44 10,42%
AA C282Y 238 5 2,10%
n=119 H63D 238 32 13,44%
SS C282Y 56 2 3,57%

N=28 H63D 56 6 10,71%
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Nas comparagOes para o alelo C282Y, entre doadomasHb AS e com
Hb AA, pelo teste Qui-quadrado, também n&o houverafica significativa
(p=0,101333). O mesmo nao ocorreu entre doadores ldb AS e doentes
falciformes, em que observamos a frequéncia aléliaea o0 polimorfismo
significativamente aumentada entre os doenteddaiees (p=0,047377).

As freqUéncias alélicas dos polimorfismos C282Y @3B entre o0s
doadores de sangue estdo de acordo com a literaufeeqtiéncia do alelo
C282Y entre os Doentes Falciformes esteve aumertadaipalmente sendo este
um grupo formado principalmente por individuos afescendentes, e a mutacao
para o genélFE ter sua origem ligada a populacdes caucasoidEsiaga.

As frequéncias de polimorfismos no getieE obtidas através das analises
realizadas com as amostras do grupo de doadoresmrdgie com Hb AS, e
também dos grupos controle com doadores com Hb Adentes Falciformes,
foram utilizadas para comparagbes com relacdo daeda dos processos

oxidativos destes grupos.
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4.3 Capitulo 3

Avaliacdo dos parametros hematoldgicos e de estressidativo

4.3.1 Casuistica

Os 43 doadores portadores de Hb AS e de algumend&sg6es no gene
HFE (C282Y e/ou H63D) foram convocados por carta e/ootato telefonico,
para realizacdo dos testes de verificacdo do depdsiferro (ferritina, saturacéo
da transferrina, ferro sérico, hemograma e retatdsd), de processos
inflamatorios (Proteina C reativa) e para detergénada capacidade antioxidante
(TEAC) e peroxidagéo lipidica (MDA). Dentre elebtisemos a comunicacao de
um o6bito de causa desconhecida e o retorno ded&bdes totalizando 53,49%. A
diferenca de casuistica observada nos dois itessuelke a inviabilidade de
realizacdo da técnica com amostras previamentezamadas colhida com EDTA
e ao nao retorno dos individuos convidados para noleta de amostras frescas e
com heparina.

A baixa adesédo de retorno ao servico para a noldacaleveu-se em
alguns casos a impossibilidade financeira parastodamento, pois muitos os
doadores residiam em outro municipio. Em outro®©s;aao desinteresse dos
individuos em deixar seus afazeres para a reatizalii exames, ja que
aparentemente estavam saudaveis, apesar de resdbees os esclarecimentos
com relacdo a presenca dos polimorfismos. E, al&sodapdés a doacdo da
amostra para a pesquisa sete doadores tiveram icagdid de endereco e
telefone, ndo sendo possivel entrar em contato.

Para a verificacdo dos processos oxidativos, faeatiados em conjunto
com o grupo de estudo composto por doadores corA$Hb mutacdes no gene
HFE, grupos controle para analise comparativa,rdes@baixo:

e Individuos com Hb AS, com mutacdo no gétiee; n=23

e Individuos com Hb AS, sem mutacdo no geifd; n= 19



59

Grupo Controle:

e Individuos com Hb AA, com mutacdo no getieE; n= 21
* Individuos com Hb AA, sem mutacéo no getteE; n=63
» Doentes Falciformes, com mutacédo no gdR&; n= 8

* Doentes Falciformes, sem mutacdo no ge¢RE; n= 17

4.3.2 Resultados

Para verificar a possivel influéncia dos mutantesgdneHFE entre os
portadores de Hb S avaliamos os parametros hergato$) o perfil de ferro e a
capacidade antioxidante. Dos 23 doadores com ti@cdorme e algum dos
polimorfismos no genéHFE, 19 (44,18%) eram portadores heterozigotos da
mutacédo H63D, dois (4,65%) portadores heterozigdtosutagédo C282Y, uma
(2,32%) portadora de dupla heterozigose H63D/C282¥m (2,32%) portador
homozigoto para a mutagdo H63D.

No Quadro 1 estdo relacionados os valores de refier@ unidades dos
testes realizados. Os parametros bioquimicos mhas encontrados estéo
demonstrados no Quadro 2. Nao foi possivel a eeggliz das avaliacdes de perfil
de ferro nos grupos controle, por inviabilidadenguficiéncia de amostras, além
do fato das andlises de perfil de ferro terem gielmlizadas em um outro
laboratorio.

Os valores médios e desvio padrao para cada unpal@metros estao
descritos na Tabela 03. Destaca-se que por serados de sangue, aqueles
individuos com anemia ferropriva sao previameniduédos da doacédo. Assim,
todos os resultados hematoldgicos encontram-seoddatfaixa de normalidade,
mesmo na co-heranga de defeitos hereditarios dealiaAlguns valores de
hematocrito um pouco abaixo do limite preconizadoapa doacdo podem ser
explicados porque estas analises foram realiza@las\as amostras colhidas por
ocasido da doacao de sangue e sim em uma convogastwior. Quanto aos
indices de avaliacdo do metabolismo de ferro, alges encontram acima do
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limite superior, porém sdo casos isolados e dewa@avaliados individualmente,
uma vez que nao apresentaram relagcdo com os pav@rmstudados. Destaca-se
somente um caso de ferritina aumentada (633ngdiLyma mulher de 63 anos

portadora da mutacdo C282Y em heterozigose.

Quadro 1: Valores de referéncia e unidades dosstest

Teste Sexo Valor de referéncia
. o M 4,5-5,8 x 1000mm3
Contagem automatizada de Eritrcitos
F 4,0-5,0 x 1000mm3
Dosagem de Hb 12-16g g/dL
Hematdcrito (Ht) M 40-55%
F 36-47%
Contagem de Leucdcitos 4.000-11.000 mm3
Reticulécitos até 1,5%
Capacidade Total de Ligag&o do Ferro (CTLF) 250-45ug/dL
Capacidade Latente de Ligag&o do Ferro (CLLF) 11346 ug/dL
Saturacdo da Transferrina (IST) 20-50%
Ferro Sérico (Ferro) 50-168 ug/dL
Proteina C Reativa (PCRt) 0-1,0 mg/dL
Ferritina M 30-400 ng/dL
F 13-150 ng/dL
Malondialdeido (MDA) 0-440 ng/mL
Dosagem da Capacidade Anti-oxidante Total em 1,78-2.30 mM/L
Equivaléncia ao Trolox (TEAC)

Os valores individuais de Malondialdeido (MDA), ggéo indicativos de
peroxidacao lipidica apresentaram-se aumentaddggsr{il5,79 %) individuos do
grupo de portadores de traco falciforme. O maidorvancontrado foi em um
individuo portador da mutacdo H63D em homozigozenseoutros dois em

portadores da mesma mutagéo em heterozigose.
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Quadro 2: Resultados dos parametros hematiméthamgimicos dos processos oxidativos dos doagumgadores de Hb AS

Hbpatia Mutacao genélFE Testes hematimétricos Testes Bioquimicos OP):? dc;isvs(;):
H63D | C282Y Ht Hb GV Leu Ret | CLLF | CTLF IST Ferro | PCRt | Ferritina MDA | TEAC | 1d. sexo
% g/dL mm3 | mm3 % pg/dL | pg/dL % pg/dL | mg/dL ng/dL
AS HET N 40 13,8 4,61 8,4 1,2 204 318 36 114 0,3 118 | 428 | 2,11 66 F
AS HET N 48 15,8 5,45 7,4 1,8 155 257 40 102 0,1 126 | 297 | 2,12 51 M
AS HET N 48 16 5,47 4 1,2 208 288 28 80 0,4 221 112 | 2,08 30 M
AS HET HET 36 11,9 3,97 6,5 1,2 192 263 21 71 0,4 119 335 | 2,13 26 F
AS N HET 44 14,7 4.9 6 1,4 158 270 42 112 0,1 42| 223 | 2,13 27 F
AS HET N 46 15 5,24 5,7 1,3 237 319 24 82 1.8 377 186 | 2,13 36 M
AS HET. N 47 15,7 5,14 5,6 2,7 180 254 29 74 0,7 134 | 260 | 2,12 57 M
AS HET. N 47 15,4 54 6,3 0,8 267 361 26 94 04 208 260 | 2,09 54 M
AS HET. N 37 12,3 3,98 3,4 0,8 234 355 34 1211 0,2 91| 394 | 2,09 34 M
AS HET N 44 14,3 4,88 7,5 0,9 272 383 29 111 0,6 218 429 | 2,21 34 M
AS HET. N 39 13,1 4,31 6,6 13 211 303 3d 97 0,4 45| 279 | 2,15 22 F
AS HET N 46 15 5,14 7,3 0,7 204 361 44 15y 0,9 177 566 | 2,11 30 M
AS HET. N 40 12,7 4,79 4,1 0,8 311 386 2( 79 0,4 38| 360 | 2,15 31 F
AS HET. N 45 45 4,88 5 11 145 267 46 122 0,1 247 372 | 2,19 24 M
AS HET. N 44 14,5 4,89 3,2 1 190 306 38 116 0,] 38| 335 | 2,13 36 M
as JEE N 44 147 | 522| 81 11 101  266] 2 73 11 180 | 600 | 2,18 | 20 M
AS HET N 46 15,5 5,19 6,8 1,6 241 349 31 108 0,1 331 | 316 | 2,15 27 M
AS HET N 44 14,9 4,97 4,2 1 186 259 28 73 0,1 71| 502 | 2,21 25 M
AS HET N 46 15,2 4,71 5,2 1,2 - - - 292 0,1 65 353 | 2,12 50 M
AS HET N 40 13,2 5,54 6,8 1,6 172 297 42 125 0,6 63 409 | 2,12 32 F
ASH HET N 47 14,9 4,96 8,9 1 159 253 37 94 0,4 19 185 2,1 34 M
ASH HET. N 38 13 3,7 75 1 176 254 31 78 2,6 152 149 | 2,14 42 F
ASH N HET. 44 14,8 4,75 55 15 129| 222 42 93 0,2 633 279 | 2,04 63 F
Legenda: Ht : Hematdcrito; Ret: Reticitids; Ferro: Ferro Sérico; Hb: Hemoglobina;
CLLF: Capacidade Latente de Ligacéo do Ferro; PCRt: Proteina C Reativa GV: Globulos Vermelhos;
CTLF: Capacidade Total de Ligag&o do Ferro: MDA: Malondialdeido; Leu: Leucécitos;

IST: indice de Saturag&o da Transferrina; TEAC: Capacidade Antioxidante equivalente ao Trolox
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Tabela 3. Valores médios e Desvio&@ados valores obtidos entre os

testes realizados.

Ht Hb Leu Ret CLLF CTLF IST Ferro PCR ferritina Id.

Média 43,36 15,73 6,12 1,22 201 299,583,36 98,59 0,53 173,45 36,40

Desvio
359 6,48 158 0,42 43,76 48,11 7,09 21,77 0,60 ,8734 13,06
Padrao

Os valores médios de MDA entre os doadores estalegntno dos limites
de normalidade. Foram encontrados valores aumentgakenas entre os doentes
falciformes (Tabela 4). Ao se comparar o grupo daddres com Hb S com o
grupo controle com Hb AA, na presenca ou ndao datgdas no genelFE
verificamos que n&o houve diferenca significatia comparacdo dentro do
mesmo grupo de doadores com Hb AS, observamosedar porém, néo
significativa. SO0 foram observadas variacdes, masparacdes entre 0 grupo de
Doentes Falciformes com ou sem os polimorfimos ewetiFE e 0s grupos de
doadores, portadores ou ndo do traco falcifornrresgue. Portadores de Doenca
falcifome apresentaram maiores indices médios dijoacao lipidica do que os
outros grupos. Entre os Doentes Falciformes, nawéaliferenca significativa
entre os portadores ou ndo das mutacdes no lgERe A Tabela 5 mostra as
comparacdes estatisticas, duas a duas, para essepadimetros, nos grupos
avaliados

Todos os valores de TEAC obtidos tanto para os ateadheterozigotos
para a Hb S quanto para ambos o0s grupos contrtdeaes dentro dos limites
normais. Doadores com trago falciforme apresentammaiores valores médios
encontrados. Na analise comparativa realizada etdeslores com Hb AS e
ambos o0s grupos controle, na presenca ou nao tlosoogtsmos no genélFE, as
diferencas foram significativas, ou seja, a capatdantioxidante dos portadores
de Hb AS independente da heranca ou ndo dos pdsmos no geneHFE
apresentou-se maior do que a dos grupos contraleofparacdo das médias de
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TEAC dentro do grupo de portadores de Hb AS consera os polimorfismos
para o gend¢dFE, observou-se diferenca significativa, o grupo dadibres com

Hb AS e sem o polimorfismo no gert¢FE, apresentou maior capacidade
antioxidante do que o grupo com o polimorfismo. fb@edos grupos controle com

e sem a mutacao para o gdileE e entre eles ndo observamos diferenca nos

valores encontrados.

Tabela 4 Valores médios e desvio padréo, resultados maximonano

encontrados para as quantificagcbes de MDA e TEA@apulacao avaliada.

