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Resumo 



Resumo 
As hemoglobinopatias são as mais comuns das doenças genéticas e são 

classificadas em Talassemias e Variantes de Hemoglobinas. A Hb S é originada 

por uma mutação de ponto no códon que origina o aminoácido da posição seis da 

cadeia beta globina, resultando em uma modificação estrutural na molécula que 

altera sua solubilidade e cristalização. A Hb S apresenta efeito sobre as células 

sangüíneas, desencadeando processos oxidativos com geração de radicais livres. 

Efeito semelhante observa-se no acúmulo de ferro, em decorrência da 

hemocromatose hereditária. Os defeitos de metabolismo do ferro, em especial 

aqueles oriundos dos polimorfismos no gene HFE, levam ao acúmulo de ferro 

tecidual, com potencial capacidade oxidante e peroxidação lipídica. 

Fundamentados no possível efeito tóxico da mutação no gene da globina βS (Hb 

S) e do acúmulo de ferro tecidual, relatados na literatura, objetivou-se avaliar a 

influência dos polimorfismos do gene HFE na peroxidação lipídica dos portadores 

dessa alteração de hemoglobina e sua relação com o aumento da destruição 

eritrocitária e geração de estresse oxidativo. Foram analisadas 16.000 amostras de 

doadores de sangue e encontrou-se uma freqüência de Hb AS de 1,69% na região 

Noroeste do Estado de São Paulo. Destes, 43 apresentaram herança da Hb S e de 

pelo menos um dos dois polimorfismos no gene HFE testados. A freqüência dos 

polimorfismos C282Y e H63D, no gene HFE, no grupo de doadores com Hb AS, 

esta de acordo com os dados da literatura.  No grupo de doadores de sangue com 

Hb AS observamos que, na herança concomitante dos dois polimorfismos, os 

níveis de MDA, indicativo de peroxidação lipídica, estavam elevados, indicando a 

influência de ambas afecções genéticas, no aumento dos níveis de peroxidação 

lipídica. Entretanto, os níveis médios da TEAC, indicativo da capacidade 

oxidante, apresentaram-se normais, indicando que apesar de haver um aumento da 

peroxidação lipídica neste grupo, este não é acompanhado pelo aumento da 

capacidade antioxidante, podendo levar a estresse oxidativo, muito embora todos 

os valores médios estejam dentro da faixa de normalidade.  

Palavras-chave: hemoglobinopatias, hemoglobina S, HFE, hemocromatose, 

capacidade antioxidante, estresse oxidativo. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abstract 



Abstract 
The hemoglobinopathies are the most common of the genetic disease and 

are classified in Thalassemia and Hemoglobin Variants. Hb S is originated by a 

point mutation in the codon that originates the sixth aminoacid of the β globin 

chain, resulting in a structural modification in the molecule that modifies the 

solubility and crystallization. Hb S presents an effect on the blood cells, 

unchaining the oxidative processes with the free radicals generation. Similar effect 

is observed in the iron accumulation, in result of the hereditary hemochromatosis. 

The iron metabolism defects, in special those one from the HFE gene 

polymorphism, lead to the tissue iron accumulation with potential oxidant 

capacity and lipid peroxidation. Based on the possible toxic effect of the mutation 

in the globin βS gene (Hb S) and tissue iron accumulation, mentioned in the 

literature, we was aimed evaluate the influence of HFE gene polymorphism in the 

lipid peroxidation in blood donors with hemoglobin S alteration and the relation 

with the eritrocitary destruction increase and oxidative stress generation. 16,000 

samples of blood donor had been analyzed and it was found a Hb frequency of 

1,69% from the Northwest São Paulo state region. Among them, 43 had presented 

concomitance in the Hb S inheritance and one of the two HFE gene 

polymorphism. The frequency of C282Y and H63D polymorphism, in the HFE 

gene, in the blood donor group with Hb S, is in according to the literature. We 

also verified in the blood donor group with Hb AS that, in the concomitant 

inheritance of the two polymorphism, the MDA levels, indicative of lipid 

peroxidation, were raised, showing the influence of both genetic affections, in the 

levels of lipid peroxidation. However, the TEAC average levels, indicative of the 

oxidant capacity, had been presented normal, indicating that in spite of a lipid 

peroxidation raise, this is not followed by the increased of the antioxidant 

capacity, leading to oxidative stress. All the average values are inside the 

normality band.  

 

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

antioxidant capacity, stress oxidative. 
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1. Introdução 

 

 1.1 Considerações sobre as Hemoglobinopatias 

 

 Nos vertebrados, a hemoglobina (Hb) é uma proteína globular e 

tetramérica, com peso molecular de 64.458 daltons, composta de duas sub-

unidades polipeptídicas diméricas codificadas por dois grupos de genes 

localizados nos cromossomos humanos 11 e 16. Cada uma das quatro subunidades 

é composta por uma fração protéica, a globina, e um grupo prostético, o heme, 

contendo um átomo de ferro, capaz de se ligar a uma molécula de oxigênio, o que 

determina sua capacidade de transporte de oxigênio dos pulmões para os tecidos e 

de gás carbônico no sentido inverso. Além do transporte de gases, a hemoglobina 

atua também no equilíbrio ácido-base, na detoxificação de Espécies Reativas de 

Oxigênio (EROS), e no transporte de Oxido Nítrico (NO), para garantir a 

capacidade antioxidante do sangue e oxigenação dos tecidos (HONIG; ADAMS, 

1986; WEATHERALL; CLEGG, 2001; CAVIL, 2002; REISCHL et al., 2007).   

 A fração protéica da molécula de hemoglobina humana é formada por 

quatro cadeias num total de 574 aminoácidos (aa). Duas delas são constituídas por 

141 aa cada, as chamadas tipo alfa (zeta e alfa), e as outras duas são formadas por 

146 aa cada, conhecidas como tipo beta (epsilon, gama, delta e beta) 

(LEHMANN; HUNTSMAN, 1974).  

 As hemoglobinopatias são as mais comuns das doenças genéticas e, de 

acordo com a Organização Mundial de Saúde, 270 milhões de pessoas possuem 

genes que determinam hemoglobinas anormais no mundo (CLEGG-

WEATHERALL, 1999). Ocorrem fundamentalmente por: mutações e/ou deleções 

em genes reguladores, que levam ao desequilíbrio do conteúdo quantitativo das 

cadeias globínicas, originando as talassemias, ou por alterações envolvendo genes 

estruturais, que promovem a formação de moléculas com características 

bioquímicas diferentes, denominadas variantes (NAOUM, 1997). Estudos 

epidemiológicos mostram que 300 a 400 mil crianças nascidas vivas por ano no 
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mundo, apresentam anemia falciforme ou alguma forma de talassemia grave. A 

detecção de portadores destas afecções genéticas tem importância para a saúde 

pública, pois esses indivíduos representam fonte de novos heterozigotos e de 

possíveis homozigotos (BANDEIRA et al.,  2007).  

 As talassemias constituem um grupo heterogêneo de síndromes 

provocadas pela diminuição, geneticamente determinada, na síntese de uma ou 

mais cadeias polipeptídicas, gerando um desequilíbrio entre as subunidades 

produzidas, dificultando o processo de eritropoiese e causando hemoglobinização 

deficiente dos eritroblastos. Em nível periférico, as talassemias expressam-se com 

alterações morfológicas de intensidade variável, conforme o tipo de talassemia e o 

número de genes envolvidos. São classificadas, segundo a cadeia polipeptídica 

produzida em taxa reduzida.  Os tipos mais comuns de talassemia na população 

brasileira são a alfa e beta na forma heterozigota, porém os números variam de 

acordo com a origem étnica do grupo analisado (RAMALHO, 1986; BONINI-

DOMINGOS, 1993; NAOUM, 1997, SIQUEIRA et al., 2002; BANDEIRA et al., 

2007). 

Com relação às variantes de Hb, são conhecidas 1010 até o momento, 

sendo as mais comumente encontradas a Hb S, Hb C, Hb D e Hb E (*).  

Apresentam fundamentalmente alterações em genes estruturais que promovem a 

formação de moléculas de hemoglobinas com características bioquímicas 

diferentes das hemoglobinas normais. A maioria das variantes estruturais de 

hemoglobina é originada pela substituição de um único aminoácido, resultante de 

mudanças nas seqüências dos nucleotídeos. As alterações, com conseqüências nas 

atividades físico-químicas da molécula dependem do local e da extensão do 

processo mutacional, sendo detectável por procedimentos eletroforéticos 

(NAOUM, 1997; GIARDINE et al.,2007). 

  Dentre as alterações de hemoglobina, existe ainda outro grupo, que se 

caracteriza pela manutenção da hemoglobina Fetal em quantidades aumentadas na 

vida adulta que é designado por Persistência Hereditária de Hemoglobina Fetal – 

PHHF (HONIG; ADAMS, 1986; THOMPSON et al., 1993). 

 

(*)http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3 consulta realizada em 15/01/2009 
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 A prevalência e o tipo de hemoglobina anormal, encontrados na população 

refletem a diversidade e os diferentes graus de mistura étnica entre os brasileiros 

de cada região. Além da população indígena nativa, originalmente de 1,5 milhões 

de pessoas, nos séculos 16 a 19, o Brasil recebeu em torno de 800 mil portugueses 

e 3,5 milhões de negros, vindos principalmente de dois grupos africanos, Bantu e 

Sudaneses. Em adição, outros cinco milhões de imigrantes, participaram da 

composição étnica da nossa população. Todos esses grupos sofreram mistura 

inter-racial contribuindo para determinar a população Brasileira miscigenada, com 

distribuição étnica diferenciada em várias regiões geográficas do país. O estudo 

das hemoglobinopatias no Brasil vem sendo realizado desde a década de 40 com 

ênfase, sobretudo à variante S. No entanto, outras variantes, talassemias e 

associações, têm sido encontradas (SIQUEIRA et al., 2002; DOMINGOS et 

al.,2004). 

 Os efeitos fisiopatológicos das hemoglobinopatias em adultos variam de 

assintomáticos até alterações graves, como em portadores de Hb S na forma 

homozigota (Hb SS) e talassemia beta maior. A clínica da doença falciforme é 

variável, pois depende de fatores genéticos, sociais, e ambientais. Três 

características geneticamente determinadas têm importância na gravidade da 

evolução clínica: as interações com a talassemia, os níveis de hemoglobina fetal 

(Hb F) e os haplótipos associados ao gene da Hb S. Além disso, problemas 

clínicos significantes acompanham também os duplos heterozigotos envolvendo a 

Hb S e Hb C (W.H.O., 1989; CHAMI, et al.,  1994; GHANI, et al., 2002). 

 Estudos realizados em populações brasileiras revelam a existência de, 

aproximadamente, 10 milhões de pessoas com hemoglobinopatias, e de cerca de 

três mil nascimentos/ano de homozigotos (SIQUEIRA et al., 2002; BONINI-

DOMINGOS et al., 2006). Segundo dados do Ministério da Saúde do Brasil, 

quanto à prevalência da Hb S em diferentes regiões brasileiras, estima-se a 

existência de mais de sete milhões de portadores heterozigotos e de 25 a 30 mil 

afetados com a forma homozigota (Hb SS), além do nascimento de 3500 novos 
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casos anuais de doenças falciformes no país. (MINISTÉRIO DA SAÚDE, in 

CANÇADO; JESUS, 2007)  

Na região Ibero-americana, a Hb S, bem estabelecida como o 

polimorfismo mais freqüente, junto com a Hb C, têm grande importância clínica e 

antropológica. Destaca-se, porém, que a migração eletroforética em pH alcalino 

apresenta similaridade com outras Hb, e estudos complementares para sua correta 

caracterização são necessários (ZAMARO et al.,2000; BONINI-DOMINGOS  et 

al.,2006). Contudo, a maioria das variantes como Hb E e Hb D Punjab, originárias 

da Ásia, e Hb Korle-Bu e Hb G-Philadelphia, originárias da África, que 

apresentam um traçado eletroforético semelhante à Hb S, são menos freqüentes 

(SAENS-RENAULD et al., 1993; CHINELATO, 2003; ONDEI, 2005; 

ZAMARO, 2007). 