Grupos Sub- MDA TEAC
grupos Média + SD Min-max Média+SD  Min-max
(ng/mL) (ng/mL) (UMol/L) (UMol/L)

Hb AA cHFE 294,61+ 107,52 112-578 2,07+0,09 1,86-2,2
SHFE 278,80+104,18 93-483 2,07+0,11 1,78-2,31
Hb AS cHFE 335+ 128,38 112-600 2,13+0,03 2,04-2,21

SHFE 253,63 £ 122 120-461 2,16+0,05 2,07-2,27

pF  “MFE  76687+353  335-1524 2042007  1,94-2,16

sHFE
903,58+507 372-2362 2,05+0,08 1,88-2,21

Legenda: MDA: Malondialdeido; TEAC: Capacidade exitlante equivalente ao Trolox;

SD= desvio padrédo; Min-mastores minimo e maximo.

Com os resultados dos capitulos 2 e 3 do preseitalho, elaboramos o
artigo Estresse oxidativo e frequéncia dos polimords no geneHFE em
doadores de sangue portadores de Hb AS, que skendesdo a Archives of
Medical Science, Fator de Impacto 2,44. Artigo clatgppode ser encontrado no

Apéndice



Tabela 5: Teste ANOVA entre MDA e TEAC para comparacao eaggrupos estudados

Grupos MDA TEAC

Hb AA c/HFE x Hb AA sHFE p=0,5518 p=0,9999
Hb AA c/HFE x Hb AS cHFE p=0,2859 p=0,0089*
Hb AA c/HFE x Hb AS sHFE p=0,2693 p=0,0004*
Hb AA c/HFE x DF cHFE p=0,0075* p=0,3565
Hb AA c/HFE x DF sHFE p=0,0001* p=0,4736
Hb AA sHFE x Hb AS cHFE p=0,0936 p=0,0003*
Hb AA sHFE x Hb AS sHFE p=0,4229 p=0,0001*
Hb AA sHFE x DF cHFE p=0,0006* p=0,3129
Hb AA sHFE x DF sHFE p=0,0001* p=0,4074
Hb AS cHFE x Hb AS sHFE p=0,0530 p=0,0399*
Hb AS cHFE x DF cHFE p=0,0120* p=0,0086*
Hb AS cHFE x DF sHFE p=0,0003* p=0,0010*
Hb AS sHFE x DF cHFE p=0,0051* p=0,0013*

Hb AS sHFE x DF sHFE p<0,0001* p<0,0001*
DF cHFE x DF sHFE p=0,4450 p=0,7549

Intervalo de confianga e significancia p < 0.0&ldres significativos.

DF: Portadores de Hb SS e Hb [B8lassemia
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5. Discussao
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5. Discussao

Os portadores de anemia falciforme tém niveis atsdes de espécies
reativas de oxigénio, gerada por diversos fatatesire eles o acumulo de ferro
devido a liberacdo anormal de ferro na hemdliseavaglo por transfusdes
frequentes, podendo levar a danos celulares poxigacao lipidica (CESQUINI
et al., 2003; DASGUPTA et al., 2006;. MANFREDINt a&., 2008). O ferro
liberado tem um papel catalitico importante nagGea de Fenton e de Haber-
Weiss produzindo Espécies Reativas de Oxigénio @RfDe provocam danos as
biomoléculas resultando em alteragdo na integridadefuncdo celulares
(BRITTON, 1996; WALKO et al, 2005). Efeito semelb@nem membranas
observa-se no acumulo de ferro decorrente da HHle@stos do metabolismo do
ferro, em especial aqueles oriundos dos polimodsmo geneHFE, levam ao
acumulo de ferro tecidual, com potencial capacidaxiglante e peroxidacdo
lipidica (McCULLOUGH; BARTFAY, 2007).

Em nosso trabalho, ndo foram encontrados valoneem@iados de MDA,
indicativos de peroxidacéo lipidica, no grupo dediwes de sangue portadores de
Hb AS, independente da presenca ou ndo de polsnar8 no genélFE. Os
valores de referéncia para os niveis de MDA retatath literatura apresentam
grande variabilidade, estando relacionados com axligdes experimentais
utilizadas nos diferentes ensaios, e desta fornoapatse necessario a
determinacdo de um intervalo de referéncia indalidado para cada método
desenvolvido, com base na andlise de uma poputagftivel (ANTUNES et al,
2008).

A comparacao do grupo de portadores de Hb AS, ceemea heranca dos
polimorfismos no genédFE, verificamos que os valores de MDA, apesar de
estarem dentro da normalidade, foram mais elevatbderanca concomitante
dos dois polimorfismos, indicando a influéncia d#as as afeccdes genéticas, no
aumento dos niveis de peroxidacao lipidica. Apdsaaumento observado, néo
foram verificados indicios de destruicdo eritratitéaumentada pelos indices

hematimétricos.
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Valores aumentados de MDA acima dos niveis nornsdisforam
encontrados no grupo controle positivo para HB &médo por doentes
falciformes, independente da co-heranca ou nagdiamorfismos no genelFE,
evidenciando o potencial oxidativo da alteracao heéenoglobina. Conforme
relados da literatura, acreditAvamos que a presdacalelo mutante no gene
HFE, teria uma contribuicdo importante no aumento daxpéacao lipidica, pelo
aumento de ferro tecidual, nos portadores de HRefata-se ainda que, na HH,
muito dos problemas decorrentes do acumulo do feeja influenciado pelo
aumento de radicais livres e peroxidacéo lipidieareembranas (ALMEIDA et
al., 2006 McCULLOUGH; BARTFAY, 2007). Porém, na comparacaaren
Doentes Falciformes com ou sem mutacdo para o @Hfte por analises
estatisticas, quando se elimina a influencia ddoa® a diferenca nao foi
significativa, e observamos somente, influéncia pldsnorfismos do genelFE,
guando em conjunto com Hb S em heterozigose.

A mutacdo que origina a Hb S, leva a alteracdespgadem modificar o
balanco entre os radicais livres e a capacidadéxatdnte, provocando
diminuicdo nessa ultima (BLANN et al., 2003; MARWAd al., 2003; FASOLA
et al.,, 2007). Os valores de TEAC, indicativos dpacidade antioxidante em
relacdo ao TROLOX, analogo da vitamina E,, em taamsamostragens desse
estudo, estavam dentro da faixa de normalidaden®osbservamos que, para o
grupo com Hb S e polimorfismo no geHEE, foram encontrados valores médios
significativamente menores do que em portadorddld& sem a mutacao para o
geneHFE. Médias menores para 0 mesmo marcador foram cEsvtambém
nos Doentes Falciformes. Diferente do relatado M&RWAH et al., 2003,
mesmo com a terapia transfusional, a capacidadexal@nte destes doentes nao
se apresentou abaixo dos valores de normalidadempoa producdo de
antioxidantes destes individuos, talvez ndo sefaiesnte para compensar o
aumento na producdo de radicais livres que levanestiesse oxidativo e a

peroxidacao lipidica, evidenciado pelo MDA.
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A frequéncia dos polimorfismos no gehH-E, descritas na literatura,
demonstram que estas muta¢es sdo a forma maisrcdemdefeitos metabdlicos
do ferro em caucasoides (PIETRANGELO, 2006). Foesmmontrados no grupo
de doadores de sangue portadores de Hb AS estydestpgncias que estao de
acordo com as descritas para estudos populacibrasdeiros, mesmo esse grupo
apresentando um marcador de origem africana quebdR(AGOSTINHO et al.,
1999; OLIVEIRA et al., 2006; TORRES et al., 2008).

A presenca de polimorfismos no geR#E, indicam a existéncia de
alteracdo genética relacionada a hemocromatoseaoe pradisposicdo do doente
em desenvolver o fendtipo da doenca, entretanto, éasuficiente para o
diagndéstico de Hemocromatose Hereditaria ( HANS2001; BEUTLER, 2003).

Jeng et al., 2003 estudando pacientes falciforrag$frica, encontrou uma
freqUéncia genotipica, que, segundo ele estavaatd@acom a populacdo na qual
ele realizou o estudo. Observamos, porém, a fregi@iélica da mutagdo C282Y
significativamente aumentada no grupo de paciefialesormes aqui estudados.
Destacamos que, sendo esse um grupo formado maasoaa por individuos de
origem étnica negra, e a alteracdo no ge¢RE ser proveniente de individuos de
descendéncia caucasoide, provavelmente a misci@emcpopulacéo brasileira,
e a presenca de portadores de Higtakissemia explique este resultado.
Ressaltamos que a clinica de pacientes falciforeneariavel e dependente de
varios fatores, porém, a grande maioria necessitérahsfusdo, o que poderia
maximizar os efeitos da sobrecarga de ferro.

Segundo Agostinho et al., 1999, a frequéncia de2¥28trés a oito vezes
menor em Brasileiros quando comparados aos cadessdp norte da Europa,
enquanto que a frequéncia alélica de H63D é pratote similar. Esta baixa
frequéncia vem sendo observada em populacfes n@astades, ou que possuem
origem étnica bastante diversificada. Em um estedbizado por Cancado et al.,
2007, com pacientes brasileiros com evidéncias dleresarga de ferro,
encontraram uma alta freqiéncia de mutacdes no lgERe sendo o gendtipo
homozigoto para C282Y o mais prevalente. Desta dprobservamos que a
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frequéncia das mutacdes H63D e principalmente a2¥2&presentam ampla
variacdo dependendo ndo apenas da populacdo estuchd também dos
critérios adotados na selecao dos grupos de egitidoipalmente com relacdo ao
diagndstico da sobrecarga de ferro (CANCADO et ap07). Como a
hemocromatose hereditaria afeta predominantemantasodides de descendéncia
européia, a manutencao do polimorfismo do gdR& pode ser explicada por
flutuac&o alélica ocorrida pelo constante fluxaeas populagdes.

A distribuicdo quanto ao género foi mantida enseyupos avaliados em
sua totalidade e apos identificagdo dos mutantegeneHFE. Considerando que
doadores de sangue sao representativos de umarardesndividuos saudaveis
da populacdo, e que as mutacdes no gdR& estudadas, podem levar a
manifestacdes de sintomas clinicos apds os 40 gmidade, especialmente em
homens, o grande nimero de homens portadores daslsesrfismos deve ser
avaliado e acompanhado com cautela. Atualmentemeraide homens doadores
de sangue é maior do que o de mulheres, e a dpaghsiam ter um “efeito
protetor”, uma vez que realizam a melhor forma dvgncéo e tratamento para
as manifestagdes clinicas da hemocromatose

As frequéncias de hemoglobinas variantes encorgtradapopulacado de
doadores de sangue, do Hemocentro de Sao Joséoder&o estdo de acordo
com as descritas na literatura (SIQUEIRA et alQ®@0ZAMARO, 2007). A
implementacdo de novas técnicas de diagnésticalizedlam a identificacdo de
isoformas de Hb, principalmente as “Hb S-like” (ORID 2005). O que
possibilitou uma orientacdo correta ao doador,jzad por um hematogista do
servico, sobre o tipo de hemoglobinopatia da qraapertador, e da necessidade
da realizagdo dos exames em seus familiares.

Entre as amostras normalmente classificadas como Sibforam
identificadas Hb “S-like” (BONINI-DOMINGOS et al.2006). Este estudo
contribuiu para a implementacao de diagnosticaeliigial no Hemocentro, para a
realizacdo da analise de rotina, visando a cométntacdo dos doadores, e
melhor qualidade no sangue a ser transfundido.Mbeit@ orientagcdo os doadores
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séo esclarecidos com relacdo ao tipo de anemiditéra da qual € portador e da
possibilidade de transmissdo desta alteracdo garaas filhos.
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6. Conclusoes
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6. Conclusoes:

A frequéncia dos polimorfismos de Hemoglobinas & dielos C282Y e
H63D no gendHFE, em doadores portadores da Hb S em heterozigsige de
acordo com as encontradas na literatura para grgasdividuos sem indicios
prévios de sobrecarga de ferro, para a populag®ldira. Verificamos também
no grupo estudado que, na heranca concomitantedaisspolimorfismos, os
niveis de MDA, indicativo da peroxidacdo lipidiclgram mais elevados,
indicando a influéncia de ambas afeccfes genétimagumento dos niveis de
peroxidacao lipidica. Apesar do resultado observadm foram verificados
indicios de destruicao eritrocitaria aumentada. cdimmos também, que na
heranca dos dois polimorfismos, os niveis médiosTHAC, indicativo da
capacidade oxidante, foram diminuidos, indicande @pesar de haver um
aumento da peroxidacado lipidica, neste grupo, este, &€ acompanhado pelo
aumento da capacidade antioxidante, podendo lewsmtrasse oxidativo, muito

embora todos os valores médios estejam dentraxdada normalidade.

Frequéncia de Hemoglobinas Anormais

As frequéncias de hemoglobinas anormais encontmadsasdoadores de
sangue estdo de acordo com as relatadas na litergara a regido. A
implementacdo de novas metodologias de analise eraokkentro, permitiu a
identificacdo de genotipos de hemoglobinas espesifia partir do fenotipo,
contribuindo para a melhoria no diagnéstico e ¢aigfio ao portador, e
consequentemente, da qualidade do sangue a ssfutrdialo.

Frequéncia das Mutacbes C282Y e H63D no gene HFE.