    

  1.2 Hemoglobina S 

A Hb S, originada por mutação pontual do códon GAG (ácido glutâmico), 

que foi substituído por GTG (valina) correspondente ao 6° aminoácido da cadeia 

polipeptídica no braço curto do cromossomo 11,  ocasiona  alterações na 

estabilidade e solubilidade da Hb falcizada (FRENETTE; ATWEH, 2007). A 

mudança de carga elétrica negativa do ácido glutâmico, para carga elétrica neutra, 

como o da valina, tem como conseqüência, alteração na mobilidade eletroforética 

desta Hb, deixando-a mais lenta que a Hb A em eletroforese pH alcalino. Esta 

característica. Favorece sua polimerização, em condições de baixa tensão de 

oxigênio, com alteração do eritrócito que também torna-se rígido, sem 

elasticidade conforme ilustra a Figura 1 (HIGGS;WEATHERALL, 1993; 

NAOUM, 1997; WEATHERALL; CLEGG, 2001; FRENETTE; ATWEH, 2007). 

 As alterações celulares são dependentes da concentração de Hb S, 

mediadas pelo oxigênio, temperatura e desidratação, afetando a membrana, 

tornando-a falcizada, aumentando a concentração de cálcio, diminuindo a 

concentração de potássio e diminuindo também ATP. As alterações de membrana 

resultantes da polimerização podem ser revertidas com a reoxigenação celular, 
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porém, como o processo de falcização é repetido, as alterações funcionais 

aumentam e a célula torna-se irreversivelmente falcizada (Figura 2). Indivíduos 

homozigotos (Hb SS) possuem de 4% a 44% de eritrócitos falcizados, 

irreversíveis, na circulação periférica, que são retiradas da circulação sanguínea 

mais precocemente do que o tempo médio de 120 dias.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Esfregaço de sangue periférico de um paciente com doença falciforme, com 

presença de drepanócitos (setas) (modificado de FRENETTE; ATWEH, 2007). 

 

As lesões celulares causadas por radicais livres derivados de espécies 

ativadas de oxigênio (O2
•-

, H2O2 e HO•) estão associadas com a diminuição da 

sobrevida do eritrócito em vários tipos de anemias hemolíticas, sejam de ordem 

adquirida, hereditária, induzida por drogas oxidantes ou metais pesados. Os 

eritrócitos falcêmicos têm suas lesões intensificadas em uma relação direta com a 

concentração de Hb S intra-eritrocitária, sendo que em alguns casos, quando a 

concentração de Hb S é superior a 90%, a vida média dos eritrócitos é de 

aproximadamente 30 dias (BEUTLER, et al., 1995; FRENETTE; ATWEH, 2007). 

Qualquer situação patológica que aumente a geração de radicais, seja pela 

elevação de processos pró-oxidantes ou pelo desequilíbrio das defesas 

antioxidantes, acentuará a produção de espécies ativadas de oxigênio (NAOUM; 

SOUZA, 2004). 
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O gene da Hb S apresenta alta prevalência em várias regiões da África e 

em outras partes do mundo onde a malária por Plasmodium falciparum é 

endêmica, ou onde existam grupos de imigrantes portadores do gene S. A alta 

prevalência de Hb S nessas áreas pode ser explicada por dois mecanismos: seleção 

de heterozigotos em áreas altamente malarígenas e imigração espontânea ou 

forçada dos portadores do gene alterado (ALLISON, 1964; CLEGG-

WEATHERALL, 1999; ASHLEY-KOCH et al.,2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Alteração da membrana celular por polímeros de Hb S. Os polímeros rompem 

o citoesqueleto e formam uma saliência resultando em um desarranjo da bicamada de 

fosfolipídios causando a inversão da fosfatidilserina (PS) e exposição da proteína 

transmembrânica (modificado de FRENETTE; ATWEH, 2007). 

 

Estudos antropológicos associados às análises biomoleculares sugerem que 

o gene anormal para a síntese da globina S tenha primeiramente ocorrido na 

região centro-oeste da África, Índia e leste da Ásia. Admite-se, portanto, que a 



 
 

 

23 

origem da Hb S foi multirregional, atingindo populações com diferentes 

haplótipos e, por essa razão, certamente é possível entender a diversidade clínica 

que se observa entre os pacientes com a doença falciforme (NAOUM; BONINI-

DOMINGOS, 1997).   

Por meio de seis diferentes enzimas de restrição (Hinc I, Hinc III, Xnm I, 

Hinf I, Hpa I e Bam HI) é possível identificar os cinco haplótipos para o gene βS, 

classificados conforme a origem geográfica em: Asiático (ou Indiano-Asiático), 

Senegal, Benin, Bantu e Camarões. A maioria dos cromossomos com o gene βS 

tem um dos cinco haplótipos comuns, mas em alguns pacientes (5% - 10%) 

podem ser encontrados haplótipos menos comuns, usualmente denominados como 

haplótipos atípicos. Estes são provavelmente gerados por uma variedade de 

mecanismos genéticos como mutações em ponto nos sítios de restrições, simples 

ou duplas trocas entre dois haplótipos β
S típicos ou, mais freqüentemente, 

associação entre um haplótipo β
S típico e um haplótipo βA diferente (ZAGO et al., 

2000). 

A população da região noroeste do estado de São Paulo é, em sua maioria, 

formada por descendentes de caucasóides do mediterrâneo, com pouca influência 

africana (NAOUM et al., 1984).  A freqüência da Hb S para a região de São José 

do Rio Preto sofre influência dos fluxos migratórios internos e está estimada entre 

2,5% e 3,0% (BONINI-DOMINGOS, 1993; NAOUM, 1997, SIQUEIRA, et al., 

2002; DOMINGOS et al., 2004). 

 

 1.3  Metabolismo do Ferro 

O ferro é o metal mais abundante na Terra, sendo freqüentemente 

encontrado na forma insolúvel (Fe+3). A capacidade de doar elétrons torna este 

metal fundamental para funções celulares, como síntese de DNA, transporte de 

oxigênio e respiração celular. Uma importante função do ferro é a sua participação 

na eritropoiese. Entretanto, devido ao seu potencial oxi-redutor, suas quantidades 

devem ser rigorosamente controladas, pois, quando em excesso, podem produzir 
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radicais livres que agridem as biomoléculas (PIETRANGELO, 2002, 

ANDREWS, 2005; FRAZER; ANDERSON, 2005).  

Em condições normais, o conteúdo de ferro no organismo humano é 

estável, podendo ser encontrado entre quatro e cinco gramas, com a prioridade de 

satisfazer a necessidade eritropoiética, de aproximadamente 20 mg por dia, na 

incorporação pela Hb. As reservas desse elemento nos seres humanos são 

variáveis. Em mulheres pré-menopausa estão ao redor de 300mg, devido às perdas 

sanguíneas menstruais e ao aumento das necessidades nas gestações, e, em adultos 

do sexo masculino, pode alcançar até um grama (PIETRANGELO, 2006). 

 O controle de absorção férrica é realizado pela superfície do lúmen 

duodenal, sendo necessária a atuação de um sistema metabólico eficiente, capaz 

de regular os níveis do metal, impedindo sua ação tóxica nos componentes 

celulares. O ferro é um metal hidrofílico polar e incapaz de atravessar membranas, 

por isso, sua entrada na célula é mediada por especializações de membrana, 

garantindo sua redução para um estado solúvel (Fe+2) e favorecendo sua ligação a 

transportadores celulares (PIETRANGELO, 2002). 

O ferro presente nos alimentos se encontra sob duas formas: heme e não 

heme (MACKENZIE; GARRICK, 2005). Os mecanismos de regulação do ferro 

heme são pouco conhecidos. Sua absorção no lúmen da porção proximal do 

intestino delgado ocorre pela digestão proteolítica da hemoglobina e da 

mioglobina. O heme liberado é absorvido pela membrana apical e, clivado no 

lisossomo pela enzima heme oxidase em bilirrubina e Fe2+. O mecanismo de 

liberação do ferro desse compartimento para o citosol também não está totalmente 

esclarecido (MACKENZIE; GARRICK, 2005). 

Nas últimas décadas estudos foram realizados para elucidar os 

mecanismos que controlam o processo de absorção do ferro não heme. Na 

primeira etapa desse mecanismo, o ferro, presente na luz intestinal, é captado para 

o enterócito, através da membrana apical. A proteína responsável por esse 

transporte é um transportador de metal bivalente, a DMT1. Portanto, o ferro que 

em sua maioria se encontra no estado férrico (Fe3+), necessita ser reduzido para a 
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forma ferrosa (Fe2+), para ser absorvido.  A enzima responsável por esse processo 

parece ser uma ferroredutase, a Dcytb (ANDREWS, 2005). A DMT1 e a Dcytb 

estão presentes na membrana apical dos enterócitos, nas vilosidades do duodeno 

proximal e a regulação está associada à quantidade de ferro corporal disponível 

(MACKENZIE; GARRICK, 2005).  

Dentro da célula o ferro pode ser armazenado sob a forma de ferritina, e 

posteriormente, perdido na descamação celular, ou absorvido para a corrente 

sangüínea.  O mecanismo de transporte para a membrana basocelular é pouco 

conhecido, sendo provável que o ferro se ligue a uma chaperona, o que manteria 

sua solubilidade (ANDREWS, 2005). O transporte pela membrana basocelular 

para o plasma é mediado por uma proteína transportadora, a ferroportina 1, 

encontrada em grande quantidade no fígado, baço, rins, coração, placenta e células 

duodenais, sendo  também responsável pela liberação do ferro armazenado nos 

macrófagos e hepatócitos (DONOVAN et al., 2000). Finalmente, na corrente 

sanguínea, o ferro necessita ser novamente oxidado para ser captado pela 

transferrina. A enzima responsável por esse processo parece ser a hefestina. 

(VULPE et al., 1999; DONOVAN et al., 2005) (Figura 3). 

O ferro ligado a transferrina é transportado, pelo sistema porta, para o 

fígado onde é armazenado, associado à ferritina e hemossiderina (KAWABATA, 

1999). A transferrina é uma proteína plasmática que tem a capacidade de 

transportar dois átomos de ferro. O transporte para dentro das células é realizado 

pelos receptores da transferrina, TRF1 e TRF2, localizados na superfície celular. 

Cada receptor pode se ligar a duas moléculas de transferrina. O TRF1 é expresso 

em todas as células do organismo, geralmente, em pequena quantidade, porém, é 

altamente expresso nos precursores eritróides, linfócitos ativados, trofoblastos do 

sincício placentário e células tumorais. O TRF2 se expressa principalmente nos 

hepatócitos, não sendo regulado pela sobrecarga de ferro hepático (KAWABATA 

et al., 2000; FLEMING et al., 2000).  

As principais células de armazenamento do ferro são os macrófagos e os 

hepatócitos, oriundos de fontes diferentes.  O ferro liberado pela destruição dos 
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eritrócitos e o ferro medicamentoso são estocados nos macrófagos. Os hepatócitos 

armazenam o ferro livre e o que estava ligado a transferrina.  Essas células têm 

grande capacidade de armazenamento, podendo conter até 10 vezes a quantidade 

normal, sem evidências de dano hepatocelular (ANDREWS, 2005). Em nível 

molecular, o ferro é armazenado primariamente na forma de ferritina, e cada 

molécula desta proteína acomoda cerca de 4500 átomos de ferro. A degradação da 

ferritina forma a hemossiderina, um conglomerado de ferro não homogêneo com 

restos de produtos de membrana e proteínas. O ferro da hemosiderina não 

consegue ser mobilizado (THEIL, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Mecanismo de absorção do ferro intestinal (Adaptado de 

BRITTENHAM et al., 2001). 

 

A ferritina é encontrada em pequenas quantidades no plasma. Sua 

concentração é diretamente relacionada com a quantidade de ferro armazenado e, 

por isso, sua dosagem tem sido usada, rotineiramente, para avaliação das reservas 

orgânicas (WALTERS et al., 1973; BASSET et al., 1984). A absorção de ferro é 
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influenciada por vários fatores como: reservas de ferro, taxa de eritropoiese, 

hipóxia, inflamação e gravidez. Esses fatores atuam modificando a expressão 

duodenal da DMT1, Dcytb e ferroportina 1. Vários mecanismos de regulação têm 

sido sugeridos. A concentração de DMT1 e Dcytb é fortemente afetada pelas 

quantidades de ferro nos enterócitos. Esse mecanismo de regulação parece ser 

mediado pelas proteínas reguladoras do ferro (IRPs), que se ligam aos elementos 

responsivos (IREs) presentes no RNAm, da enzima DMT1 intestinal, 

estabilizando a molécula, e aumentando sua concentração enzimática. A molécula 

da enzima Dcytb não possui domínio para ligação com proteínas reguladoras do 

ferro, sugerindo um mecanismo de controle diferente (MACKENZIE; GARRICK, 

2005; FRAZER; ANDERSON, 2005).   

O mais recente e importante avanço nessa área foi o reconhecimento do 

fígado como órgão central desse mecanismo. Sua ação está relacionada à síntese 

de um pequeno peptídeo de 25 aminoácidos, a hepcidina. Estudos indicam que a 

hepcidina se liga diretamente a ferroportina ocasionando sua interiorização e 

posterior degradação. Nas células intestinais a ausência da ferroportina leva a uma 

diminuição da liberação do ferro para a corrente sanguínea e, conseqüentemente 

ao aumento do ferro celular e ao bloqueio de sua absorção (NEMETH et al., 2005; 

WESSLING-RESNICK, 2006.) Da mesma maneira, a liberação do ferro dos 

macrófagos é inibida.   

A síntese da hepcidina é regulada pelas quantidades de ferro, de oxigênio e 

por citocinas liberadas durante processos inflamatórios. O aumento da oferta de 

ferro, pela alimentação ou por transfusões sanguíneas, estimula sua síntese. Com o 

aumento compensatório da eritropoiese, diminui a concentração desse hormônio, 

facilitando a absorção intestinal e a liberação do ferro armazenado. Estudos em 

portadores de sobrecarga de ferro têm identificado três moléculas que 

desempenham um papel fundamental na regulação da expressão da hepcidina 

(PAPANIKOLAOU et al., 2004; GANZ, 2005; FRAZER; ANDERSON, 2005; 

PIETRANGELO, 2006). A primeira a ser descrita foi a HFE, uma proteína da 

superfície celular, cuja estrutura inclui um grande domínio extracelular, formado 
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de três alças (α1 a α3), um único domínio transmembrana e uma pequena cauda 

citoplasmática. Para estabilização, transporte intracitoplasmático e expressão da 

HFE na superfície celular e nas membranas endossomais, é necessário a ligação 

com a β2 microglobulina, que se faz pela alça α3.  Nesse mesmo sítio ocorre a 

interação com o TfR1. Mutações que afetam essa associação podem ocasionar 

sobrecarga de ferro.  A proteína HFE é expressa em vários tecidos, principalmente 

no fígado, sendo pouco influenciada pelas mudanças da concentração do ferro 

orgânico (FLEMING; BRITTON, 2006). 

 Outra proteína importante no metabolismo do ferro e expressa 

principalmente pelas células hepáticas é o receptor de transferrina 2 (TfR2). 

Mutações no gene que a codifica ocasionam distúrbios semelhantes aos do gene 

HFE.  

A última proteína envolvida no processo a ser descrita, foi a hemojuvelina. 

Até o momento, sua função não foi totalmente elucidada, porém indivíduos com 

mutações no gene HJV apresentam importante diminuição dos níveis de 

hepcidina, evoluindo com rápida sobrecarga de ferro e acentuado dano orgânico 

(PIETRANGELO, 2006). Os mecanismos exatos de como essas moléculas 

identificam a quantidade de ferro orgânico e regulam a expressão da hepcidina 

ainda não foram esclarecidos. 

 

 1.4  Hemocromatose Hereditária 

 A hemocromatose é uma doença multifatorial caracterizada pela 

progressão de uma anormalidade bioquímica para a toxicidade nos órgãos. A 

hemocromatose hereditária (HH) é caracterizada pelo acúmulo de ferro (Fe) no 

organismo, freqüente em descendentes do norte europeu, sendo provavelmente de 

origem celta. A primeira referência dessa doença data de 1865, na França, por 

Trousseau. Passados 25 anos, Von Recklinghausen, em 1889 na Alemanha, 

utilizou-se pioneiramente do termo “hemocromatose” descrevendo uma doença 

relacionada a problemas de estocagem e difusão de ferro. Apenas em 1935, foi 
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caracterizada como uma doença hereditária gerada pelo excesso de ferro 

depositado nos tecidos (SHELDON, 1935; PIETRANGELO, 2006).  

 A HH tem herança autossômica recessiva, e sua descoberta permitiu 

grande avanço no entendimento dessa patologia. A alteração da proteína HFE 

representa um papel essencial no processo, mas sua presença, somente, não é 

suficiente para explicar o amplo espectro das conseqüências metabólicas e 

patogênicas atribuídas à HH. Dentro deste contexto, existem muitos fatores 

relacionados ao indivíduo, como idade, gênero, genes modificados, ou adquiridos, 

dieta e consumo de álcool, exercendo um importante papel na penetrância desse 

gene. O diagnóstico precoce da HH é essencial, pois o tratamento pode ser 

iniciado antes da instalação dos danos irreversíveis aos órgãos, podendo o 

indivíduo ter uma boa expectativa de vida (PIETRANGELO, 2006).  

Os sintomas clínicos têm início ao redor da quarta década de vida e são 

inespecíficos. Os mais comuns são fadiga, indisposição e dores articulares. Nas 

fases avançadas, a doença pode se manifestar com cirrose hepática, diabetes 

mellitus, hipogonadismo, cardiomiopatia, artrite, hiperpigmentação da pele e 

carcinoma hepatocelular. Pacientes com HH apresentam estoques aumentados de 

ferro (25 a 30g), em conseqüência da intensa absorção intestinal (LIMDI; 

CRAMPTON, 2004), mas, apesar desse mecanismo não estar ainda bem 

determinado, acredita-se que esse aumento seja provocado por um descontrole das 

células duodenais superficiais em captar o metal mais avidamente 

(PIETRANGELO, 2004). A excreção do ferro é bem limitada, fazendo com que o 

organismo tenha dificuldade em livrar-se do excesso por ele mesmo, exceto por 

hemorragias (PIETRANGELO, 2006). 

 O gene HFE está localizado no braço curto do cromossomo seis, dentro do 

Complexo Principal de Histocompatibilidade, com sete éxons e aproximadamente 

10 Kb. Codifica um polipeptídio de 343 resíduos de aminoácidos, a proteína HFE, 

com características histoquímicas semelhantes às proteínas de classe I do HLA. 

Duas mutações foram identificadas inicialmente no gene HFE, em pacientes 

caucasóides com HH: 
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 a) C282Y: troca de guanina por adenina no nucleotídeo 845, que leva a 

uma substituição de um aminoácido cisteína para tirosina na posição 282. Esta 

mutação gera uma proteína defeituosa que não permite a interação com a proteína 

plasmática acessória, β2 Microglobulina, responsável pelos mecanismos 

regulatórios do ferro no organismo. A proteína mutante fica retida no complexo de 

Golgi e no retículo endoplasmático onde é degradada (FLEMING; BRITTON, 

2006). Desta forma há uma diminuição na captação do ferro ligado a transferrina, 

pelas células duodenais, levando a diminuição da sua concentração nessas células 

e, portanto, sinalizando para o aumento da expressão das proteínas reguladoras do 

ferro (IRPs), da enzima DMT1 e da ferroportina (SIAH et al.,2006).   

 b) H63D: troca de citosina por guanina no nucleotídeo 187 que resulta na 

substituição de um aminoácido histidina por um aminoácido ácido aspártico na 

posição 63 (FEDER et al.,1996). A mutação H63D produz uma proteína que 

diminui a afinidade do ferro ao receptor da transferrina, mas não altera a interação 

da HFE com a β2 Microglobulina (Figura 4) (BITTENCOURT et al.,2002). 

 Das 37 variantes alélicas descritas no gene, a C282Y e a H63D respondem 

por 90% dos casos de HH (SOUZA; CARVALHO, 2001; BEUTLER, 2004; 

HUNT; HUAWEI, 2004).  

Na hemocromatose associada ao gene HFE, a elevação da saturação da 

ferritina é o marcador bioquímico mais precoce e freqüente, estando acima de 

45% na maioria dos pacientes (SWINKELS et al.,2006). Os exames mais 

utilizados para triagem laboratorial de sobrecarga de ferro são a saturação de 

transferrina e a ferritina sérica. Porém, a dosagem de ferritina é menos sensível 

que a saturação para a detecção da doença e, além disso, o aumento de sua 

concentração está relacionado à outras patologias como doenças inflamatórias, 

neoplasias e necrose hepatocelular (SWINKELS et al.,2006; SIAH et al.,2006). 

Níveis de ferritina acima de 200ng/mL e 300 ng/mL, em mulheres e homens, 

respectivamente, na ausência dessas patologias, são indicativos do aumento das 

reservas de ferro e necessitam de melhor investigação (CAZZOLA et al.,2003; 

CAMASCHELLA, 2005).  
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Figura 4 – Ilustração com esquema representativo da absorção de Ferro 

em conseqüência da herança dos polimorfismos no gene HFE. Proteína HFE 

normal (A), mutação C282Y (B), e mutação H63D (C). 

 

 1.5 Dano oxidativo 

O estresse oxidativo e danos mitocondriais têm sido implicados na etiologia 

de numerosas doenças. Os eritrócitos estão sujeitos aos efeitos nocivos de agentes 

oxidantes (EROS) tais como o anion superóxido (O2
•-), o radical hidroxila (HO•), e 

o peróxido de hidrogênio (H2O2) que são produzidos por fatores exógenos como 

drogas e infecções e também formados dentro das células vermelhas, como 

conseqüência da reação da hemoglobina com o oxigênio. Como esses oxidantes 

acumulam-se nos eritrócitos, a hemoglobina e outras proteínas são oxidadas 

levando à perda de função e destruição dos eritrócitos, existindo desta forma, uma 

importante relação entre o estresse oxidativo e a anemia (REISCHL et al., 2007). O 

Citoplasma Citoplasma 
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radical hidroxila causa danos ao DNA, RNA, às proteínas, lipídios e membranas 

celulares, do núcleo e mitocondrial. Ele é formado no organismo principalmente 

por dois mecanismos: reação de H2O2 com metais de transição e homólise da água 

por exposição à radiação ionizante (Equação 1). O ataque intensivo e freqüente 

deste radical pode originar mutações no DNA e, conseqüentemente, levar ao 

desenvolvimento de câncer em seres humanos no período de 15 a 20 anos. 