A freqUéncia alélica da mutacdo H63D foi maior de @ C282Y em
todos os grupos avaliados, quanto ao género, aimdms doadores pertencem ao
grupo étnico miscigenado e dos Doentes Falcifornres grupo de

afrodescendentes
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A incidéncia das mutagbes H63D e C282Y observadagupo de estudo
esta de acordo com os dados encontrados na liefzdua estudos populacionais
brasileiros. Para os pacientes com Doenca Falafaanireqtiéncia encontrada
para a mutacdo C282Y esta aumentada, 0 que njea@s principalmente por
ser este um grupo formado em sua maioria por iddod de origem étnica negra,

e esse mutante (C282Y) ser de origem caucasoéide.

Avaliacao dos Parametros hematolégicos, da sobrecgr de ferro e
estresse oxidativo

Os parametros hematol6gicos em doadores de sangadqres de Hb AS
e polimorfismos no genElFE, se apresentaram dentro da faixa de normalidade.
Verificamos também no grupo de doadores de sangueHb AS estudado que,
na herangca concomitante dos dois polimorfismogjiesis de MDA, indicativo
da peroxidacao lipidica, foram mais elevados, emtip a influéncia de ambas
afeccdes genéticas, no aumento dos niveis de pgeag&a lipidica. Além disso, os
niveis médios da TEAC, indicativo da capacidadei-@itante, foram
diminuidos, indicando que apesar de haver um awrdaniperoxidacao lipidica,
neste grupo, este, ndo é acompanhado pelo aumemapdcidade antioxidante,
podendo levar a estresse oxidativo, muito embalastos valores médios estejam

dentro da faixa de normalidade.
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8.Anexo

Métodos
Metodologias classicas para o diagndéstico de heshogipatias:

Foram realizadas as metodologias de triagem dedjlebinopatias para
caracterizacao das Hb variantes, as quais foraaddis a seguir:
Preparacao de hemolisados:

Para que as amostras fossem submetidas a proceoénetetroforéticos e
testes bioquimicos as células foram lisadas pavhtencdo da solucdo de Hb
utilizando duas metodologias:

Hemolisado R&pido - com saponina (NAOUM, 1990).
Solucéo de Hb - com cloroformio (NAOUM, 1990).

Hemolisado Rapidocom saponina
Reativo hemolisante:

e Saponina P.A. 19

« Agua destilada 100 mL
Procedimento:

Em placa de Kline foi colocado 1 volume de sango® d volume de
reativo hemolisante, com posterior homogeneizatdademolise completa da
mistura. O hemolisado pbéde ser utilizado apés Sutoge, no maximo, até 4
horas depois da sua preparacao.

Solucédo de Hbcom Cloroférmio
Procedimento:

Para lavar os eritrocitos, centrifugou-se 1mL degsa colhido com
anticoagulante com solucdo salina a 0,85%, a 1rp6Q durante 5 minutos,
desprezando o sobrenadante. O processo foi realiz@&sl vezes, no minimo. Ao
volume de eritrécitos lavados, adicionou-se outre dgua destilada,
homogeneizando a solucdo. A seguir, adicionou-sevoinnmme de cloroférmio

idéntico ao do hemolisado formado. A mistura foitadp vigorosamente e
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centrifugada a 2.000 rpm, por 20 minutos. A soludaoHb sobrenadante, ou
hemolisado, foi retirada por meio de pipeta Pasgetnansferida para um tubo
limpo com identificacdo da amostra. A concentragéachemolisado, preparado

conforme a metodologia apresentada variou de BlgadL .

Resisténcia globular osmética em solugdo de NaCl &,36 %
(SILVESTRONI; BIANCO, 1975)
Principio:

Técnica utilizada para detectar talassemias aoligta, principalmente na
forma heterozigota, pois nesses casos 0s eritsdaidcrociticos sado mais
resistentes a hemdlise nesta solucdo. A resistghaballar ndo € especifica para
talassemia beta heterozigota, ja que resultadagvoegssédo encontrados também
em anemias carenciais e em outras hemoglobinopataso nos heterozigotos
para Hb C.

Reagentes:

Solugéo estoque - NaCl a 10% - pH 7,4

+ NaCl 909

e NaHPO, 1,36 g
e NaH,PO,.HO 0,28 g
« Agua destilada g.s.p 100 mL

Solucéo trabalho
« NaCl 10% B
« Agua destilada g.s.p 1000mL

Procedimento:
Em tubo de hemdlise colocou-se 2,0 mL de solugdNalCl a 0,36% e 10
uL de sangue total, agitando por inversao, suavem@neitura foi feita apés 10

minutos.
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Interpretacgéo:

O tubo de hemolise com a amostra na solucdo de MaCB6% foi
colocado a 2,0 cm de uma folha branca com linhgeaseO teste foi interpretado
como positivo quando ndo se visualizou as linhagrase pois a resisténcia
aumentada a hemdlise do eritrocito, torna a amagieeca. Em amostras com
resisténcia normal a hemodlise visualizou-se facitmeas linhas através da

solucéo.

Andlise, a fresco, da morfologia eritrocitaria (BONNI-DOMINGOS, 2006)

Os esfregacos sanguineos, a fresco, foram aradisad microscépio
optico, quanto ao tamanho, forma e quantidade denbib eritrocitos. Os
resultados foram divulgados da seguinte maneirgurs padronizacdo do
LHGDH para cada um dos parametros avaliados.
alteracOes discretas: (+)
alteracbes moderadas: (++)
alteracOes acentuadas: (+++)

células normais: (N)

Eletroforese em pH alcalino (MARENGO; ROWE, 1965)
Principio:

Técnica utilizada para qualificacdo e quantificagé Hb normais e grande
parte das Hb anormais com mobilidades eletrof@gtiliferentes das Hb normais.
Reagentes:

Tampdao TRIS-EDTA-BORATO (TEB), pH 8,6

e Tris hidroximetil aminometano 10,2 g
« Acido etilenodiaminotetracético 0,69
« Acido Borico 329

» Agua destilada g.s.p 1000 mL

Conservado em geladeira

Corante:
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Ponceau
* Ponceau S 0,59
 Acido tricloroacético %0
« Agua destilada g.s.p 100 mL
Solucédo descorante:
« Acido acético glacial 100 mL
* Metanol 50 mL
» Agua destilada g.s.p 1000mL

Procedimento:

As fitas de acetato de celulose foram embebidasaempdo TEB por 15
minutos, no minimo, e seis horas, no maximo. Am¥em secas em folhas de
papel absorvente, as fitas foram colocadas na dabeletroforese contendo o
mesmo tampao utilizado para embeber as fitas, tmm#m-as com o0s
compartimentos eletroliticos por tecido absorvépémo multi-uso). A solucao de
Hb foi aplicada a 1,0 cm da extremidade da fitacemtato com o p6lo negativo.
Passaram-se 300 volts por 30 minutos. As fragcbemmfo analisadas,
primeiramente, sem coloracdo e coradas com Ponéwaa. cora-las, as fitas
foram colocadas no corante por cinco minutos eteposmente, em solucao

descorante por 30 minutos, com agitagéo da vasilha.

Eletroforese em pH acido (VELLA, 1968)
Principio:

Técnica utilizada para diferenciar alguns tiposHle que migram em
posicoes semelhantes na eletroforese em pH alcalimaracterizacdo semi-
quantitativa de Hb Fetal.

Reagentes:
Tampéao Fosfato pH 6,2 - Para uso nos compartimengtetroliticos e
confeccéo do gel:

+ Na2HPO4 029

* NaH2PO4.H20 7,66 g
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« Agua destilada g.s.p 1000 mL
Conservar em geladeira
Gel de Agar-Fosfato

» Agar-agar (Bog

e Tampao fosfato pH 6,2 25 mL

Procedimento:

Os componentes do gel de agar-fosfato foram adidio®m a um
erlenmeyer de 250 mL e levados ao forno microorad@scompleta dissolucao,
tomando cuidado para a mistura nao ferver. Forgmat@idos 5,0 mL do gel em
laminas de microscopio que gelificaram a tempesambiente. As amostras
foram aplicadas na porcdo média da lamina, inseroaplicador com cuidado
para nao partir totalmente o gel. Para conexdoalacgm os compartimentos
eletroliticos foi utilizado tecido absorvente (panaolti-uso).

Passaram-se 100 volts por 30 minutos. As fragcGesenf@nalisadas sem corar e

coradas com Ponceau.

Eletroforese quantitativa em acetato de celuloseH 8,6
(Dosagem de hemoglobina AAJARENGO-ROWE, 1965)

Principio:

O aumento de hemoglobina A2 na grande maioria chss esti
associado as talassemias beta heterozigotas. Peménalgumas condi¢cdes
patolégicas e de origem adquiridas, os niveis dess®globina estdo acima dos
normais. Para quantifica-la um dos preocedimentoseguinte:

Reagentes:

S&o os mesmos utilizados na eletroforese em aaatelulose pH 8,6

para andlise qualitativa de hemoglobinas.

Procedimento:
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Aplicar 20 microlitros de solugéo de hemoglobier, fitas de acetato de
celulose com 5,7 cm de largura.

Passar 300 volts por 40 minutos e apds a sepadasdoacdes de
Hemoglobina A2 e A, recorta-las com tesoura e lasiiem tubos de ensaio
contendo 3 ml de 4gua destilada para hemogloblha A5 ml de agua destilada
para hemoglobina A.

Deixar eluir de duas a seis horas, com agitagéddica e ler as
densidades opticas (D.O.) em 415 nm, usando &gidadla como branco.

Célculo:
D.O. HbA2 XA0
% HDA2 =
D.O. Hb A2 +(D.O. HbA x 5)

valores normais:de 2,5 a 3,7%

Dosagem de Hemoglobina Fetal. (BETKE et al., 1959)
Principio:

A hemoglobina Fetal é alcali-resistente, enqugomas hemoglobinas
A, A2 e os tipos anormais séo facilmente desnaéisgyor solucdes alcalinas. Esse
método é sensivel para detectar pequenas quaggidachemoglobina Fetal. Em
sangue de corddo umbilical a quantidade desta Hehing ¢é de
aproximadamente 70 a 90%, em individuos com talsissdéeta homozigota
oscila entre 60 a 98% e na interacao talassemadHie, o valor varia entre 5,0 a
21,2%. Na talassemia Beta heterozigota, a hemoglobetal pode estar normal
ou discretamente aumentada.

Reagentes:
Solucéo de ferricianeto de potassio (Drabkin)
* Ferricianeto de POtASSIO.........uuuuurieiiimccc e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 0,209
o Cianeto de POLASSIO........ccccuurrriiiiiiremm e eeeeeeaaeeas 0,20g
o AQUA dESHIA0A 0.S.Purvrireeeereeireeee e e ere e eaeeaeereeneenen, 1000ml

Solucéo de hidréxido de sédio 1,2N
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L = 110 1703 q T [o T e L=< To | o T 48,09
o AQUua deStilada g.S.Pu...eeceeeere e eve et 1000ml
Solucéo saturada de sulfato de aménio
o Sulfato d& AMONIO.........ceeeeiiiiiiieie s e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeenennnnns 5009
o Agua destilada .5.P.....cuveveieeivriee e eee e, . 500m

Procedimento:

Diluir 0,6 ml da solugdo de hemoglobina em tubotendo 10 ml da
solugéo de Drabkin. Homogenizar por inversao.

Colocar 5,6 ml da solucdo de hemoglobina dilgslaum tubo rotulado
"Hb F". Adicionar 0,4 ml da solucdo de hidroxide dodio 1,2N e acionar o
cronbmetro. Agitar cuidadosamente por 10 segundos.

Ao final de 2 minutos exatos, adicionar 4 ml ddugédo saturada de
sulfato de amobnio. Homogenizar por inversao eate@m repouso por 5 a 10
minutos, no maximo. Filtrar o contetdo do tubo 'Htem duplo papel de filtro.

Preparar a solugdo padrao, colocando em umdeilemsaio de 1,4 ml da
solucdo de hemoglobina diluida, 0,6 ml de aguaildéate 2 ml da solugéo
saturada de sulfato de amonio. Transferir 1 mladsstugcéo para outro tubo e
juntar 9 ml de solucdo de Drabkin. A solucdo dembglobina total € 10 vezes
mais diluida que a solu¢do de hemoglobina aleslstente.

Ler a densidade 6ptica dos tubos padrdao e "Hén'540 nm, usando
solugéo de Drabkin como branco.

Célculo:
D.O.HbF
% de Hb F =-------m-mmmmee o x 100
D.O. Padréo x 10
Interpretagéo:

Adultos normais apresentam valores entre 0,0% 2@ hemoglobina fetal.

Eletroforese de cadeias polipeptidicas: (SCHINEIDER1974).
Principio:
A caracterizagdo estrutural das hemoglobinas amier@ realizada em

condicbes muito especiais devido ao seu custo cpea e as dificuldades
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inerentes aos métodos utilizados. Desta forma, garasequtiéncia ao estudo de
uma hemoglobina anormal nado identificavel pelosoaigd de qualificacdo e

quantificacado, utiliza-se inicialmente, a eletrefee de cadeias polipeptidicas. A
separacao eletroforética de cadeias polipeptidicasmais constitui-se em uma
andlise pré-molecular, muitas vezes conclusiva paiagnéstico de hemoglobina
anormal, sem que haja necessidade de se aplicavdosétde disposicao

bidimensional de peptideos e anéalises de aminaacido

Reagentes:

A) Tampéao Tris-EDTA-borato pH 8,4

B) Corante Ponceau

C) Uréia

D) 2-mercaptoetanol
Procedimento:

No dia anterior ao teste preparar o tampéao trabaftsturando 72 g de
uréia e 140 ml de tampéao Tris-EDTA-borato pH 8,4nfipéo Tris-uréia), em um
“becker”. Homogeneizar a solucdo em agitador magméité o momento do uso,
a temperatura ambiente.

Misturar 50ul do tampéo Tris-Uréia, 5Ql de 2-mercaptoetanol e 30
de solucdo de hemoglobina em um pequeno tubo. Demxarepouso por 30
minutos a temperatura ambiente.

Adicionar 6,4 ml de 2-mercaptoetanol ao tampéao-Umsa, misturar bem
e colocar a solugcdo tampédo Tris-uréia-mercaptoktamos compartimentos
eletroliticos, reservar 40 ml dessa solucdo parhebimento do acetato de
celulose. O acetato deve ser embebido durante 8Qtmsi (minimo) e 4 horas
(maximo).

Retirar 0o excesso da solugdo tampédo do acetatopagel de filtro e
estica-lo na cuba de eletroforese. Aplicar as am®sta por¢do média do acetato.
Passar 150 volts por 80 minutos.

Corar as fitas com solucédo corante Ponceau, oo oatante de proteinas.

Descorar com acido acético a 10%
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Controle:

E importante realizar esse processo eletroforéicoparando a amostra
a ser testada com cadeias polipeptidicas de hebinglonormal, e de
hemoglobinas variantes conhecidas. por exempldA$iiHb AC, ou Hb SC.
Interpretacao:

O mapa de disposicdo de cadeias polipeptidicasegentado na figura
09, facilita a interpretacdo dos tipos mais fregéemle hemoglobinas variantes.
Esse mapa mostra a disposicao de 33 variantesmiés; como por exemplo a Hb
J Baltimore de Hb J Oxford, entre outras.

Precaucoes:

O processo de analise eletroforética das cadeigseptidicas deve ser
realizado pelo menos em trés procedimentos eleétdfos, com uma ou duas
fitas de acetato de celulose por vez

A solugédo de hemoglobina, deve ser fresca, ndedexclo 48 horas de
sua preparacao.

A voltagem pode ser elevada para 250 volts, entpoede corrida

diminuido para 60 minutos.

Cromatografia liquida de alta performance (Instruction Manual of Bio-Rad,
1994)
Principio:

O equipamento utilizado foi o0 VARIANT (BIO-RAD Lalpatories) com
Kit de analise para Beta Talassemia Heterozigot®ddPAC neste equipamento
consiste da cromatografia de troca i6bnica em uterse fechado, no qual duas
bombas de émbolo duplo e uma mistura de tampddsuiigio, com controles de
gradientes pré-programados passam pela colunactaiede as alteracdes de
absorbancia a 415 nm. O filtro secundario de 69Camge a linha de base para
efeitos provocados pela mistura de tampdes comadotidnicas diferentes
(Eastmaret al, 1996). As mudangas na absorbancia séo monimadxibidas

como um cromatograma da absorbancia versus tempodados de andlise
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provenientes do detector sdo processados por egraaor embutido e impressos
no relatério da amostra de acordo com o tempoteéagé&o. O tempo de retencéo
€ o0 tempo transcorrido entre a injecdo da amosira apice do pico da Hb. Cada
Hb tem um tempo de retencao caracteristico. No fiaanalise da amostra, uma

copia do cromatograma e os dados do relatério w@onaticamente impressos.

Procedimento:
Para o Kit Beta Thalassemia Short:

Em um tubo de 1,5 mL, fornecido pelo fabricanteam misturados fL
de sangue total com 1,0 mL de solucdo hemolisante¢ida no kit de andlise.

Apo6s a hemolise total, as amostras foram acormidas nos recipientes
adequados e alojadas no equipamento para realizbggEgorocedimentos de
leitura e andlise das fracdes.
Interpretacao

A quantificacao das diferentes fracoes de Hb era amostra foi realizada
a partir dos valores percentuais e de tempo deg&befornecidos pela calibracao
especifica, e emitidos em modelo proprio que inclidlores numeéricos e perfil
cromatografico. Aos valores de Hiy Abtidos pela HPLC foram incluidas as
subfracdes de Hb A glicosilada e Hb A acetiladanod@nadas P2 e P3
respectivamente, identificadas separadamente palelao. Os valores de Hip A
considerados normais foram de 2,0 a 3,5% e os dE Hite¢ 1,3%, previamente

estabelecidos e fornecidos pelo fabricante.

Dosagens Bioquimicas:
Dosagem do Malondialdeido (MDA) (PERCARIO, 2004)
Principio:

Este € um processo extremamente complexo que @bom a destruicao
da membrana celular, inicia-se com a abstracdomdé&tomo de hidrogénio do
grupo metileno, posicionado entre as duas bandsatuirmdas da molécula

lipidica. Formando um novo radical livre lipidicoom carbono central que, na
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presenca de 02, da origem a lipoperoxidos. Estes pdsteriormente
transformados em MDA, o qual é passivel de serdiosatem sido usado como
um marcador da atividade deletéria dos radicaisediv A dosagem do
malondialdeido (MDA) € um método simples, baseadaeacdo deste com o
acido tiobarbitdrico em condi¢Bes acidicas e aquecio, e tem sido a forma
mais utilizada de avaliacdo da peroxidacdo lipidiaamembrana O método se
baseia na reacdo do malondialdeido com o acidarbdlirico (TBA), em pH
baixo e temperatura elevada, para formar o comg\éRA-TBA, de cor résea e
absorcdo maxima em 535nm. Esta dosagem pode $ieandeaem soro, plasma,
liguidos corporais e homogenados de tecido.

Preparos dos Reagentes

« Agua ultrapura (deionizada e destilada) ou Agutildda (H20d)
» Cloreto de Potassio (KCI) 1,15%
» Fosfato Monobésico de Potassio (KH2P0O4) — Tampséiato 75Mm (pH

2,5)
+ Acido Tiobarbittrico (TBA) 10 nM
* Solucédo Padréo MDA (1,1,3,3, tetrahidroxipropano) 20uM

Alcool n-Butilico

Preparo de plasma

Coletar o sangue em tubo heparinizado e identifiBaamostra devera
permanecer por um periodo de 20 minutos em descsois@anho Maria a 38°C.
Apos, centrifugar a 1500rpm, durante 20min. Separarrecipiente (tudo de
Eppendorf de 3mL) devidamente identificado de awocdm o protocolo de
identificacdo de pecas da pesquisa 1mL (ou maigjatena (quantidade minima
aceitavel 800ul) que devera estar pronto para ageéns do MDA.

Preparo final dos controles e amostras

Esta é a etapa final de preparacao, a qual anteckedteira dos valores de

absorvancia em espectrofotbmetro. Ndo esquecerogreagente TBA (acido
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tiobarbitUrico) devera ser sempre preparado noddiadosagem do MDA, na
medida que 0 mesmo nao pode ser estocado. Recomemglae os tubos de
ensaio tenham paredes reforcadas, resistentea @ealperatura (dimensdes de
11x100, parede de 2mm).

O tubo de ensaio de numero 1 devera receber nesseemop 0,5mL
(500ul) de agua destilada. Estes seréo o0s tubosmdmle branco

O tubo de ensaio de numero 2 recebera 0,5mL (5@@uHolucdo Padréo
MDA 20uM. Estes serdo os tubos de controle padrBéM

Por fim, os tubos de ensaio de niumero 3 em diateréo receber 0,5mL
(500ul) das amostras. Apos a pipetagem das amostdas os tubos deverao ser
colocados em Banho Maria a temperatura de 94°Ce pedmanecerdo durante
1h. Um cuidado interessante neste ponto a fim @éwis® perda ou contaminacao
das amostras com agua condensada dentro do Banfeévtie tampar cada tubo
utilizando-se uma bola-de-gude.

Apé6s uma hora em Banho Maria a 94°C, as amostrasr@ie ser resfriadas.
Durante este tempo ja podera se observar uma catoteansparente nos tubos 1
(controle branco) e résea nos tubos 2 (controledoadiDA). Terminado o
resfriamento, acrescentar a cada tubo de ensaio denkeagente alcool n-
Butilico. Nessa etapa, usar um dispensador autoondé 4mL. Tampar os tubos
cuidadosamente com rolhas apropriadas. A seguirda caim deles,
individualmente, misturar em agitador de tubos tjmotex, para que haja a
méxima extracdo do MDA para a fase organica. Gagtir os tubos a 2500rpm
durante 10 minutos. Terminado a centrifugacdo astimobtera duas fases. Uma
ao fundo, transparente e limpida e outra mais Sojérde coloracdo mais ou
menos rosea, de acordo com a quantidade de MDAnoatea. Retirar 3 mL da
fase mais superficial e realizar a leitura em 53500 espectrofotdmetro.

Céalculo do valor de mda da amostra

O valor final de MDA da amostra, em ng/mL (ou nmdlj é obtido pelo

emprego da seguinte férmula:
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MDA = A média x F, onde:

A média = (A1+A2)/2

F = ([padrédo MDA] x 440,61)/ A padrdo MDA, como algdo padrdo MDA
utilizada tem concentracédo de 10nM temos:

F =10 x 440,61/ A padrao MDA,

F = 4406,1/A padrao MDA

Dosagem da Capacidade Anti-oxidante Total em EquiV@ncia ao Trolox
(TEAC) modificado (RE et al,1999)
Principio:

A presente dosagem objetiva a capacidade antiHotddatal de amostras
bioldgicas. O potencial anti-oxidante sera deteatiinsegundo a sua equivaléncia
a um potente anti-oxidante conhecido, o trolox d@aci6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrameticromono-2-carboxilico), analogo sintéthlidrossoluvel da vitamina E.
Sera utilizado o método proposto por Miletral (1993), modificado por Ret al
(1999), em condicbes adaptadas de temperatura,orgims relativas dos
reagentes e tempo de mensuracgdo. Trata-se de amieatéolorimétrica baseada
na reagdo entre o ABTS (2,2’-azinobis-3-etilbereziilinaacido-6-sulfonico-
diamonio) com persulfato de potassio (K2S208), prowo diretamente o
radical cation ABTSe+, cromoforo de coloracdo véadal, com absorbéancia
méxima nos comprimentos de onda 645, 734 e 815nadigdio de anti-oxidantes
a este radical céation pré-formado o reduz novamanf&BTS, na extensao e
escala de tempo dependente da capacidade antnteidancentracdo de anti-
oxidantes e duracdo da reacdo. Isto pode ser naelwspoor espectrofotometria
pela observacdo da mudanca na absorbéncia lidad4an@8 durante um
determinado intervalo de tempo. Assim a extensadedaoloracdo como indice
de inibicdo do radical cation ABTSe+, é determinadamo a atividade
antioxidante total da amostra, sendo entdo calauladsua relacdo com a
reatividade do trolox como padréo, sob as mesmadig@es. Os resultados finais
serdo expressos em micromoles por litro (LWM/L) espondente a concentragéo
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do trolox com capacidade antioxidante equivalentia @mostra que se pretende
estudar, padrdo de medida este denominado TEAGXteguivalente antioxidant
capacity).

PBS ph7.2
Solugcdo Salina Isotdnica com pH7.2 sera usada caoh@nte no preparo de

reagentes e diluicdo de amostras.

= 1,489 de NgHPO, (Fosfato de Sodio Dibasico)

» 0,439 de NakPO, (Fosfato de Sédio Monobasico)

= 79 de NaCl

» H,0 destilada ----------- 1 litro

Ajustar em Phmétro para pH 7.2, acrescentar maisliN@, ou Acido Acético se

necessario. Volume final: 1l.

SOLUCAO DE ESTOQUE ABTS
Sal diamoénio do acido 2,2’-azinobis(3-etilbenzaiara-6-sulfonico) — ABTS:
Sigma-Aldrich® (A1888).

A solucdo de estoque ABTSleve ser preparada #i2 a 16hantes das dosagens.

Dever-se-a misturar uma solucéao do sal diaménio BT mM com uma solucéo
de persulfato de potassioB0s— Sigma-Aldrich P5592) cuja concentracao final
seja de 2,45mM.

ClxVli=C2xV2

140mM x 35211 = C x 20.00@!

C~ 2,45mM

(A) ABTS 7mM: 0,0768( -----------=--- 20 mL de PBS
(B) K2S,05 140MM: 0,7560( ----------- 20 mL de PBS
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Retirar com pipeta automatica 352l da solucdogMisturar a esta 352ul da
solugéo (B):
19,648mL de (A) + 352ul* de (B) **

* pipetar 176l + 176ul
** A concentracao final de (B) nessa mistura ser&52mM

Foram preparados 20mL da solucdo de estoque ABASmesma deve
permanecer NO ESCURO, em temperatura ambiente émata) durante 12-
16h para formar o radical cation ABTSO radical é estavel por cerca de dois

dias estocado desta forma, no escuro, & tempegthbiznté.

SOLUCAO DE TRABALHO DE ABTS

Misturar a solucéo de estoque ABTS a PBS até @isarbancia a 734nm
seja de 0.7 = 0.02 (concentracdo de ABTS * 47uMpilierada a 30°C. A
expectativa € diluir 2289 pl da solucdo de estofB&S em 200mL de PBS.