H2O Luz UV
→ HO• + H•                                                                                   (1) 

O peróxido de hidrogênio isoladamente é praticamente inócuo, porém 

pode se difundir facilmente pelas das membranas celulares. Devido ao fato da 

célula possuir metais de transição, ocorre geração do radical HO• em seu interior. 

Em nosso organismo, os metais de transição mais importantes para a 

ocorrência dessa reação são Cu1+ e Fe2+. Nesse sistema, a importância do ferro é 

mais pronunciada devido a sua maior biodisponibilidade e, no organismo, na 

maior parte do tempo ele encontra-se complexado com proteínas de transporte 

(ex. transferrina), e armazenamento (ex. ferritina e hemossiderina). A reação do 

Fe2+ com o H2O2 (reação de Fenton) pode ser representada de maneira 

simplificada na Equação 2 ou de forma mais complexa na Equação 3 

(BARREIROS et al., 2006).  

Fe 2+ + H2O2 → Fe3+ + HO• + HO-                                                             (2) 

Fe 2+ + H2O2 → FeOH3+ (ou FeO2 + H+) → Fe3+ + HO•      (3) 

                                                             

Antioxidantes atuam na defesa do organismo contra danos provocados por 

substâncias oxidantes, que podem ser endógenos ou absorvidos pela dieta. O 

potencial antioxidante das amostras biológicas pode ser determinado por meio de 

um potente antioxidante conhecido, o trolox (ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrameticromono-2-carboxílico), análogo sintético hidrossolúvel da vitamina E 

(JAN et al.,2002).  

HO- 

   ↵ 
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Um dos fatores que predispõe o processo hemolítico nas células 

falciformes induzindo-o às múltiplas conseqüências patológicas da doença 

falciforme deve-se à degradação oxidativa da Hb S (DAS, 1990; STEINBERG, 

1998; SOUZA, 1999). Com a desoxigenação, a afinidade ao oxigênio pela Hb S 

cai e, dessa forma, qualquer fator que estabilize o estado desoxi reduzirá a 

afinidade pelo oxigênio, perpetuando esse estado e a polimerização (BEUTLER, 

1983; FRENETTE; ATWEH, 2007). A desoxigenação da Hb S favorece a sua 

metahemoglobinização (meta-Hb S) e a conseqüente elevação desse pigmento 

dentro do eritrócito. Quando a concentração de meta-Hb S supera a ação da 

enzima meta-Hb redutase, é desencadeada a degradação da meta-Hb S, com 

formação de hemicromos ou subprodutos do grupo heme, e a precipitação da 

globina S, oxidada sob forma de corpos de Heinz (WINTERBOURN, 1990; 

NAOUM, 1996). 

Durante a transformação do eritrócito discóide com Hb S em eritrócito 

afoiçado, além dos eventos bioquímicos e polimerizantes da célula, ocorre 

também a degradação oxidativa da Hb S, com liberação de espécies ativadas de 

oxigênio (O2
•-

, H2O2 e HO•) que alteram a distribuição das moléculas de IgG na 

superfície da membrana eritrocitária. As alterações de membrana resultantes da 

polimerização, levam à falência parcial da bomba de sódio/potássio/ATPase, com 

conseqüente perda de potássio e água pela célula, aumentando a concentração de 

Hb S e favorecendo ainda mais a polimerização. Ocorre também, aumento na 

concentração de cálcio intracelular, por alteração na bomba de cálcio/ATPase e 

aumento da permeabilidade da membrana a esse íon (NAGEL et al., 1991; 

NAOUM, 1997). 

 A disposição desordenada da molécula de IgG em determinadas regiões da 

célula falciforme facilitam as ligações com os receptores Fc das células 

endoteliais e, dessa forma, induzem a ação fagocitária dos macrófagos no sistema 

fagocitário mononuclear, causando hemólise e anemia (SOUZA, 1999). 
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 1.6 Peroxidação Lipídica 

Os radicais livres superóxido e peróxido de hidrogênio, apesar de pequena 

ação direta sobre os constituintes celulares são considerados agressivos 

principalmente pelo fato, de na reação de Haber-Weiss, reagirem para produzir os 

radicais hidroxila, os verdadeiros responsáveis pela lesão celular. Os radicais 

hidroxila atuando sobre lipídios, carboidratos, proteínas e ácidos nucléicos, 

promoverão “estresse oxidativo”, gerando modificações da função e estrutura 

celular que poderão levar esta célula à morte. Da ação dos radicais hidroxila sobre 

os ácidos nucléicos, decorrem modificações estruturais da molécula do DNA, 

implicando em alterações, como mutações gênicas, e envolvimento na 

inicialização do câncer. Em proteínas, os radicais livres causam oxidação com 

quebra de cadeias polipeptídicas e/ou perda ou alteração de atividade enzimática, 

e sobre lipídios resultam em peroxidação lipídica, que é o principal responsável 

por alterações da permeabilidade da membrana celular (FELIPE JR; PERCÁRIO, 

1995; PERCARIO, 2007; ZANELLA, et al.,2007) 

 A peroxidação lipídica ocorre em ácidos graxos polinsaturados e é iniciada 

por um radical HO• que captura um átomo de hidrogênio de um carbono metileno 

da cadeia polialquil do ácido graxo. O fato do oxigênio ser sete a oito vezes mais 

solúvel em meio não polar que em meio polar, permite que as membranas 

biológicas tenham uma elevada concentração de oxigênio na região hidrofóbica 

medial, com potencial para realizar maior dano aos ácidos graxos poliinsaturados 

da membrana, pois é a estrutura mais suscetível à desestruturação provocada pela 

peroxidação lipídica. Assim, um ácido graxo, com um elétron desemparelhado, 

reage com oxigênio, gerando um radical peroxil. Este produto é altamente reativo 

e pode se combinar com outros radicais semelhantes, alterando as proteínas de 

membrana (GATE et al.,1999).  

 As principais conseqüências da lipoperoxidação da membrana são: 

alteração de permeabilidade, alteração do transporte de substâncias orgânicas e 

inorgânicas, alteração da bomba de Na+, K+, Ca++ e ATPase; danos ao DNA e 

morte celular (NAOUM; SOUZA, 2004). Um dos produtos da peroxidação 
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lipídica da membrana é o malondialdeído (MDA), um dialdeído altamente reativo, 

que eventualmente reage com o grupo amino, proteínas, fosfolipídios ou ácidos 

nucléicos, induzindo modificações estruturais das moléculas biológicas 

(MCBRIDE; KRAEMER, 1999). 

 O aumento da geração de espécies reativas de oxigênio, pode levar a 

peroxidação lipídica observada na anemia falciforme, situação em que ocorre 

também, liberação anormal de ferro e baixa atividade antioxidante (DASGUPTA, 

et al., 2006). A Hb S apresenta efeito sobre as células sangüíneas, desencadeando 

processos oxidativos com geração de radicais livres (SOUZA, 1999; 

MANFREDINI et al., 2008). Efeito semelhante observa-se no acúmulo de ferro, 

em decorrência da hemocromatose hereditária. Os defeitos de metabolismo do 

ferro, em especial aqueles oriundos dos polimorfismos no gene HFE, levam ao 

acúmulo de ferro tecidual, com potencial capacidade oxidante e peroxidação 

lipídica (McCULLOUGH; BARTFAY, 2008).  

 Tendo como base o possível efeito tóxico da hemoglobina S e do acúmulo 

de ferro em decorrência de destruição eritrocitária e/ou Hemocromatose 

Hereditária, relatados na literatura, objetivou-se avaliar a freqüência dos 

polimorfismos do gene HFE, em doadores de sangue portadores de Hb S, e sua 

relação com peroxidação lipídica e estresse oxidativo. 
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2.Objetivos 
 

 

 Hipótese:  

Os doadores de sangue, portadores de Hb S e de mutantes no gene HFE, 

apresentam aumento do processo oxidativo e conseqüente destruição eritrocitária. 

 

2.1. Gerais:   

 

      2.1.1. Identificar os mutantes C282Y e H63D, do gene HFE, em doadores 

de sangue com a hemoglobina S, para avaliação dos possíveis efeitos 

fisiopatológicos e de danos oxidativos, auxiliando desta maneira, no 

acompanhamento dos portadores desses defeitos, para um melhor entendimento 

sobre a variabilidade genética da população da região Noroeste do Estado de São 

Paulo.    

 

2.2. Específicos: 

 

      2.2.1. Identificar as isoformas de Hb, com padrão de migração semelhantes 

em pH alcalino, por diferentes metodologias como: Cromatografia Líquida de 

Alta Pressão (HPLC), PCR-RFLP, PCR-AE; contribuindo para o conhecimento 

dos genótipos de Hb humanas a partir do fenótipo, com a finalidade de isolar as 

amostras com Hb S; 

2.2.2. Verificar a freqüência dos polimorfismos C282Y e H63D em 

portadores de Hb S; 

2.2.3. Avaliar, nos portadores de Hb S e de mutantes C282Y e H63D, a 

influência do processo de oxidação das células sanguíneas, por meio da avaliação 

do estresse total e peroxidação lipídica. 
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3.Material e Métodos 
 

 3.1. Considerações Éticas 

 A população de estudo foi composta por doadores de sangue, de ambos os 

gêneros, da área de abrangência do Hemocentro de São José do Rio Preto, SP. 

Foram incluídos na pesquisa doadores com idade entre 18 e 65 anos de idade, 

independente da etnia, com aspecto físico saudável e que apresentaram 

hematócrito mínimo de 38% (para mulheres) ou de 40% (para homens), com valor 

máximo de 55%, critérios esses incluídos nos procedimentos de seleção de 

doadores de sangue do Hemocentro. Os doadores foram expostos somente a um 

risco considerado mínimo para sua saúde, caracterizado pela possibilidade de 

hematoma no local da punção para a coleta de sangue. Todas as informações 

fornecidas pelos sujeitos da pesquisa e os resultados obtidos nos exames 

laboratoriais foram mantidos em sigilo sendo que estes últimos, só serão 

utilizados para divulgação em reuniões e revistas científicas. Amostras de DNA e 

sangue foram armazenadas no Laboratório de Hemoglobinas e Genética das 

Doenças Hematológicas (LHGDH – UNESP), para estudos posteriores com 

outros marcadores genéticos, após obtenção de novo consentimento livre e 

esclarecido. Este projeto teve aprovação do Comitê de Ética local (parecer n° 

29/2004) e da CONEP, registrado sob o n° 11586. 

Os dados referentes às amostras serão somente do conhecimento do 

responsável pela pesquisa, garantindo a identidade dos envolvidos. Os doadores 

foram convidados por carta e/ou telefone, a retornar ao Hemocentro, para a 

orientação final das análises, quando os resultados foram repassados, em conjunto 

com os responsáveis pelo serviço de hematologia do Hemocentro. 
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  3.2. Casuística 

Foi realizado um estudo observacional a partir de análises realizadas com 

amostras de sangue periférico, de doadores de sangue do Hemocentro de São José 

do Rio Preto, que após a triagem inicial para hemoglobinopatias por eletroforese 

em pH alcalino (MARENGO; ROWE, 1965) apresentaram alguma fração de Hb 

anormal. 