Calibrar espectrofotometro na leitura de 734nmarzdo com PBS. Preparar
Erlenmeyer com 200mL de PBS. Comecar com 1800ulsotiecdo de estoque
ABTS, misturar ao PBS, homogenizar e ler o espe8ubir ou diluir até atingir
valor de leitura de 0.7 + 0.02 a 30°C, ou sejaQ@&80 a 0,720.Atingido esse

valor esta pronta a solugdo de trabalho ABTS

SOLUCAO DE ESTOQUE DE TROLOX (2.5mM).
Trolox  (Aldrich Chemical Co 23,881-3), &cido 6-lodi-2,5,7,8-
tetrameticromono-2-carboxilico.
Calculo base: 0,647g de TROLOX (Aldrich 23,8813) H de PBS. Nao usar em
hipotese alguma agua destilada, essa solucdo depesparada em PBS.
Logo, para 200mL — 0,1294g de Trolox
para 100mL — 0,0647g de Trolox
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Material de dificil dissolucdo. Medir o volume dgg® em PBS. Colocar apenas
uma parte deste volume em placa agitadora magndtidailhonar com leve

aquecimento. Acrescentar todo o soluto (troloxspegando-o diretamente no
solvente (PBS) sem diluir antes — retirar o malteqiee ficara retido lavando o
becker com PBS. Esperar diluir por completo. Eslacgio é estavel por uma

semana quando estocada a 4°C ou 6 meses se esioclade.

PREPARO DAS AMOSTRAS
PLASMA.

Colher o sangue usando anticoagulante (heparimgifriCigar a 1500rpm

durante 20 minutos. Pipetar a camada superficiarela (correspondente ao
plasma) cuidadosamente. Estocar em freezer a -20°@m gelo caso seja
prontamente analizado. A fim de resguardar a ditatie, tém sido demonstrado
que amostras de soro, estocadas por 9 semanas@ p2dem 27% de sua
capacidade antioxidante. Ja para Miller e Rice-E\@993), a capacidade anti-
oxidante do soro, quando analizada pelo métodanatige supressao do radical
cation ABTS, é estavel por pelo menos 6 meses €-28@mostras de sangue e
saliva estocadas em nitrogénio liquido mantém spaadade anti-oxidante por

Mmuitos meses.

DOSAGEM

O método foi adequado para leitura em espectofetro em temperatura
ambiente: 25°C. O volume final de cada amostragara [eitura sera de 3mL
(300Qul).

Se a capacidade anti-oxidante da amostra que seng@ecestudar nao é
conhecida ou se espera que ela seja superior la estabelecida na curva padrao
(0 a 2,5mM), é prudente realizar as dosagens dmanssb diversas dilui¢coes.

Convém que sejam feitas amostragens para leituraugiicatas (Al e
A2) para termos maior certeza dos resultados, reesseaceitar diferencas de até
10% entre a média das leituras Al e A2. Para azagdlo da curva padréo,

convém que sejam feitas triplicatas.
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A leitura deve ser feita em espectrofotdmetro, 4nid

APLICANDO O FATOR DE CORRECAO (f)

A aplicacdo do fator de correcao (f) tem como fadede ndo tornar obrigatéria a
realizagdo de uma curva padréo da atividade ardaote total do trolox todas as
vezes em que se pretende dosar a capacidade am@ntex total de amostras
bioldgicas por este método. Para tanto, o resulidmimncado de TAAc devera ser
aplicado na formula apresentada para calculo doO'EA resultado multiplicado

pelo fator de correcéo (f), onde:

f = _TAACCALCULADO PARA TROLOX 1mM , Onde

TAAGOSADO PARA TROLOX 1mM

TAACcaLcuLADO PARA TROLOX 1mM = 0,004 + 0,43 [Trolox mM/I];
TAACcaLcuLapo PARA TROLOX 1mm = 0,004 + 0,43 « 1;
TAACcaLcuLaDo PARA TROLOX 1mm = 0,004 + 0,43;

TAAC caLcuLapo PARA TROLOX 1mm = 0,434 e,

TAAC posapo pARA TRoLOX 1mM = TAAC do Padréo

Portanto: f= 0,434 , aplicando a férmula inicial teremos:
TAAc do Padrao

TEAC = TAAC — 0,004 « 0,434
0,43 TAAc do @do
OBSERVACOES

» Ha um decaimento na absorbancia do reagente dealhoalem funcdo do

tempo, embora seja discreto.
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= A exposi¢cdo a luz ndo promoveu diferenca importardedecaimento da
absorbancia do reagente de trabalho.

= Entre 12 e 16 horas de preparo do reagente deuest®jTS ndo ha diferenca
na absorbancia do reagente de trabalho nem a 26&8@306°C (armazenamento
em geladeira ou bancada).

» Embora a reagdo ocorra de forma muito rapida pat@lox, em amostras
bioldgicas o decaimento da absorbancia ocorre eafonais lenta, durante,
pelo menos, 40 minutos. Todavia, para o plasma, @ssaimento gradual se
torna estavel a partir de 200 minutos.

» As leituras devem ser realizadas enquanto a absoed@o reagente de
trabalho ABTS estiver superior a 0,680. Atingindgses valor, preparar um
novo reagente de trabalho e realizar uma nova aagesh para o Branco e

para o Padrao.

Metodologias moleculares para analise dos mutantes

Extracdo de Sangue Periférico (PENA et al., 1991)
Principio:

Técnica utilizada para extrair DNA gendémico a ipaleé sangue total. Os
tampdes de lise rompem os eritrécito e globuloadws. O fenol € utilizado para
a remocao de proteinas e enzimas contaminantesN® & precipitado com
etanol.

Reagentes

1. Solucao de lise 1 para extracdo de sangue (taotpEado na lise de células

vermelhas)

Sacarose 0,32M 10,95 ¢
Tris HCl 10mM niL
MgCl, 5mM 0,5 mL
Triton 1% 100x 1mL

Agua mili-Q autoclavada g.s.p. 100 mL
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2. Solugéo de lise 2 para extracdo de sangue (taotpéado na lise de células

brancas)

0,075 M de NaCl 2,19¢9
0,02 M de EDTA 20 mL
Agua mili-Q g. s. p. 500 mL

3. Proteinase K (20 mg/mL)

Proteinase K 20 mg
Agua mili-Q g.s.p. 1mL
Conservar em freezer.

4. Fenol

5. Cloroférmio : alcool isoamilico (24:1)

6. Etanol 70%

7. KCI 2M

Procedimento:

Amostras de sangue periférico, colhidas com EDi6Agm colocadas em
microtubos e o volume foi completado para 1,5 min@lucédo de lise 1. Apos
10 minutos de agitacdo, foi centrifugado por cimmutos a 6500 rpm. O
sobrenadante foi desprezado e ao precipitado f@emescentados 1,0 mL de
solugéo de lise 1, esse passo foi repetido por daass. O sobrenadante foi
desprezado e acrescentou-se 450uL de solugdced BSuL de SDS a 10% e 5
puL de proteinase K 20 mg/mL. Apds homogeneizacduajopotubo foi colocado
em banho-maria por trés horas 837

ApoGs esse periodo de incubacgdo, foram adicion&@6gL de fenol, o
material foi homogeneizado e centrifugado por cimioutos a 7000 rpm. Apds
centrifugacado, a fase superior foi transferida par®o microtubo e adicionados
500uL da solucao de cloroformio e alcool isoamitiegoroporcéo 24:1.

O material foi homogeneizado e, novamente, cegiadio por cinco minutos a
7000 rpm. Esse ultimo passo foi repetido por maia wez. O sobrenadante foi
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colocado em tubo com 50uL de solugdo de KCI 2Mdgemacrescentado 500uL
etanol 100% bem gelado. O tubo foi invertido vaxiages até a precipitacdo do
DNA.

O material foi novamente centrifugado por 30 segsgna 13000 rpm e o
sobrenadante desprezado. O DNA no fundo do tubla¥ado com 200uL etanol
70% (gelado), para reiniciar a hidratacdo e o s@utente, apos centrifugacao, foi
desprezado. ApoOs a evaporacdo do etanol, o DNAdloibilizado com 50uL de

agua ultra pura e conservado em freezefG20

Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR explora a capacidade de duplicacdo do DNAa ita simples de DNA é
usada como molde para a sintese de novas cadeigtectentares, sob a acao da
enzima DNA polimerase, capaz de adicionar os ntideos presentes na reacao,

segundo a fita molde.

Reagentes

Agua ultra pura

DNA polimerase com tampao e cloreto de magnésio
DMSO

dNTP

Iniciadores (desenhado de acordo com a técnicadesenvolvida)
Preparo de Géis

Gel de Agarose

Gel de Agarose 1 %

Agarose ultra puro 250 mg

TEB 1x

Aquecimento por 1 minuto no microondas, com pogntaxima.
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Gel de Agarose 1,5 %
Agarose ultra puro 375 mg
TEB 1x

Aquecimento por 1 minuto no microondas, com pogntaxima.

Gel de Poliacrilamida

Limpar bem as placas com alcool e papel higiénmm como o pente e 0s
espassadores;

Montagem da placa:

Passar glicerina nas bordas;

Colocar os clipes;

* E importante ter as placas sempre limpas e @atifque elas estdo bem
alinhadas;

* Observar se ndo héa vazamento:

Polimerizacdo: ocorre com 0 aumento da temperatura.

Gel de poliacrilamida 6%

Reagentes:

acrilamida 40% 6 mL
agua 30 mL
TBE 10x 4 mL
perssulf. Amonio 220l
TEMED 23l
Gel de poliacrilamida 8%
Reagentes:

acrilamida 30% 4mL
agua 8mL
TBE 5x 3mL
perssulf. Amonio 106
TEMED 5,8

Aplicou-se mistura na placa (jA com o pente enclaixa
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Ap6s 40 minutos, depois de bem polimerizado, asstramforam aplicadas.
Preparo das amostras

Em cada tubo foram colocadosiRde tampéo de carregamento e 4 micro | de
amostra de DNA.

No tubo P — colocou-se2 de padréo e 2 micro | de tampao de carregamento.

PCR - AE paraHb S
Principio:

Para o polimorfismo de Hb S, o DNA foi amplificadopartir de duas
misturas, estd metodologia utiliza trés iniciadopesa cada mix, 0 primeiro
utiliza-se o par de iniciadores especificos (B5Bbé) para o trecho de interesse
e o iniciador especifico onde ocorre a mutacdo @8)segundo mix utiliza-se o
iniciador especifico (BA) para o alelo normal.

Iniciadores:

BSa:5 - GGC TGT CAT CACTTAGACCTCA-3
B5 b: 5’ — AGA AGG GGA AAG AAAACATCAA-3
BA: 5 - CAG TAACGG CAGACTTCTCCTC-3
BS: 5 — CAG TAACGG CAG ACTTCTCCA-3

A mistura da reacéo foi preparada com um volumal fde 25uL e os
microtubos foram transportados para a Sala de Aicggjao, onde se realizou a
reacdo de amplificagdo nas seguintes condi¢desidlde 3 minutos a 94°C; 30
ciclos de 45 segundos minuto a 94°C, anelamentantirl minuto 60°C e 30
segundos de extensio; extensao final de 10 miaultdC e« 4°C.

Amplificou-se um fragmento de DNA com uma bandaticme de 660 pb,
como a mutacdo ocorre na substituicdo do acid@migb na posicdo seis da
cadeia por uma valina (GAG > GTG) utilizamos ossdaiciadores especificos
(BS e BA), sendo assim, para a confirmacao da lbH® A as misturas com a
presenca destes iniciadores especificos formariam handa de 216 pb e a ndo
amplificacdo deste trecho significa que ndo haetogbesquisado. Os produtos

amplificados e digeridos foram analisados por efetese em gel de agarose
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1,5%, sob corrente constante de 80 V por 30 mineitasualizados sob luz UV,

apos coloragdo com brometo de etidio

PCR-RFLP paraHb S

Para a amplificacdo do segmento que codifica a Hfor&m utilizados os
seguintes iniciadores:

Iniciador 1- P277: 5" — GGCAGAGCCATCTATTGCTTA -3’

Iniciador 2 - P278: 5" — ACCTTAGGGTTGCCCATAAC - 3

A mistura da reacgdao foi preparado com um voluma file 25uL e os microtubos
foram transportados para o termociclador, onde esdizou a reacao de
amplificacdo nas seguintes condi¢cdes: 30 ciclos3@esegundos a 94°C,
anelamento durante 30 segundos a 55°C; extensémuiora 72C, extensao final
por 10 minutos a 94°Cee 4°C.

Amplificou-se um fragmento de DNA de 288 pb, quedigerido com a enzima
Ddel (15 U). Como a mutacdo no codon 6 (GA GTG) elimina um sitio de
restricdo para enzim@de C | TNAG), apds a digestdo, o alelo normal gera
dois fragmentos de 201 pb e 88 pb e, o alelo neitgata um de 288 pb. Os
produtos amplificados e digeridos foram analisaplos eletroforese em gel de
agarose 1,5%, sob corrente constante de 80 V pari@@tos e visualizados sob

luz UV, apos coloracdo com brometo de etidio.

PCR-RFLP para Analise do Polimorfismo do Gene HFE

Principio:

A pesquisa dos polimorfismos C282Y e H63D foi rsdia por meio da técnica
de PCR-RFLP, modificada (Lynas, 1997) e a digest@matica dos produtos
amplificados obtida com a utilizacdo das enzirBat I, para o polimorfismo

H63D eRsal para o polimorfismo C282Y.

Para a amplificagcdo do segmento que codifica onqofismo do gene HFE
(C282Y e H63D) foram utilizados os seguintes irdoies:
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c282Y

Iniciador 1—-1282: 5 — GGG TAT TTC CTT CCT CCAACC -3
Iniciador 2 —-R282: 5 — CTC AGG CAC TCC TCT CAACC -3
H63D

Iniciador 1—-1282: 5 — GGG TAT TTC CTT CCT CCAACC -3
Iniciador 2 -R282: 5 — CTC AGG CAC TCC TCT CAACC -3

A mistura da reacéo foi preparado com um volumal fde 25uL e os
microtubos foram transportados para a Sala de Aiggiao, onde se realizou a
reacdo de amplificagdo nas seguintes condi¢desidlde 3 minutos a 94°C; 30
ciclos de 45 segundos minuto a 94°C, anelamenentiB0 segundos 58°C e 1
minuto de extens&o; extensao final de 5 minutd®@ &« 4°C.

Para a mutacdo C282Y amplificou-se um fragment®N& de 441 pb,
que foi digerido com a enzimasa 1(7 U). Como a mutagdo, ocorre em uma
troca de guanina para adenina no nucleotideo 8d3egra a uma substituicdo de
uma cisteina para uma tirosina no aminoacido degm282, criando um sitio de
restricdo para enzinfRSA ICT | AC), ap0s a digestao, o alelo normal gera dois
fragmentos de 286 pb e 145 pb, o alelo mutante tggsafragmentos de 296 pb,
116 pb e 29 pb. Os produtos amplificados e digeriftbam analisados por
eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, sob cdereonstante de 100V por 50
minutos e visualizados na coloragao de prata.

Na mutacdo H63D amplificou-se um fragmento de DiNA496 pb, que
foi digerido com a enzimBcl 1 (11 U). Como a mutagao ocorre em uma troca de
uma citosina para uma guanina no nucleotideo #8dlta na substituicdo de uma
histidina para um acido aspéartico na posicdo domeacido 63, eliminando um
sitio de restricdo para a enzirBal 1 (TIGATCA), apds a digestdo, o alelo
normal gera dois fragmentos de 358 pb e 138 plielo emutante ndo ocorre o
corte, formando assim um fragmento de 496 pb. @duybos amplificados e

digeridos foram analisados por eletroforese endgeigarose 1,5%, sob corrente
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constante de 80V por 30 minutos e visualizadoslslJV, apds coloragdo com
brometo de etidio.
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9.1 Apéndice 1Artigo: Identificacdo de variantes de hemoglobina em

doadores de sangue, publicado na. Revista Brasilde Hematologia e

Hemoterapia, v.26- de Janeiro/Marco, n.01, 2004.
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Carta ao editor / Letter to editor

Identificacdo de variantes de
hemoglobina em doadores de sangue

Identification of hemoglobin variants in
blood donor

Ana C. Bonini-Domingos'?
Ligia M. S. Viana-Baraciol?#®
Claudia R. Bonini-Domingos?®

':Curs‘o de Farmdcia e Bioguimica — Unip

“Laboratorio de Hemoglobinas e Genética das Doencas
Hematologicas -LHGDH, Ibilce/Unesp

"Hemocentro de Sdo José do Rio Preto,SP

Trabalho realizado no Laboratorio de Hemoglobinas e

Genética das Doencas Hematoldgicas da Unesp em
colaboragdo com o Hemocentro de Séo José do Rio Preto, SP.

Sr. Editor,

As hemoglobinopatias sido patologias decorrentes

da producdo de uma molécula com estrutura anormal ou.

pela sintese insuficiente de globina normal. Constituem
um grupo heterogéneo de distiirbios com padrio de he-
ranga recessivo, que incluem as talassemias e as variantes
de hemoglobinas. Os tipos mais freqiientes de talassemia
em nossa populag¢io sdo as alfa e beta, na forma hete-
rozigética. Entre as variantes de hemoglobinas, cerca de
800 sdo conhecidas, sendo mais comumente encontradas
as Hb S e Hb C. Sdo as doencas genéticas mais comuns e
afetam a populagido brasileira com freqiiéncias varidveis,
refletindo a sua caracteristica de formagao étnica.'>? A
Organizagido Mundial de Sadde estima que 5% da popula-
¢do mundial seja portadora de algum tipo de anemia here-
ditdria.*

De acordo com a portaria RDC 343, de 13 de dezem-
bro de 2002, “todo sangue a ser coletado, processado e
transfundido, deve apresentar boa qualidade, ndo poden-
do ser, portanto, veiculo de propagacdo de patologias”.
Esta portaria recomenda também que seja realizada a
detecgdo de Hb S em doadores de sangue. O laboratério
de Hemoglobinas e Genética das Doencas Hematoldgicas
— LHGDH do Ibilce/Unesp, em parceria com o Hemocentro
de Sido José do Rio Preto, SP, desenvolve estudos de hemo-
globinas (Hb) anormais em doadores de sangue, visando
a melhoria da qualidade do sangue a ser transfundido.

Com o objetivo de caracterizar as isoformas de hemo-
globinas com migragdo eletroforética semelhante a Hb S
em doadores de sangue, foram analisadas amostras de
candidatos & doagdo, provenientes de Sdo José do Rio
Preto e regido, colhidas por puncdo venosa, com EDTA
como anticoagulante, de ambos os sexos ¢ etnia variada,
apds consentimento informado, no Hemocentro de Sio
José do Rio Preto-SP.

Inicialmente, foram triadas no Hemocentro as for-
mas variantes de hemoglobinas por eletroforese pH alca-
lino.® e aquelas que apresentaram alguma alteracfo no tra-
cado eletroforético foram enviadas para o LHGDH para
estudo completo de hemoglobinopatias. Os procedimen-
tos de andlise inclufram testes de triagem tais como: Re-
sisténcia osmética em solucio de NaCl a 0,36%,’ para ve-
rificar a possivel heranca de talassemias; Morfologia
eritrocitdria,' que avalia a forma, o tamanho e o contetddo
de hemoglobinas des eritrécitos, visando a identificacéio
de achados laboratoriais caracteristicos de hemoglobinas
anormais; Eletroforese em acetato de celulose pH alcali-
no,” que identifica as hemoglobinas normais e grande par-
te das anormais.

As amostras que apresentaram suspeita de altera-
¢Oes nos testes de triagem foram submetidas aos testes
confirmatérios que incluiram: Eletroforese pH dcido.? para
diferenciacdo migratéria de Hb S, Hb D, Hb C e Hb E;
Cromatografia liquida de alta performance — HPLC, com o
sistema automatizado VARIANT (Bio-Rad),’ para identifi-
cacio de Hb anormais ¢ quantificagio das diversas fra-
¢oes de Hb.

As amostras com perfis de Hb alterados nos testes
de triagem e complementares foram submetidas a extragio
de DNA pelo método fenol-cloroférmio, com modifica-
¢oes.'” Para confirmagdo dos mutantes de globina utili-
zou-se amplificacdo dos alelos por PCR,'" andlise por son-
da oligonucleotideo alelo especifica (ASO) pelo Kit mDx
(Bio-Rad Laboratories) e de fragmento de restrigio (RFLP)
apos digestdo com a enzima Dde [ para Hb S, Bse RI para
Hb C e Tag I para Hb Hasharon.'?

Foram analisadas no Hemocentro, no periodo de ja-
neiro de 2002 a abril de 2003, 16 mil amostras de sangue de
doadores, por procedimentos, que incluiram hematdcrito
e eletroforese em pH alcalino. Destas, 397 amostras de
sangue apresentaram alteragdo de hemoglobinas no perfil
eletroforético em pH alcalino. O valor médio dos
hematéeritos foi de 40%. Do total de 397 amostras avalia-
das no LHGDH, 71,53% correspondiam ao perfil eletro-
forético similar a Hb S; 22,41% ao perfil semelhante a Hb C
e 6,04 % com perfis variados, incluindo variantes de mi-
gracdo mais rdpida que a Hb A em eletroforese pH alcali-
no, destacando-se que todas estavam em heterozigose.

Dentre as amostras que apresentaram perfil inicial
de Hb AS (heterozigoto para Hb S) cujo laudo geralmente
€ emitido por este achado laboratorial, destacou-se a fre-
qiiéncia de 58,45% de Hb AS; 36,26% de Hb AS associada
a alfa talassemia e 0,35% de Hb AS com persisténcia here-
ditdria de Hb F. Foram observadas ainda neste grupo de
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“provaveis Hb AS”, 2,82% de Hb AD

Los Angeles associada a alfa talas-
semia; 0,35% de Hb A Korle—Bue 1,05%

Quadro 1

Detalhamento dos fenétipos de Hb observados em amostras de
sangue de doadores do Hemocentro de Sdo José do Rio Preto

g Jib A Hlasharon. . Tot.al o Triagem em pH Outras Interacoes com i
O quadro 1 detalha os diferentes perfll e Hb alcalino metodologias alfa talassemia o
mutantes de hemoglobinas ¢ suas inte- SRS Hb-Fetal
ragOes observados nos grupos de doa- Hb AS (166) (103) ]
dores com perfil eletroforético inicial su- [l [36’2_6%] TPkl
gestivo de heterozigose para hemo- Hb AD Los Angeles [2-552)_%]
globina variante, cujos dados estdo ilus- Hb AS (284) ; ('2_)
trados na figura 1. [71.53%] HEAD: e [0.70%]
A diversidade de variantes que Hb A korle-Bu (1)
puderam ser observadas em doadores [0.35%]
de sangue com a implementacdo de no- He:A ;%iﬁ?"’” &
vas metodologias de ané]i§e mostrou a Hio AG (69) i ';C (;]2) @7)
presenca de numero significativo 397 amosiras [22.41%] [47.19%] [52,80%]
(40,83%) de interacdes e outras Hb “tipo )
§”. A defini¢iio daqueles mutantes de HEAE () [20.83%]
Hb com migraco similar em eletroforese He.en ’J°]_
e : 3 Hb AJ (1)
pH alcalino foi fundamentada em princi- [4.16%]
pios cromatogrificos (HPLC), onde a Qutras )
i . s hemoglobinas (24) AH
especificidade do sistema permitiu a [6.04%] [4,16%]
identificacio com seguranga dos dife- A2 aumentado (1) (1) 2)
rentes fenétipos observados. E4’16%]_ bl Il
Como as variantes estavam em B L
identificados [9)
heterozigose, evidenciou-se a necessi- [37.5 %]
dade de procedimentos detalhados na
identificacfo destas alteragdes de hemo-
globinas, tendo em vista que o perfil eletroforético inicial ]
sugeria Hb AS. As intera¢cdes com alfa talassemia soma- b AF
ram 42,1% do total de amostras e puderam ser confirma- i
das por eletroforese em pH neutro e pesquisa citologica
especifica.! A anilise molecular dos mutantes foi realiza- EHb AJ
da para a confirmag¢do dos fenétipos * tipo 5™ encontra-
dos. O Hb AH
Além de destacar o enfoque social e clinico na abor-
dagem do portador de hemoglobinas anormais, a detecgiio CiHb A2
dos heterozigotos destas alteracdes genéticas ¢ de gran- aumentado
de importincia para a satide publica, pois representam [ Mutantes néo
fonte de novos heterozigotos e de possiveis homozigotos. R
As avaliagtes laboratoriais em doadores de sangue sido
fundamentais devido & necessidade de melhoria, a cada
dia, da qualidade do sangue a ser transfundido. O aspecto
educacional ndo deve ser desconsiderado, pois os porta- ElHb AS
dores deverdo ser orientados sobre a alteracfio genética e
a importincia da realizagio dos exames em seus familiares, CHb ASH
visando melhor qualidade de vida. E Hb AD-Los Angeles
COHb D-lran
At CIHb A korle Bu
Hemoglobinopathies are the most common genetic diseases and Hb A Hasharon
affect a great number of individuals in the world, with diverse BEHb ASF
clinical complications ranging from the almost unnoticeable to

_ lethal consequernices. In Brazil the occurrence of hemoglobino-
pathies is very frequent and influenced by the ethnical groups
that are the basis of populations in different regions. The

_ phenotype may be influenced by environmental and gengtic factors

Fig. 1— Distribuicdo de variantes de hemoglobinas em hetero-
zigose observadas em doadores de sangue apds a combinagédo
de metodologias de diagndstico
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and by migration. An understanding of these genetic diseases is
important for the health and quality of life of the population. In
this work we assessed the presence of Hb variants in blood
donors from Sdo José do Rio Preto and region, and we observed
the occurrence of variants including Hb S and Hb C but in
particular the so-called “S-Like " variants. Good determination
of the forms of variant hemoglobins is very imporiant fo give
better guidance 1o blood donors and their families, and to improve
the quality of blood transfusion. Rev. bras. hematol. hemoter.
2004;26(1): 57-39.