Foram analisados no período de 16 meses, de Janeiro de 2002 a Abril de 

2003, 16.000 amostras de sangue de doadores que vieram ao Hemocentro e/ou 

núcleo de Catanduva e Votuporanga, espontaneamente, sendo todos doadores de 

1a vez, e que, consultados sobre a pesquisa, concordaram em participar da mesma. 

 Foi realizada inicialmente uma coleta de 10 mL de sangue por punção 

venosa em um tubo contendo EDTA 5%, de cada doador, por profissionais 

capacitados, utilizando-se materiais descartáveis. As amostras foram mantidas sob 

refrigeração a 4°C até o momento das análises que não excedeu uma semana. 

Foram realizados os testes usuais para a rotina do Hemocentro e a fração restante 

foi submetida à triagem inicial para hemoglobinopatias, por eletroforese em pH 

alcalino (MARENGO; ROWE, 1965). Todas as amostras que apresentaram 

alguma fração de Hb diferente de AA (normal), foram encaminhadas ao LHGDH 

- UNESP de São José do Rio Preto-SP. 

 Nas amostras encaminhadas foram realizados os seguintes testes: 

Eletroforese em pH ácido (VELLA, 1968), análise da morfologia eritrocitária 

(BONINI-DOMINGOS et al., 2006), resistência globular osmótica em NaCl a 

0,36% (SILVESTRONI; BIANCO, 1975), pesquisa de agregados de hemoglobina 

H (PAPAYANNOPOULOS ; STAMATAYANNOPOULOS, 1974), dosagens de 

Hb A2 (MARENGO; ROWE, 1965) e Fetal (BETKE et al., 1959). As amostras 

com algum tipo de  Hb variante foram submetidas a HPLC (INSTRUCTION 

MANUAL OF BIO-RAD, 1999), eletroforese de globinas em pH alcalino e ácido 

(SCHNEIDER, 1974) e, a partir dessa etapa, foi realizada extração de DNA e 
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teste confirmatório específico para determinação do tipo de hemoglobina 

existente. 

 Nas amostras com suspeita de Hb S e Hb C foram realizadas PCR Alelo 

Específica – PCR-AE (BERTHOLO; MOREIRA, 2006) e nos casos não 

confirmados, sequenciamento, para a identificação das variantes de Hb mais raras. 

Ao término desta etapa inicial de triagem e identificação das hemoglobinopatias, 

foram selecionadas as amostras que apresentaram Hb S, totalizando 270 amostras. 

  Para a identificação das mutações C282Y e H63D no gene HFE, foram 

convocados por carta, os 270 doadores portadores de Hb AS e obtivemos o 

retorno de 211. Nas novas amostras foi realizada a técnica de PCR-RFLP para 

identificação de ambas as mutações (LYNAS, 1997). Foram avaliadas também 

dois grupos controle com 119 amostras de doadores de sangue com Hb AA e 28 

DoentesFalciformes. Para determinação dos polimorfismos C282Y e H63D no 

gene HFE.  

Dos 211 doadores com Hb AS analisados, foram reconvocados 43 doadores, 

portadores de ambas as alterações – Hb S e no gene HFE, para realização de testes 

de verificação do status de ferro (ferritina, saturação da transferrina, ferro sérico, 

hemograma), de destruição eritrocitária (reticulócitos), de processos inflamatórios 

(Proteína C reativa) e para determinação dos processos oxidativos por meio da 

avaliação da capacidade anti-oxidante em relação ao Trolox (TEAC) modificado 

(Re et al., 1999) e peroxidação lipídica (MDA) (PERCÁRIO, 2004). Foram 

avaliados também, nesta etapa do trabalho, para verificação de processos 

oxidativos e capacidade antioxidante, grupos controle com 84 doadores de sangue 

com Hb AA, sendo 21 com polimorfismos no gene HFE, 63 sem estes 

polimorfismos, e 25 Doentes Falciformes, sendo 8 com mutação no gene HFE, e 

17 sem esta mutação.  

Aplicou-se o teste de Qui-Quadrado (χ2) com nível de significância de 95% 

(p=0.05) e a correção de Yates com n<5 para a comparação das freqüências dos 

polimorfismos. Para freqüências alélicas, aplicou-se o teste Qui-quadrado e 

posteriormente a fórmula para verificar o equilíbrio de Hardy-Weinberg. Para 
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comparação dos valores médios e desvio padrão em processos oxidativos, foi 

utilizado o teste (ANOVA) (com post-hoc Tukey quando necessário) para 

comparação de todos os grupos, e teste t para comparação entre dois grupos, pelo 

software Statistica 7.0. 
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 3.3 Métodos 

 Os protocolos completos das metodologias utilizadas nesse trabalho estão 

descritos em Anexo. 

 

 3.3.1 Metodologias clássicas para o diagnóstico de hemoglobinopatias: 

  

• Preparação de hemolisados: 

As células foram lisadas com saponina para obtenção da solução de Hb, a 

fim de que as amostras fossem submetidas a procedimentos eletroforéticos e testes 

bioquímicos. 

 

• Resistência globular osmótica em solução de NaCl a 0,36 % 

(SILVESTRONI; BIANCO, 1975) 

 Técnica utilizada para detectar talassemias do tipo beta, principalmente na 

forma heterozigota, pois nesses casos os eritrócitos microcíticos são mais 

resistentes à hemólise nesta solução. Esta metodologia não é específica para 

talassemia beta heterozigota, já que resultados positivos são encontrados também 

em anemias carenciais e em outras hemoglobinopatias, como nos heterozigotos 

para Hb C. 

 

• Análise a fresco da morfologia eritrocitária (BONINI-DOMINGOS et 

al.,2006) 

 Os esfregaços sanguíneos, a fresco, foram analisados ao microscópio 

óptico, quanto ao tamanho, forma e quantidade de Hb nos eritrócitos. Algumas 

hemoglobinopatias apresentam alterações morfológicas específicas. 

 

• Pesquisa de agregados de Hemoglobina H (PAPAYANNOPOULOS; 

STAMATAYANNOPOULOUS, 1974) 
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  Os corpos de inclusão de hemoglobina H são formados por cadeias Beta, 

oriundas da desnaturação do tetrâmero.  Após coloração por Azul Crezil 

Brilhante, esses corpúsculos apresentam-se dispostos homogeneamente no interior 

dos eritrócitos, como pequenos pontos azulados. Sua presença é indicativa de alfa 

talassemia. 

 

• Eletroforese em pH alcalino (MARENGO; ROWE, 1965) 

 Técnica utilizada para qualificação e quantificação de Hb normais e 

grande parte das Hb anormais com mobilidades eletroforéticas diferentes das Hb 

normais. 

 

• Eletroforese em pH ácido (VELLA, 1968) 

 Técnica utilizada para diferenciar alguns tipos de Hb que migram em 

posições semelhantes na eletroforese em pH alcalino e caracterização 

semiquantitativa de Hb Fetal. 

 

• Eletroforese quantitativa em acetato de celulose pH 8,6 – Dosagem 

de Hemoglobina A2 (MARENGO-ROWE, 1965)  

Técnica utilizada para qualificação e quantificação de Hb normais e grande 

parte das Hb anormais com mobilidades eletroforéticas diferentes das Hb normais, 

com posterior eluição da fita de acetato de celulose para realização da dosagem da 

fração de Hemoglobina de interesse, por espectrofotometria. O aumento de 

hemoglobina A2 na grande maioria dos casos está associado às talassemias beta 

heterozigotas.  Porém, em algumas condições patológicas e de origem adquiridas, 

os níveis dessa hemoglobina estão acima dos normais. 
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• Dosagem de Hemoglobina Fetal (BETKE et al., 1959) 

  A hemoglobina Fetal é alcali-resistente, enquanto que as hemoglobinas 

A, A2 e os tipos anormais são facilmente desnaturáveis por soluções alcalinas. 

Esse método é sensível para detectar pequenas quantidades de hemoglobina Fetal.  

Em sangue de cordão umbilical a quantidade desta hemoglobina é de 

aproximadamente 70 a 90%, em indivíduos com talassemia beta homozigota 

oscila entre 60 a 98% e na interação talassemia beta/Hb S, o valor varia entre 5,0 a 

21,2%. Na talassemia Beta heterozigota, a hemoglobina Fetal pode estar normal 

ou discretamente aumentada. 

 

• Eletroforese de cadeias polipeptídicas (SCHINEIDER, 1974) 

 A caracterização estrutural das hemoglobinas anormais é realizada em 

condições muito especiais devido ao seu custo operacional e às dificuldades 

inerentes aos métodos utilizados. Desta forma, para dar seqüência ao estudo de 

uma hemoglobina anormal não identificável pelos métodos de qualificação e 

quantificação, utiliza-se inicialmente, a eletroforese de cadeias polipeptídicas. A 

separação eletroforética de cadeias polipeptídicas anormais constitui-se em uma 

análise pré-molecular, muitas vezes conclusiva para o diagnóstico de hemoglobina 

anormal, sem que haja necessidade de se aplicar métodos de disposição 

bidimensional de peptídeos e análises de aminoácidos. 

 

• Cromatografia líquida de alta performance (INSTRUCTION 

MANUAL OF BIO-RAD, 1999) 

 Cromatografia de troca catiônica em que moléculas com cargas positivas 

são adsorvidas em uma fase estacionária da coluna cromatográfica, seguida por 

eluições induzidas pela passagem de um líquido com alta concentração de cátions. 

O eluato é detectado opticamente e quantificado computando a área do gráfico 

correspondente à fração eluída. Os valores de Hb A2 e Hb Fetal obtidos por esse 
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sistema são precisos e utilizados como diferencial diagnóstico nas interações com 

talassemia. 

 

3.3.2 Dosagens Bioquímicas: 

• Dosagem do Malondialdeído (MDA) (PERCÁRIO, 2004) 

O método se baseia na reação do malondialdeído com o ácido tiobarbitúrico 

(TBA), em pH baixo e temperatura elevada, para formar o complexo MDA-TBA, 

de cor rósea e absorção máxima de 535 nm. É utilizado para inferir a peroxidação 

lipídica. Os valores de referência para os níveis de MDA total relatados na 

literatura apresentam grande variabilidade, estando relacionados com as condições 

experimentais utilizadas nos diferentes ensaios, com base no MDA plasmático 

obtido a partir da análise de amostras de indivíduos saudáveis. Valor de 

referência: 0-440 ng/mL. 

 

• Dosagem de Ferro Sérico (Kit comercial) 

 O ferro férrico é dissociado da proteína transportadora, a transferrina, em 

meio ácido e reduzido, simultaneamente, para a sua forma ferrosa. O ferro ferroso 

é, em seguida, complexado com ferrozina, um indicador sensível ao ferro, 

produzindo um cromóforo colorido que apresenta absorção máxima a 571 nm. 

Este teste determina a quantidade de ferro livre no soro. Valor de referência: 50-

168 µg/dL. 

 

• Capacidade de Ligação do ferro e frações (Kit comercial)  

 Os íons férricos contidos no Reagente 1 saturam os sítios disponíveis para 

a ligação de ferro da proteína transportadora, a transferrina. O excesso de ferro 

não ligado forma com o ferrozine presente no Reagente 2 um complexo magenta 

brilhante, cuja absorbância é medida entre 540 e 580 nm. A diferença entre esta 

quantidade de ferro e aquela contida no Reagente 1 é a Capacidade Latente de 
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Ligação do Ferro (CLLF). Medindo-se a concentração de ferro sérico e somando 

este valor a CLLF, obtém-se a Capacidade Total de Ligação de Ferro (CLTF). O 

índice de Saturação da Transferrina (IST)pode ser obtido pela fórmula:  

 

IST (%) =  Ferro sérico  * 100    

                  CTLF 

Valor de referência: CTLF: 250- 450 µg/dL. 