Key words: Variant hemoglobins; S-Like hemoglob'=:z: Do
donors.
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9.2 Apéndice 2. Artigo: Estresse oxidativo e freqiiéncia dos

polimorfismos no gen#élFE em doadores de sangue portadores de Hb AS, que

sera submetido a Archives of Medical Science, Fé¢dmpacto 2,44.
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RESUMO

Introducdo: A mutacdo pontual que origina a Hb 18 &feito sobre as células
sanguineas, desencadeando processos oxidativogeragfio de radicais livres.
Efeito semelhante observa-se no acumulo de ferm, decorréncia da
hemocromatose hereditaria. Os defeitos de metabwlido ferro, em especial
aqueles oriundos dos polimorfismos no gétteE, levam ao acumulo de ferro
tecidual, com potencial capacidade oxidante e pdag&o lipidica.
Fundamentados no possivel efeito toxico da Hb 8 acdmulo de ferro tecidual,
objetivou-se avaliar a frequéncia dos polimorfismosgeneHFE, em doadores
de sangue portadores de Hb S com possivel inflaériperoxidacao lipidica e
estresse oxidativo. Material e Métodos: Foram aadlis 211 amostras de sangue
de doadores com Hb AS e grupos controle com 118aiea com Hb AA e 28
doentes falciformes para identificacdo de mutadeesiemoglobinas e do gene
HFE. Resultados: Foram encontradas frequéncias a¢ksa doadores com Hb
AS, de 10,5% para o alelo H63D e 0,7% para C2820s drupos controle, as
frequéncias foram de 13,4% para o grupo com Hb AAOZ% em Doentes
falciformes para o alelo H63D, e para o alelo C2821% e 3,5% para 0 grupo
com Hb AA e Doenca falciforme, respectivamente. dlggéo: Os polimorfismos
encontrados para mutacdes no gene HFE em doadomesHb AS estdo de
acordo a literatura. Os valores de MDA e TEAC, ffor@aiores nos casos com a
presenca do alelo Hb S do que naqueles com os grismos no gen&lFE ou

na co-heranca destes.

Palavras-chave hemoglobinopatias, hemoglobina S, HFE, hemocroseat
capacidade antioxidante.
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INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial de &a@@0 milhdes de
pessoas no mundo, possuem genes que determinarglobmas anormais (1,2).
A Hb S, variante de hemoglobina mais prevalenteBrasil, € originada por
mutacdo pontual do codon GAG (acido glutamico) @dG (valina) na posicao
seis da beta globina. Esse gene esté localizathoago curto do cromossomo 11.
Esta substituicdo leva a alterac6es na estabilidaxt#ubilidade da molécula (3).
A mudanca de carga elétrica do acido glutamico, ponto isoelétrico negativo,
para um ponto isoelétrico neutro, como o da valiaagrece sua polimerizacao,
em condi¢des de baixa tensdo de oxigénio (4,5).

As lesdes celulares causadas por radicais livresades de espécies
ativadas de oxigénio @O H,O, e HO) estdo associadas com a diminuicdo na
sobrevida do eritrocito em varios tipos de anerhiamoliticas, sejam de ordem
adquirida, hereditaria ou induzidas, por drogaslanxies ou metais pesados. As
lesbes nos eritrocitos falcémicos sao intensifisagan uma relacédo direta, pela
concentracdo de Hb S intra-eritrocitaria (6,7). IQuer situacao patolégica que
aumente a geracao de radicais seja pela elevacaetm@sse oxidativo ou pelo
desequilibrio das defesas antioxidantes, acentuprdducao de espécies ativadas
de oxigénio desencadeando processos oxidativosgewatdo de radicais livres
(8). Efeito semelhante observa-se na sobrecargéerde, em decorréncia da
hemocromatose hereditaria. Os defeitos de metabwlido ferro, em especial
oriundos dos polimorfismos no gehl-E, levam ao acumulo de ferro tecidual,
com potencial capacidade oxidante e peroxidacéaidgn

A Hemocromatose Hereditaria (HH) € uma doenca a@toga recessiva
caracterizada pela sobrecarga de ferro no organisam progressivo acumulo
deste metal em alguns tecidos, podendo levar asdsstouturais e funcionais em
orgaos como coracdo, figado e pancreas dentrespuioasionando processos
inflamatorios e oxidativos (9). As manifestacoemichs aparecem geralmente
entre os 40 e 60 anos de idade e sao predominanieBomens, pois nas
mulheres, h4 um controle fisiolégico devido a persansal de sangue e gestacdes
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(9). A HH é frequente em populacbes de descenslafdenordeste europeu,
afetando aproximadamente um em cada 200 a 300idodis caucasoides, sendo
provavelmente de origem celta (10,11,12).

O gene HFE esta localizado no braco curto do cssomo seis,
associado ao Complexo Principal de Histocompaldide, em uma regidao de
aproximadamente 10 Kb e possui sete éxons. Duaaciag foram identificadas
inicialmente neste gene, em pacientes com HH: &2€48ubstituicdo de uma
cisteina para uma tirosina no aminoéacido de post8ap e a H63D (decorrente da
troca de uma histidina para um acido asparticonma@cido 63) (13,14).

Das 37 variantes alélicas descritas no gene, a YC282a H63D,
correspondem a 90% dos casos de HH (9,15,16).a&fies na proteina produzida
com a informacdo deste gene representam um papehasl no processo de
acumulo de ferro, mas sua presenca, somente, s&@ficeente para explicar o
amplo espectro das consequéncias metabdlicas gépatas atribuidas a HH. O
namero reduzido de doentes frente a elevada fregi@&os mutantes sugere
hipotese de penetrancia incompleta para esse fjérie).

Tendo como base o possivel efeito téxico da hermotpoS e do acumulo
de ferro em decorréncia de destruicdo eritrocitéefau Hemocromatose
Hereditaria, relatados na literatura, objetivou-aealiar a frequéncia dos
polimorfismos do genélFE, em doadores de sangue portadores de Hb S, e sua

relacdo com peroxidacgéo lipidica e estresse oximlati
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Material e Métodos:

Foram utilizadas amostras de sangue periférichjaad com EDTA a 5%,
para a pesquisa de hemoglobinas e das mutactesndoHi-E, e com heparina
para a verificacdo dos processos oxidativos. A lagfo deste estudo
compreendeu 211 amostras de doadores de sangadqved de Hb AS e, como
grupos controle, foram avaliadas 119 amostras @elates com Hb AA e 28
amostras de pacientes com doenca falciforme (HbUSBHbS/ Beta talassemia).
Quanto a faixa etaria, os doadores apresentarate idatre 18 e 65 anos com
média de 36,41 anos. Quanto ao género, no gruppodadores de Hb AS,
65,55% dos individuos, eram do sexo masculino grapo controle com Hb AA,
eram 71,56%. Com relacdo a etnia, apesar de 70%mtese declarado
caucasoides, 11% negros, 5% asiaticos e apenasn24¥icos, a grande maioria,
tanto do grupo de estudo quanto dos grupos contrdecomposta por individuos
miscigenados, e, portanto foram considerados coemntenrentes a esse grupo
etnico (Afro/Americanos, Caucasianos e descendel@ésmerindios), segundo a
classificacdo para a populacédo Brasileira (19)reeas pacientes a idade variou
entre 15 e 47 anos, com média de 25,48 anos. Qaagstoia 24 (85,71%) se
declararam negros e quatro (14,29%) de descendéacieasbide, embora a
presenca do alelo mutarftg seja um marcador africano. Quanto ao género, dos
28 pacientes estudados, 14 (50%) pertenciam aonsasculino.

Os perfis de hemoglobina foram confirmados por reletese de
hemoglobina em acetato de celulose em pH alcadletroforese em Agar-fosfato
pH acido e Cromatografia Liquida de alta perfornea(i¢PLC). O DNA de todas
as amostras foi extraido pelo método de fenol-thomaio modificado (20). Os
gendtipos de hemoglobinas foram identificados goRFAlelo Especifico (PCR-
AE). Todas as amostras foram submetidas a reabzde PCR-RFLP (PCR-
Restriction Fragment Lenght Polymorphisms) paeaiificacdo dos mutantes no
geneHFE (21). Para determinacdo dos processos oxidatfeogealizada, a
avaliacao da capacidade anti-oxidante em relacalo@ox (TEAC) (22) e MDA

para peroxidacao lipidica (23).
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Aplicou-se o teste de Qui-Quadrad@) com nivel de significancia de
95% (p=0.05) e a corre¢ao de Yates com n<5 pacargparacao das frequéncias
dos polimorfismos. Para comparar as frequéncidisade aplicou-se o teste Qui-
quadrado e posteriormente a férmula para verificaequilibrio de Hardy-
Weinberg. Para comparacdo dos valores médios dodpadrdo dos valores
obtidos para inferir processos oxidativési utilizado o teste (ANOVA) (com
post-hocTukey quando necessario) para comparacao de tzdgrIpos, e teste t

para comparacéo entre dois grugmep softwareStatistica 7.0.
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Resultados:

Das 211 de doadores de sangue com Hb AS, forantifidetas 43
(20,38%) com ao menos uma das duas mutacdes noHghavaliadas, sendo
que destes, 28 (65,11%) pertenciam ao género nrasckhtre o grupo controle
de doadores com Hb AA, das 119 amostras avaliadld238357%) apresentaram
alguma das mutagbes no geHEE, e destes 24 (70,58%) eram do género
masculino. Para o grupo com os pacientes falc#srrmaontrole positivo para Hb
S, dos 28 avaliados 8 (28,57%) eram portadoresgienados polimorfismos no
geneHFE, sendo 50% pertencentes ao género masculino. Ad&gilustra essa
distribuicéo.

Foram encontrados nos portadores do traco falcdprBv (17,54%)
heterozigotos, e trés (1,42%) homozigotos para tagaa H63D, dois (0,95%)
portadores heterozigotos para a mutacdo C282Y @4v%) duplo heterozigoto
(C282Y/H63D). No grupo com Hb AA, foram identificasl 28 (23,53%)
portadores heterozigotos e um (0,84%) homozigota pamutacdo H63D; trés
(2,52%) portadores heterozigotos para a mutaca@Y28dois (1,68%) duplos
heterozigotos (C282Y/H63D). Entre os pacientes nioradentificados seis
(21,43%) heterozigotos para a mutacédo H63D e dalgl¥) heterozigotos para a
mutacdo C282Y. A distribuicdo dos gendtipos dedaoom o género e o tipo de
hemoglobina estdo demonstradas na Tabela |.

Quando comparadas as frequéncias genotipicas panatacdes no gene
HFE, utilizando o teste Qui-quadrado com maxima vému#sanca, ndo foram
encontradas diferencas significativas, entre otagores de Hb AS e 0s grupos
controle, com X= 2,482601, grau de liberdade=4, p=0,650.

Pode-se observar também que, para os trés grupoksess, os alelos dos
mutantes no gendFE estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg, sendo,apdot
representativos da populacéo.

Em doadores com Hb AS, as frequéncias alélicasrfate 10,5% para o
H63D e 0,7% para o C282Y. No grupo controle Hb A& freqiéncias foram de
13,4% e 2,1% e em doentes falciformes de 10,7%% Bgspectivamente para os
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alelos H63D e C282Y conforme demonstrado na Tale@uando comparamos
as frequéncias para o alelo H63D entre os doadam@sHb AS e cada um dos
grupos controle, observamos que nao houve difergigoaicativa (p=0,122939)

com Hb AA, e com doentes falciformes (p=0,890874).

Nas comparagOes para o alelo C282Y, entre doadomasHb AS e com
Hb AA, também n&o houve diferenca significativaq@01333). O mesmo nao
ocorreu entre doadores com Hb AS e doentes fateésy em que observamos a
frequéncia alélica para o polimorfismo significativente aumentada entre 0s
doentes falciformes (p=0,047377).

A avaliacdo dos processos oxidativos foi realizada 84 doadores de
sangue com Hb AA (21 com e 63 sem mutacao no géilg, 42 doadores com
Hb AS (23 com e 19 sem as mutacOes para o @#fie) e 25 Doentes
Falciformes (oito com e 17 sem as mutacdes paraneyFE). A diferenca de
casuistica observada nos dois itens deveu-se abiidade de realizacdo da
técnica com amostras previamente armazenadas &oacetorno dos individuos
convidados para nova coleta.

Para os valores de MDA, e de TEAC, os individuaarfo classificados

em seis grupos descritos abaixo:

A- Individuos com Hb AA, com mutacdo no getieg; n= 21
B- Individuos com Hb AA, sem mutacéo no getteE; n=63
C- Individuos com Hb AS, com mutacao no getieE; n=23
D- Individuos com Hb AS, sem mutacao no geifrd; n= 19
E- Individuos com Hb SS, com mutacéo no geié&; n= 8
F- Individuos com Hb SS, sem mutacdo no gdRE&; n= 17

Os valores de MDA foram aumentados apenas entredaentes
falciformes (Tabela IIl). Com relacdo ao MDA, obseanos que n&o houve
diferenca significativa, para a presenca de Hb Shetarozigose, nem para as
mutacbes no genddFE, sozinhas ou em co-heranca. Porém, os valores
aumentaram de forma significativa na homozigose p#y S, independente da

heranca ou ndo com o alelo mutante para o gé&ie
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Todos os valores de TEAC obtidos estiveram dentro faixa de
normalidade, porém, observamos que, na presengieliopara a Hb S, com ou
sem o alelo mutante para o geREE, houve uma diferenca significativa,
indicativa da capacidade antioxidante total auntentan heterozigotos (Hb AS)
e diminuida em homozigotos (Hb SS), quando comparad grupo controle de
doadores com Hb AA. Quando comparamos os resultddo§EAC entre os
individuos portadores de Hb AS, com e sem mutagi@a p geneHFE, a
diferenca também foi significativa, e aumentada oasos em que ocorreu a
presenca da mutacao p&tBE. Ao comparar os valores obtidos entre os Doentes
Falciformes, com e sem a mutacB&E, constatamos que ndo ha diferenca
significativa. A Tabela IV mostra as comparacogsitésticas, duas a duas, para

esses dois parametros, nos grupos avaliados.
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Discussao

As frequiéncias das mutacdes H63D e C282Y no gefig eticontradas
para o grupo de doadores de sangue portadoresraglobina S estudados, estéo

de acordo com as encontradas na literatura pavpwdggao brasileira (21,24).