                                CLLF: 112-346 µg/dL. 

                                 IST: 20-50%. 

 

• Proteína C Reativa - PCRt (Kit comercial) 

 Proteína C-Reativa é uma proteína não específica de fase aguda que 

aparece no sangue durante o processo inflamatório, como  medida da reação 

antígeno/anticorpo pelo método de turbidimetria. Valor de Referência: 0-1,0 

mg/dL. 

 

• Ferritina  (Kit comercial) 

A ferritina é encontrada no soro em baixas concentrações e é diretamente 

proporcional aos depósitos de ferro no corpo. Sua concentração no soro quando 

analisada com fatores como ferro, capacidade de ligação do ferro, e depósitos de 

ferro nos tecidos, é útil no diagnóstico de anemias devido à deficiência de ferro, a 

infecções crônicas e condições como talassemia e hemocromatose, associadas 

com sobrecarga de ferro. O método consiste de um ensaio imunológico, de duas 

etapas utilizando tecnologia quimioluminescente direta, que usa quantidades 

constantes de dois anticorpos anti-ferritina. O primeiro é anti-ferritina policlonal 

caprino marcado com éster de acridina. O segundo, na fase sólida, é um anti-

ferritina monoclonal de rato, covalentemente ligado a partículas paramagnéticas. 

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

                                 Mulheres: 13-150 ng/dL. 
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• Dosagem da Capacidade Antioxidante Total em Equivalência ao 

Trolox (TEAC)  modificado (Re et al.,1999). 

A presente dosagem objetiva a capacidade antioxidante total de amostras 

biológicas. O potencial antioxidante foi determinado segundo a sua equivalência a 

um potente antioxidante conhecido, o trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrameticromono-2-carboxílico), análogo sintético hidrossolúvel da vitamina E. 

Foi utilizado o método proposto por Miller et al., (1993), modificado por Re et al., 

(1999), em condições adaptadas de temperatura, proporções relativas dos 

reagentes e tempo de mensuração.  Valor de Referência: 1,78-2,30 mM/L 

 

    3.3.3.Metodologias moleculares para análise dos polimorfismos 

 

• Extração de DNA de Sangue Periférico por fenol-clorofórmio (PENA 

et al., 1991), com modificações. 

 Técnica utilizada para extrair DNA genômico a partir de sangue total. Os 

tampões de lise rompem os eritrócito e os glóbulos brancos. O fenol é utilizado 

para a remoção de proteínas e enzimas contaminantes. O DNA é precipitado com 

etanol. 

 

• Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

A PCR explora a capacidade de duplicação do DNA. Uma fita simples de 

DNA é usada como molde para a síntese de novas cadeias complementares, sob a 

ação da enzima DNA polimerase, capaz de adicionar os nucleotídeos presentes na 

reação, segundo a fita molde.  

 

• PCR–AE para Hb S (BERTHOLO; MOREIRA, 2006) 

 Para confirmar a mutação pontual referente à Hb S, o DNA foi 

amplificado a partir de duas misturas, utilizando três iniciadores para cada 
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mistura: 1.um par de iniciadores específicos (B5`a e B5`b) para o trecho de 

interesse e o iniciador específico para o ponto da mutação (BS); 2.a segunda 

mistura com o iniciador específico (BA) para o alelo normal com modificações 

(LYNAS, 1997).  

 

• PCR-RFLP para Análise do Polimorfismo do Gene HFE  (LYNAS, 

1997) 

A pesquisa dos polimorfismos C282Y e H63D foi realizada por meio da 

técnica de PCR-RFLP, e a digestão enzimática dos produtos amplificados obtida 

com a utilização das enzimas Bcl I, para o polimorfismo H63D e Rsa I para o 

polimorfismo C282Y. 

 3.3.4 Exames Hematológicos 
 

• Eritrograma 

 Realizado em aparelho automatizado Coulter.T890, para contagem de 

Hematócrito, Hemoglobina e Leucócitos, segundo metodologias clássicas e 

parâmetros internacionalmente estabelecidos. 

 Valor de Referência: Hb: 12-16g/dL. 

                                              Ht: Homens: 40-55% 

                                                    Mulheres: 36-47% 

                                              Leucócitos: 4.000-11.000 mm3 

 

• Reticulócitos 

Contagem de reticulócitos corados com Azul Crezil Brilhante e 

confirmados em lâminas com aumento 100x, calculado sobre os valores absolutos. 

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

Os resultados correspondentes a cada um dos objetivos propostos foram 

separados em capítulos e descritos a seguir. 

 

4.1 Capítulo 1  

 

Freqüência de Hemoglobinas:  
 

4.1.1. Casuística 

Foram analisadas, em uma triagem inicial para hemoglobinopatias, 16.000 

amostras de sangue de novos doadores (primeira doação no período de estudo), 

sendo que destas, todas as que apresentaram traçado eletroforético diferente de Hb 

AA, foram encaminhadas ao LHGDH-UNESP para confirmações diagnósticas. 

4.1.2. Resultados 

Os resultados deste capítulo foram publicados na Revista Brasileira de 

Hematologia e Hemoterapia, v.26- de Janeiro/Março, n.01, 2004. O artigo pode 

ser encontrado no Apêndice 1. 

            Do total de amostras analisadas, foram obtidas 397 (2,48%) com 

hemoglobinas variantes, sendo que destas, 284 (71,53%) com Hb S e similares, 89 

(22,41%) com Hb AC e 24 (6,04%) de portadores de outras hemoglobinas 

incluindo nove hemoglobinas de rara freqüência.  

 Foram implementadas no laboratório de imunohematologia, onde são 

realizadas triagem para hemoglobinopatias do serviço, novos métodos para 

identificação de hemoglobinas variantes, principalmente para diferenciação das 

“S-like”, de forma a melhorar a orientação aos doadores e a qualidade do sangue a 

ser transfundido. 
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Todos os doadores portadores de Hb S e outras variantes de hemoglobinas, 

após confirmação por testes complementares e/ou moleculares, foram convocados 

por carta a retornarem ao Hemocentro para atendimento médico. Durante este 

atendimento, realizado pelo médico hematologista, responsável pelo Hemocentro, 

foram esclarecidos sobre o tipo de hemoglobina da qual são portadores e sobre a 

probabilidade de vir a ter um filho com a mesma alteração, ou com algum 

problema maior caso a (o) parceira (o) também seja portadora (o) desta ou de 

outra hemoglobina alterada. Os portadores de Hb S foram também orientados, a 

não efetuarem novas doações de sangue, uma vez que há algumas restrições 

quanto ao uso de concentrado de hemácias em transfusões (RDC 153, 2004).  Há, 

também durante esta orientação um cuidado especial, com relação à linguagem 

utilizada, para que seja entendida por todos, nenhum indivíduo se sinta excluído, e 

a abordagem se torne um problema social. A maioria destes doadores é de 

afrodescendentes ou do grupo étnico miscigenado e têm a Hb S como herança 

genética. Em nosso serviço particularmente, uma grande porcentagem dos 

doadores têm baixo grau sócio-cultural, gerando uma certa dificuldade no 

entendimento de alterações genéticas e seu padrão de herança.  
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4.2 Capítulo 2  

 

Freqüência das Mutações C282Y e H63D no gene HFE  

 

4.2.1  Casuística  

            De 270 doadores avaliados como portadores de Hb S e convocados para 

nova coleta, retornaram 211 (78,15%). Foram realizadas então, análises por PCR-

AE para confirmação do tipo de Hb, e PCR-RFLP para identificação das mutações 

no gene HFE.  

             Foram selecionadas e avaliadas também para esta etapa, 119 amostras de 

doadores de sangue com Hb AA e 28 amostras de doentes falciformes utilizados 

como grupo controle combinado para fins de comparação das freqüências dos 

polimorfismos no gene HFE. 

 

4.2.2  Resultados  

Os doadores avaliados apresentaram idade entre 18 e 65 anos com média 

de 36,41 anos. Com relação à etnia, apesar de 70% terem se declarado 

caucasóides, 11% negros, 5% asiáticos e apenas 24% mestiços, a grande maioria, 

tanto do grupo de estudo quanto do grupo controle, era composta por indivíduos 

miscigenados e, portanto foram considerados como pertencentes ao grupo étnico 

miscigenado (Afro/Americanos, Caucasianos e descendentes de Ameríndios), 

segundo classificação para a população Brasileira (PARRA et al.,2003). Quanto 

ao gênero, no grupo de portadores de Hb AS, 65,87% dos indivíduos, eram do 

sexo masculino e no grupo controle com Hb AA, 71,42%.  

Entre os portadores de Doença Falciforme, a idade variou entre 15 e 47 

anos, com média de 25,48 anos. Quanto à etnia 24 (85,71%) se declararam negros 

e quatro (14,29%) de descendência caucasóide, embora a presença do alelo 

mutante βs, seja um marcador africano. Quanto ao gênero, dos 28 pacientes 

estudados, 14 (50%) pertenciam ao sexo masculino.  
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Dos 211 doadores de sangue confirmados como portadores de Hb AS, por 

PCR-AE, (Figura 5), foram identificados 43 (20,38%) com ao menos uma das 

duas mutações no gene HFE avaliadas (Figura 6), sendo que destes, 28 (65,11%) 

pertenciam ao gênero masculino. Entre o grupo controle de doadores com Hb AA, 

das 119 amostras avaliadas 34 (28,57%) apresentaram alguma das mutações no 

gene HFE, e destes 24 (70,58%) eram do gênero masculino. Para o grupo de 

pacientes falciformes, controle positivo para Hb S, dos 28 avaliados, oito 

(28,57%) eram portadores de algum dos dois polimorfismos no gene HFE, sendo 

50% pertencentes ao gênero masculino.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Gel de agarose de resultado de reação de PCR-AE para Hb S. 1- 

heterozigoto para mutação Hb S; 2- homozigoto para a mutação Hb S; 3- 

Ausência da mutação para Hb S. M- Marcador de peso molecular. 

 

Foram encontrados entre portadores do traço falciforme, 37 (17,54%) 

heterozigotos, e três (1,42%) homozigotos para a mutação H63D, dois (0,95%) 

portadores heterozigotos para a mutação C282Y e um (0,47%) duplo heterozigoto 

(C282Y/H63D). No grupo controle com Hb AA, foram identificados 28 (23,53%) 

portadores heterozigotos e um (0,84%) homozigoto para a mutação H63D; três 

(2,52%) portadores heterozigotos para a mutação C282Y e dois (1,68%) duplos 
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heterozigotos (C282Y/H63D). Entre os pacientes foram identificados seis 

(21,43%) heterozigotos para a mutação H63D e dois (7.14%) heterozigotos para a 

mutação C282Y. A distribuição dos genótipos de acordo com o gênero e o tipo de 

hemoglobina estão demonstradas na Tabela 1.  

 

A)       B) 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: A) Gel de agarose 1,5% para identificação da mutação H63D. Marcador 

(M); 1 e 2- heterozigotos para H63D; 3- ausência de mutação; 4- homozigoto para 

H63D. B) Gel de poliacrilamida 8% para identificação da mutação C282Y. 1 e 2- 

ausência de mutação; 3- heterozigoto para C282Y. 

 

Quando comparadas, as freqüências genotípicas para as mutações no gene 

HFE, utilizando o teste Qui-quadrado com máxima verossimilhança, não foram 

encontradas diferenças significativas, entre os portadores de Hb AS e os grupos 

controle, com Hb  AA e Doentes Falciformes (χ
 2= 2,482601, grau de liberdade=4, 

p=0,650).  