Segundo Agostinho et al, 1999 (24), a frequénci&2R2Y ¢é 3 a 8 vezes
menor em brasileiros quando comparados aos canoast norte da Europa,
enquanto que a frequéncia alélica de H63D € pragote similar. Esta baixa
freqiéncia vem sendo observada em popula¢cfes n@asianas, ou que possuem
origem étnica bastante diversificada. Sendo quesraobromatose hereditaria
afeta predominantemente caucasbide de descendéno@péia, assim, a
manutencdo do polimorfismo do gehd-E pode ser explicada por flutuacéo
alélica ocorrida pelo constante fluxo entre as faydies.

Um estudo realizado por Jergf al 2003 (25), com 89 pacientes
falciformes, observaram freqlUéncia genotipica {8%2 para o genaétipo
C282Y/WT, 6,8% para o heterozigoto H63D/WT, e men homozigoto ou
duplo heterozigoto. Segundo os autores, essesadssilestavam de acordo com
0 esperado para a populagéo africana na qual doe&iurealizado. Observamos,
porém, a frequéncia alélica da mutacdo C282Y sggtifamente aumentada no
grupo de pacientes falciformes aqui estudado. Dastas que, sendo esse um
grupo formado na sua maioria por individuos deemnigttnica negra, e a alteracao
no gene HFE ser proveniente de individuos de descendéncia asaige,
provavelmente a miscigenacao da populagéo braspessa explicar esse achado.
Ressaltamos que a clinica de pacientes falciforeneariavel e dependente de
varios fatores, porém, a grande maioria necessit&rahsfusdo, o que poderia
maximizar os efeitos da sobrecarga de ferro.

Considerando que doadores de sangue Sao representi uma amostra
de individuos saudaveis na populacéo, e que agdagtao gene HFE estudadas
representam sintomatologia apos os 40 anos de, idsplecialmente em homens,
o grande numero de homens portadores desses plidimas deve ser avaliado e
acompanhado com cautela. Atualmente o nimero dertmdoadores de sangue
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€ maior do que o de mulheres, e 0 ato de doardoada como um “efeito
protetor”, uma vez que estéo realizando a melhondade prevencao e tratamento

para as manifestacdes clinicas da hemocromatose.

De acordo com os resultados relatados na literataemn nossos achados,
acreditamos que a presenca do alelo mutante no l4ERe contribuia para o
aumento da peroxidacao lipidica nos portadores lbeSHPorém, nas andlises
estatisticas, quando se elimina a influencia ddo & na comparacdo entre
pacientes com e sem mutacao para o ¢Hfte a diferenca nado foi significativa.
Os resultados de comparagfes estatisticas mostraiaeis de peroxidagédo
lipidica aumentados de forma significativa somerdepresenca de homozigose
para Hb S, independente da presenca ou ndo dosgpfidimos no genélFE,
evidenciando o potencial oxidativo da alteracabelmoglobina.

Com relacdo a capacidade antioxidante, a presgmgdelo mutante do
geneHFE provavelmente contribui para a alteracéo dessamdro, pois quando
comparamos individuos com Hb AA, com e sem a motagigeneHFE, ndo
encontramos diferenca significativa. Ao se compeadividuos com Hb AS, com
e sem mutacao para o geAEE, verificamos que houve diferenca significativa,
com reducgéo dos valores de TEAC entre os dois grupom base nos dados
encontrados em nosso estudo, acreditamos que ac&arina capacidade
antioxidante esteja ligada mais a presenca de Hebing S do que a presenca

dos polimorfismos no ger¢FE.
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Concluséo

A freqUéncia alélica da mutacdo H63D foi maior de @ C282Y em
doadores de sangue e pacientes falciformes dardgi&&o José do Rio Preto. A
maioria dos doadores pertence ao grupo étnico geisado e dos pacientes ao
grupo étnico de afro descendente.

A incidéncia das mutagdes H63D e C282Y para os aleadde sangue
com Hb AA e Hb AS esta de acordo com os dados éraciws na literatura para
estudos populacionais brasileiros. Para os pasiesien Doenca Falciforme a
freqUéncia encontrada para a mutacdo C282Y esteraada, 0 que ndo é
esperado principalmente por ser este um grupo ftwnmean sua maioria por
individuos de origem étnica negra.

Com relacdo aos valores indicativos da capacidadi®xidante total e
peroxidacao lipidica, observamos que a presencalelo mutante para o gene
HFE, contribui para a variagdo, porém ndo € suficiggem alterar de forma
significativa a capacidade antioxidante e a pewanpdd lipidica. O aleld®
mostrou estar envolvido de forma significativa, i@ em homozigose, com o
aumento da peroxidacao lipidica em individuos carenga falciforme. Com
relacdo a capacidade antioxidante, esta se encawnimentada quando em

individuos portadores de Hb S em heterozigose.



=

w

b

128

Referéncias

. Clegg JB, Weatherall DJ. Thalassemia and malar@av imsights an old

problem. Proc. Assoc. Am. Phisiciad999; 111: 278-282.

Bandeira FMGC, Bezerra M A C, Santos MNN, Gomes YAfaujo AS,
Abath FGC. Importancia dos programas de triagem para o0 gene da
hemoglobina SRevista Brasileira de Hematologia e Hemoterap@®7, 29:

179-184.

. Serjeant GR. Sickle Cell Diseas® ed. New York, Oxford University Press

Inc, 1992.
Higgs DR, Weatherall DJ. ? -Thalassaemia. In: laemoglobinopathies.

Bailliére’s Clinical Hematology, London,1993, 6:8.7p

Weatherall DJ, Clegg J B.; Inherited haemoglobisoriers: an increasing global health

problem.Bulletin of the World Health OrganizatipB001, 79: 704-712.

Beutler E, Lichtman M A, Coller BS, Kipps TWilliams Hematology.

ed. New York, International Edition, 1995.

Frenette PS, Atwehm GF. Sickle cell disease: oktalieries, new concepts and future

promise. J. Clin. Invest., 2007, 117:850-528.

Naoum PC, Souza PC. Avaliacdo dos produtos da diegfia oxidativa da
HbS nos gendtipos SS, SF (S/beta 0 talassemia), @ ASomparacdo com
hemoglobinas normais. Revista Brasileira de Paimlod/iédica e
Laboratorial, 2004, 40: 249-259.

Ferreira ACS, Oliveira VC, Caxito FA, Gomes KB, €asAM, Pardini VC.

Prevalence of C282Y and H63D mutations in the gemeBrazilian



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

129

individuals with clinical suspicion of hereditargfmochromatosis. Rev. Bras.
Hematol. Hemoter. 2008; 30(5): 379-383.

Cullen LM, Gao X, Eastel S, Jazwinska EC. The hdmumatosis 845 GA
and 187 GG mutations: prevalence in non-caucasian populgtigxm.
J.Hum. Genet. 1998; 62: 1403-7.

Powell LW. Diagnosis of hemochromatosis. Semin.t@agest. Dis. 2002;
13(2):80-8.

Pietrangelo A. Hereditary Hemochromatosis. BBA—Malar Cell Research,
2006,700-710.

Fleming RE, Britton RS. HFE and regulation of ititesl iron absorption.
AJP-Gastrointestinal and Liver Physiology, 2006):890-594.

Siah CW, Ombiga J, Adams LA, Trinder D, Olynyl#K. Normal iron
metabolism and the pathophysiology of iron overldabrders. The Clinical
Biochemist Reviews, 2006, 27186-

Souza AFM, Carvalho Filho RJ. Hereditary hemochrmsia: case report
and review of the literature. Arg. Gastroenter2001, 38: 194-202.

Beutler, E. Iron absorption in carriers of the C28Bemochromatosis
mutation. Am. J. Clin. Nutr. 2004, v.80:799-800.

Bittencourt PL, Palacios SA, Couto CA, Cancado EL®arrilho FJ,
Laudanna AA,et al. Analysis of HLA-A antigens and C282Y and H63D
mutations of theHFE gene in Brazilian patientes with hemochromatosis.

Braz. J.Med. Biol. Research 2002; 35: 329-35.



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

130

Bonini-Domingos, C.R. Aumento de ferro, hemocromatdereditaria e
defeitos no genBlFE. O que conhecemos na populacédo brasileira?. Res. Bra
Hematol. Hemoter. 2007, 29:341-342.

Parra, F. C.; Amado, R.C.; Lambertucci, J. d® al Color and genomic
ancestry in Brazilians. PNAS. 2003, 100: 177-182.

Bonini-Domingos CR. Ondei LS, Zamaro, P.J.A. Herobglas similares a S
no Brasil - um guia prético de identificacdo. 1. 8o José do Rio Preto, SP:
Editora HN, 2006, 1. 59 p.

Torres FR, Neiras WCS, Couto AARD, Couto VSCD, GaviaCE, Rossit
ARB, et al Frequency of the HFE C282Y and H63D polymorphisms
Brazilian malaria patients and blood donors from Amazon region. Genetics
and Molecular Research, 2008, 7: 60-64.

Re R, Pellegrini R, Proteggente A, Pannala A, YahgRice-evans, C
Antioxidant activity applying an improved ABTS radi cation decolorization
assay. Free Radical Biology and Medicine, 19991 2%1-1237.

Percario, S. Dosagem do dialdeido malénico, NEWS| 24, 6:46-50.
Agostinho MF, Arruda VR, Basseres DS, Bordin, Sai8s MC, Menezes RC,
et al. Mutations analysis of tHéFE gene in Brazilian populations. Blood
Cells, Molecules, and Diseases 1999; 25: 324-7.

Jeng MR, Adams-Graves P, Howard TA, Whorton MR,dS, Ware RE.
Identiication of hemochromatosis gene polymorphisins chronically
transfused patients with sickle cell disease. AmH&matol., 2003, 74:243-

248.



131

Figura 1. Separacao por Género, dos individuos com mutag&emeHFE
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Tabela I: Distribuicdo das frequiéncias genotipicas para dspdismos no gene

HFE de acordo com o0 género em doadores de sangue comAHBIb AS e

doentes falciformes.

H63D/H63D H63D/C282Y

Wt/Wt

19 (15,97%)

55
(46,22%)

30
(25,21%)

123
(58,28)

45
(21,32%)

10
(35,71%)

Masc
Hb AA
n=119
Fem
Masc
Hb AS
n=211
Fem
Masc
Hb SS
N=28
Fem

10
(35,71%)

WT= alelo selvagem; C282Y= alelo mutante para C28263D= alelo mutante para H63D.
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Tabela II: Frequéncia Alélica das mutacfes C282Y e H63D ne ¢HfE em
doadores de sangue com Hb AS e Hb AA e pacient@®faes (Hb SS).

Mutag&o no

Tipo de Hb n°de alelos  Alelos mutados Freqiéncia Alélica
gene HFE

AS Cc282Y 422 3 0,71%
n=211 H63D 422 44 10,42%
AA Cc282Y 238 5 2,10%
n=119 H63D 238 32 13,44%
SS Cc282Y 56 2 3,57%
n=28 H63D 56 6 10,71%
Tabela lll: Valores médios e desvio padrao, resultados maximoirgmo

encontrados para as quantificagcdes de MDA e TEA@apulacao avaliada.

Grupos  Sub- MDA TEAC
grupos - - - -
Média = SD Min-max Média + SD Min-max
(ng/mL) (ng/mL) (UMol/L) (UMol/L)
Hb AA c/HFE 294,61+ 107,52 112-578 2,07+0,09 1,86-2,2
SHFE 278,80+104,18 93-483 2,07+0,11 1,78-2,31
Hb AS cHFE 335+ 128,38 112-600 2,13+0,03 2,04-2.21
sHFE 253,63 + 122 120-461 2,16+0,05 2,07

Hb SS cHFE 766,87+353 335-1524 2,04+0,07 1,94
SHFE 903,58+507 372-2362 2,05+0,08 1,88

Legenda: SD= desvio padrao; Min-max= valores mingnmeaximo.
Valor de referénciadviDA : 0-440 ng/mITEAC: 1,78-2,30 mM/L
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Tabela IV: Teste ANOVA entre MDA e TEAC para comparagéo eag@rupos estudados

Grupos MDA TEAC
AxB p=0,5518 p=0,9999
AxC p=0,2859 p=0,0089*
AxD p=0,2693 p=0,0004*
AXE p=0,0075* p=0,3565
AXxF p=0,0001* p=0,4736
BxC p=0,0936 p=0,0003*
BxD p=0,4229 p=0,0001*
BxE p=0,0006* p=0,3129
BxF p=0,0001* p=0,4074
CxD p=0,0530 p=0,0399*
CxE p=0,0120* p=0,0086*
CxF p=0,0003* p=0,0010*
DxE p=0,0051* p=0,0013*
DxF p<0,0001* p<0,0001*
ExF p=0,4450 p=0,7549

Intervalo de confianca e significancia p < 0.05
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