De acordo com as análises realizadas, utilizando o teste Qui-quadrado, 

verificamos que, para os três grupos estudados, os genótipos dos mutantes no gene 

HFE estão em equilíbrio de Hardy-Weinberg.  

Em doadores com Hb AS, as freqüências alélicas foram de 10,42% para o 

H63D e 0,71% para o C282Y. No grupo controle Hb AA, as freqüências foram de 

13,44% e 2,10% e em doentes falciformes de 10,71% e 3,57% respectivamente 

para os alelos H63D e C282Y conforme demonstrado na Tabela 2. Quando 
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comparamos as freqüências por Qui-quadrado, para o alelo H63D, entre os 

doadores com Hb AS e cada um dos grupos controle, observamos que não houve 

diferença significativa (p=0,122939) com Hb AA, e com doentes falciformes 

(p=0,890874). 

 

Tabela 1: Distribuição das freqüências genotípicas para os polimorfismos no gene 

HFE de acordo com o gênero em doadores de sangue com Hb AS e grupos 

controle (Hb AA e Doentes Falciformes Hb SS). 

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

Hb 
AS 

n=211 

Masc - 
2 

(0,94%) 
26 

(12,31%) 
- 

123 
(58,28) 

Fem 
2 

(0,94%) 
1 

(0,47%) 
11 

(5,21%) 
1 

(0,47%) 
45 

(21,32%) 

Hb 
AA 

n=119 

Masc 
2  

(1,68%) 
1  

(0,84%) 
19 

(15,97%) 
1  

(0,84%) 
55 

(46,22%) 

Fem 
1 

(0,84%) 
- 

9 
(7,56%) 

1 
(0,84%) 

30 
(25,21%) 

Hb SS 
N=28 

Masc - - 
4 

(14,28%) 
- 

 10 
(35,71%) 

Fem 
2 

(7,14%) 
- 

2 
(7,14%) 

- 
10 

(35,71%) 
Wt= alelo selvagem; C282Y= alelo mutante para C282Y; H63D= alelo mutante para 
H63D. 

 
 

Tabela 2. Freqüência Alélica das mutações C282Y e H63D no gene HFE em 

doadores de sangue com Hb AS e Hb AA e pacientes falciformes (Hb SS). 

Tipo de Hb 
Mutação no 
gene HFE 

n°°°°de 
alelos 

Alelos mutados Freqüência Alélica 

AS C282Y 422 3 0,71% 
n=211 H63D 422 44 10,42% 

AA 
n=119 

C282Y 238 5 2,10% 
H63D 238 32 13,44% 

SS 
N=28 

C282Y 56 2 3,57% 
H63D 56 6 10,71% 
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Nas comparações para o alelo C282Y, entre doadores com Hb AS e com 

Hb AA, pelo teste Qui-quadrado, também não houve diferença significativa 

(p=0,101333). O mesmo não ocorreu entre doadores com Hb AS e doentes 

falciformes, em que observamos a freqüência alélica para o polimorfismo 

significativamente aumentada entre os doentes falciformes (p=0,047377).  

As freqüências alélicas dos polimorfismos C282Y e H63D entre os 

doadores de sangue estão de acordo com a literatura. A freqüência do alelo 

C282Y entre os Doentes Falciformes esteve aumentada, principalmente sendo este 

um grupo formado principalmente por indivíduos afro-descendentes, e a mutação 

para o gene HFE ter sua origem ligada a populações caucasóides da Europa.  

As freqüências de polimorfismos no gene HFE obtidas através das análises 

realizadas com as amostras do grupo de doadores de sangue com Hb AS, e 

também dos grupos controle com doadores com Hb AA e Doentes Falciformes, 

foram utilizadas para comparações com relação à avaliação dos processos 

oxidativos destes grupos.  
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4.3 Capítulo 3 

Avaliação dos parâmetros hematológicos e de estresse oxidativo  

 

4.3.1  Casuística  

Os 43 doadores portadores de Hb AS e de alguma das mutações no gene 

HFE (C282Y e/ou H63D) foram convocados por carta e/ou contato telefônico, 

para realização dos testes de verificação do depósito de ferro (ferritina, saturação 

da transferrina, ferro sérico, hemograma e reticulócitos), de processos 

inflamatórios (Proteína C reativa) e para determinação da capacidade antioxidante 

(TEAC) e peroxidação lipídica (MDA). Dentre eles, obtivemos a comunicação de 

um óbito de causa desconhecida e o retorno de 23 doadores totalizando 53,49%. A 

diferença de casuística observada nos dois itens deveu-se a inviabilidade de 

realização da técnica com amostras previamente armazenadas colhida com EDTA 

e ao não retorno dos indivíduos convidados para nova coleta de amostras frescas e 

com heparina. 

A baixa adesão de retorno ao serviço para a nova coleta, deveu-se em 

alguns casos à impossibilidade financeira para o deslocamento, pois muitos os 

doadores residiam em outro município. Em outros casos, ao desinteresse dos 

indivíduos em deixar seus afazeres para a realização de exames, já que 

aparentemente estavam saudáveis, apesar de receberem todos os esclarecimentos 

com relação à presença dos polimorfismos. E, além disso, após a doação da 

amostra para a pesquisa sete doadores tiveram modificação de endereço e 

telefone, não sendo possível entrar em contato.  

Para a verificação dos processos oxidativos, foram avaliados em conjunto 

com o grupo de estudo composto por doadores com Hb AS e mutações no gene 

HFE, grupos controle para análise comparativa, descritos abaixo:  

• Indivíduos com Hb AS, com mutação no gene HFE; n= 23 

• Indivíduos com Hb AS, sem mutação no gene HFE; n= 19 
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Grupo Controle: 

• Indivíduos com Hb AA, com mutação no gene HFE; n= 21 

•  Indivíduos com Hb AA, sem mutação no gene HFE; n= 63 

• Doentes Falciformes, com mutação no gene HFE; n= 8 

• Doentes Falciformes, sem mutação no gene HFE; n= 17 

 

4.3.2  Resultados  

Para verificar a possível influência dos mutantes do gene HFE entre os 

portadores de Hb S avaliamos os parâmetros hematológicos, o perfil de ferro e a 

capacidade antioxidante. Dos 23 doadores com traço falciforme e algum dos 

polimorfismos no gene HFE, 19 (44,18%) eram portadores heterozigotos da 

mutação H63D, dois (4,65%) portadores heterozigotos da mutação C282Y, uma 

(2,32%) portadora de dupla heterozigose H63D/C282Y e um (2,32%) portador 

homozigoto para a mutação H63D. 

No Quadro 1 estão relacionados os valores de referência e unidades dos 

testes realizados. Os parâmetros bioquímicos individuais encontrados estão 

demonstrados no Quadro 2. Não foi possível a realização das avaliações de perfil 

de ferro nos grupos controle, por inviabilidade e insuficiência de amostras, além 

do fato das análises de perfil de ferro terem sido realizadas em um outro 

laboratório.  

Os valores médios e desvio padrão para cada um dos parâmetros estão 

descritos na Tabela 03. Destaca-se que por serem doadores de sangue, aqueles 

indivíduos com anemia ferropriva são previamente excluídos da doação. Assim, 

todos os resultados hematológicos encontram-se dentro da faixa de normalidade, 

mesmo na co-herança de defeitos hereditários avaliados. Alguns valores de 

hematócrito um pouco abaixo do limite preconizado para a doação podem ser 

explicados porque estas análises foram realizadas não nas amostras colhidas por 

ocasião da doação de sangue e sim em uma convocação posterior. Quanto aos 

índices de avaliação do metabolismo de ferro, alguns se encontram acima do 
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limite superior, porém são casos isolados e deverão ser avaliados individualmente, 

uma vez que não apresentaram relação com os parâmetros estudados. Destaca-se 

somente  um caso de ferritina aumentada (633ng/dL) em uma mulher de 63 anos 

portadora da mutação C282Y em heterozigose.  

 

Quadro 1: Valores de referência e unidades dos testes. 

Teste Sexo Valor de referência 

Contagem automatizada de Eritrócitos 
M 4,5-5,8 x 1000mm3 

F 4,0-5,0 x 1000mm3 

Dosagem de Hb  12-16g g/dL 

 Hematócrito (Ht) M 40-55% 

F 36-47% 

Contagem de Leucócitos  4.000-11.000 mm3 

Reticulócitos  até    1,5% 

Capacidade Total de Ligação do Ferro (CTLF)  250-450 ug/dL 

Capacidade Latente de Ligação do Ferro (CLLF)  112-346 ug/dL 

Saturação da Transferrina (IST)  20-50% 

Ferro Sérico (Ferro)  50-168 ug/dL 

Proteína C Reativa (PCRt)  0-1,0 mg/dL 

Ferritina M 30-400 ng/dL 
F 13-150 ng/dL 

Malondialdeído (MDA)  0-440 ng/mL 

Dosagem da Capacidade Anti-oxidante Total em 

Equivalência ao Trolox (TEAC) 
 1,78-2,30 mM/L 

 

 

Os valores individuais de Malondialdeído (MDA), que são indicativos de 

peroxidação lipídica apresentaram-se aumentados em três (15,79 %) indivíduos do 

grupo de portadores de traço falciforme. O maior valor encontrado foi em um 

indivíduo portador da mutação H63D em homozigoze, e os outros dois em 

portadores da mesma mutação em heterozigose.  

 



 
 

 

61

Quadro 2: Resultados dos parâmetros hematimétricos, bioquímicos dos processos oxidativos dos doadores portadores de Hb AS 

Hbpatia 
 

Mutação gene HFE Testes hematimétricos Testes Bioquímicos 
Processos 
Oxidativos   

H63D 
 

C282Y 
 

Ht 
% 

Hb 
g/dL 

GV 
mm3 

Leu 
mm3 

Ret 
% 

CLLF 
µg/dL 

CTLF 
µg/dL 

IST 
% 

Ferro 
µg/dL 

PCRt 
mg/dL 

Ferritina 
ng/dL 

MDA TEAC Id. sexo 

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 0,2 221 112 2,08 30 M 

AS HET HET 36 11,9 3,97 6,5 1,2 192 263 27 71 0,4 110 335 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 26 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 5,4 6,3 0,8 267 361 26 94 0,4 208 260 2,09 54 M 

AS HET. N 37 12,3 3,98 3,4 0,8 234 355 34 121 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 1,3 211 303 30 92 0,4 45 279 2,15 22 F 

AS HET N 46 15 5,14 7,3 0,7 204 361 44 157 0,9 177 566 2,11 30 M 

AS HET. N 40 12,7 4,79 4,1 0,8 311 386 20 75 0,5 38 360 2,15 31 F 

AS HET. N 45 45 4,88 5 1,1 145 267 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 0,1 38 335 2,13 36 M 

AS HOM. N 44 14,7 5,22 8,1 1,1 191 266 28 75 1,1 180 600 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 0,2 196 185 2,1 34 M 

ASH HET. N 38 13 3,7 7,5 1 176 254 31 78 2,6 152 149 2,14 42 F 

ASH N HET. 44 14,8 4,75 5,5 1,5 129 222 42 93 0,2 633 279 2,04 63 F 
          Legenda: Ht : Hematócrito; Ret: Reticulócitos; Ferro: Ferro Sérico;  Hb: Hemoglobina;  
 CLLF: Capacidade Latente de Ligação do Ferro; PCRt: Proteína C Reativa GV: Glóbulos Vermelhos; 
 CTLF: Capacidade Total de Ligação do Ferro: MDA: Malondialdeído; Leu: Leucócitos;  
 IST: Índice de Saturação da Transferrina;  TEAC: Capacidade Antioxidante equivalente ao Trolox. 
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              Tabela 3. Valores médios e Desvio Padrão nos valores obtidos entre os  

testes realizados. 

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

Média 43,36 15,73 6,12 1,22 201 299,59 33,36 98,59 0,53 173,45 36,40 

Desvio 

Padrão 
3,59 6,48 1,58 0,42 43,76 48,11 7,09 21,77 0,60 134,87 13,06 

 

Os valores médios de MDA entre os doadores estavam dentro dos limites 

de normalidade. Foram encontrados valores aumentados apenas entre os doentes 

falciformes (Tabela 4). Ao se comparar o grupo de doadores com Hb S com o 

grupo controle com Hb AA, na presença ou não das mutações no gene HFE 

verificamos que não houve diferença significativa. Na comparação dentro do 

mesmo grupo de doadores com Hb AS, observamos diferença, porém, não 

significativa. Só foram observadas variações, nas comparações entre o grupo de 

Doentes Falciformes com ou sem os polimorfimos no gene HFE e os grupos de 

doadores, portadores ou não do traço falciforme, sendo que. Portadores de Doença 

falcifome apresentaram maiores índices médios de peroxidação lipídica do que os 

outros grupos. Entre os Doentes Falciformes, não houve diferença significativa 

entre os portadores ou não das mutações no gene HFE. A Tabela 5 mostra as 

comparações estatísticas, duas a duas, para esses dois parâmetros, nos grupos 

avaliados 

Todos os valores de TEAC obtidos tanto para os doadores heterozigotos 

para a Hb S quanto para ambos os grupos controle estavam dentro dos limites 

normais. Doadores com traço falciforme apresentaram os maiores valores médios 

encontrados. Na análise comparativa realizada entre doadores com Hb AS e 

ambos os grupos controle, na presença ou não dos polimorfismos no gene HFE, as 

diferenças foram significativas, ou seja, a capacidade antioxidante dos portadores 

de Hb AS independente da herança ou não dos polimorfismos no gene HFE 

apresentou-se maior do que a dos grupos controle. Na comparação das médias de 
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TEAC dentro do grupo de portadores de Hb AS com ou sem os polimorfismos 

para o gene HFE, observou-se diferença significativa, o grupo de doadores com 

Hb AS e sem o polimorfismo no gene HFE, apresentou maior capacidade 

antioxidante do que o grupo com o polimorfismo. Dentro dos grupos controle com 

e sem a mutação para o gene HFE e entre eles não observamos diferença nos 

valores encontrados. 

 

Tabela 4: Valores médios e desvio padrão, resultados máximo e mínimo 

encontrados para as quantificações de MDA e TEAC, na população avaliada. 

Grupos Sub- 

grupos 

MDA TEAC 

 Média ± SD 

(ng/mL) 

Min-max 

(ng/mL) 

Média ± SD 

(µMol/L) 

Min-max 

(µMol/L) 

Hb AA c/HFE 294,61± 107,52 112-578 2,07±0,09 1,86-2,2 

s/HFE 278,80±104,18 93-483 2,07±0,11 1,78-2,31 

Hb AS c/HFE 335 ± 128,38 112-600 2,13±0,03 2,04-2,21 

 

DF 

s/HFE 

c/HFE 

s/HFE 

253,63 ± 122 

766,87±353 

903,58±507 

120-461 

335-1524 

372-2362 

2,16±0,05 

2,04±0,07 

2,05±0,08 

2,07-2,27 

1,94-2,16 

1,88-2,21 

Legenda: MDA: Malondialdeído; TEAC: Capacidade antioxidante equivalente ao Trolox; 

                        SD= desvio padrão; Min-max= valores mínimo e máximo. 

 

Com os resultados dos capítulos 2 e 3 do presente trabalho, elaboramos  o 

artigo Estresse oxidativo e freqüência dos polimorfismos no gene HFE em 

doadores de sangue portadores de Hb AS, que será submetido à Archives of 

Medical Science, Fator de Impacto 2,44. Artigo completo pode ser encontrado no 

Apêndice  
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Tabela 5: Teste ANOVA entre MDA e TEAC para comparação entre os grupos estudados 

Grupos MDA TEAC 

Hb AA c/HFE  x Hb AA s/HFE   p=0,5518 p=0,9999 

Hb AA c/HFE  x Hb AS c/HFE  p=0,2859 p=0,0089* 

Hb AA c/HFE  x Hb AS s/HFE p=0,2693 p=0,0004* 

Hb AA c/HFE  x DF c/HFE p=0,0075* p=0,3565 

Hb AA c/HFE  x DF s/HFE p=0,0001* p=0,4736 

Hb AA s/HFE  x Hb AS c/HFE p=0,0936 p=0,0003* 

Hb AA s/HFE  x Hb AS s/HFE p=0,4229 p=0,0001* 

Hb AA s/HFE  x DF c/HFE p=0,0006* p=0,3129 

Hb AA s/HFE  x DF s/HFE p=0,0001* p=0,4074 

Hb AS c/HFE  x Hb AS s/HFE   p=0,0530 p=0,0399* 

Hb AS c/HFE  x DF c/HFE p=0,0120* p=0,0086* 

Hb AS c/HFE  x DF s/HFE p=0,0003* p=0,0010* 

Hb AS s/HFE  x DF c/HFE p=0,0051* p=0,0013* 

Hb AS s/HFE  x DF s/HFE p<0,0001* p<0,0001* 

DF c/HFE  x DF s/HFE   p=0,4450 p=0,7549 

 Intervalo de confiança e significância p < 0.05; *valores significativos. 

 DF: Portadores de Hb SS e Hb SS/βtalassemia 
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5. Discussão 
Os portadores de anemia falciforme têm níveis aumentados de espécies 

reativas de oxigênio, gerada por diversos fatores, dentre eles o acúmulo de ferro 

devido a liberação anormal de ferro na hemólise, agravado por transfusões 

freqüentes, podendo levar a danos celulares por peroxidação lipídica (CESQUINI 

et al., 2003;  DASGUPTA et al., 2006;. MANFREDINI et al., 2008). O ferro 

liberado tem um papel catalítico importante nas reações de Fenton e de Haber-

Weiss produzindo Espécies Reativas de Oxigênio (EROS) que provocam danos às 

biomoléculas resultando em alteração na integridade e função celulares 

(BRITTON, 1996; WALKO et al, 2005). Efeito semelhante em membranas 

observa-se no acúmulo de ferro decorrente da HH. Os defeitos do metabolismo do 

ferro, em especial aqueles oriundos dos polimorfismos no gene HFE, levam ao 

acúmulo de ferro tecidual, com potencial capacidade oxidante e peroxidação 

lipídica (McCULLOUGH; BARTFAY, 2007).  

Em nosso trabalho, não foram encontrados valores aumentados de MDA, 

indicativos de peroxidação lipídica, no grupo de doadores de sangue portadores de 

Hb AS, independente da presença ou não de polimorfismos no gene HFE. Os 

valores de referência para os níveis de MDA relatados na literatura apresentam 

grande variabilidade, estando relacionados com as condições experimentais 

utilizadas nos diferentes ensaios, e desta forma, torna-se necessário a 

determinação de um intervalo de referência individualizado para cada método 

desenvolvido, com base na análise de uma população saudável (ANTUNES et al, 

2008).  

A comparação do grupo de portadores de Hb AS, com e sem a herança dos 

polimorfismos no gene HFE, verificamos que os valores de MDA, apesar de 

estarem dentro da normalidade, foram mais elevados, na herança concomitante 

dos dois polimorfismos, indicando a influência de ambas as afecções genéticas, no 

aumento dos níveis de peroxidação lipídica. Apesar do aumento observado, não 

foram verificados indícios de destruição eritrocitária aumentada pelos índices 

hematimétricos.  
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Valores aumentados de MDA acima dos níveis normais só foram 

encontrados no grupo controle positivo para HB S, formado por doentes 

falciformes, independente da co-herança ou não dos polimorfismos no gene HFE, 

evidenciando o potencial oxidativo da alteração de hemoglobina. Conforme 

relados da literatura, acreditávamos que a presença do alelo mutante no gene 

HFE, teria uma contribuição importante no aumento da peroxidação lipídica, pelo 

aumento de ferro tecidual, nos portadores de Hb S. Relata-se ainda que, na HH, 

muito dos problemas decorrentes do acúmulo do ferro seja influenciado pelo 

aumento de radicais livres e peroxidação lipídica de membranas (ALMEIDA et 

al., 2006; McCULLOUGH; BARTFAY, 2007). Porém, na comparação entre 

Doentes Falciformes com ou sem mutação para o gene HFE, por análises 

estatísticas, quando se elimina a influencia do alelo S, a diferença não foi 

significativa, e observamos somente, influência dos polimorfismos do gene HFE, 

quando em conjunto com Hb S em heterozigose. 

A mutação que origina a Hb S, leva a alterações que podem modificar o 

balanço entre os radicais livres e a capacidade antioxidante, provocando 

diminuição nessa ultima (BLANN et al., 2003; MARWAH et al., 2003; FASOLA 

et al., 2007). Os valores de TEAC, indicativos da capacidade antioxidante em 

relação ao TROLOX, análogo da vitamina E,, em todas as amostragens desse 

estudo, estavam dentro da faixa de normalidade. Porém, observamos que, para o 

grupo com Hb S e polimorfismo no gene HFE, foram encontrados valores médios 

significativamente menores do que em portadores de Hb S sem a mutação para o 

gene HFE. Médias menores para o mesmo marcador foram observadas também 

nos Doentes Falciformes. Diferente do relatado por MARWAH et al., 2003, 

mesmo com a terapia transfusional, a capacidade antioxidante destes doentes não 

se apresentou abaixo dos valores de normalidade, porém, a produção de 

antioxidantes destes indivíduos, talvez não seja suficiente para compensar o 

aumento na produção de radicais livres que levam ao estresse oxidativo e à 

peroxidação lipídica, evidenciado pelo MDA. 
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A freqüência dos polimorfismos no gene HFE, descritas na literatura, 

demonstram que estas mutações são a forma mais comum de defeitos metabólicos 

do ferro em caucasóides (PIETRANGELO, 2006). Foram encontrados no grupo 

de doadores de sangue portadores de Hb AS estudados, freqüências que estão de 

acordo com as descritas para estudos populacionais brasileiros, mesmo esse grupo 

apresentando um marcador de origem africana que é a Hb S (AGOSTINHO et al., 

1999; OLIVEIRA et al., 2006; TORRES et al., 2008). 

A presença de polimorfismos no gene HFE, indicam a existência de 

alteração genética relacionada à hemocromatose e maior predisposição do doente 

em desenvolver o fenótipo da doença, entretanto, não é suficiente para o 

diagnóstico de Hemocromatose Hereditária ( HANSON, 2001; BEUTLER, 2003). 

Jeng et al., 2003 estudando pacientes falciformes da África, encontrou uma 

freqüência genotípica, que, segundo ele estava de acordo com a população na qual 

ele realizou o estudo. Observamos, porém, a freqüência alélica da mutação C282Y 

significativamente aumentada no grupo de pacientes falciformes aqui estudados. 

Destacamos que, sendo esse um grupo formado na sua maioria por indivíduos de 

origem étnica negra, e a alteração no gene HFE ser proveniente de indivíduos de 

descendência caucasóide, provavelmente a miscigenação da população brasileira, 

e a presença de portadores de Hb S/βtalassemia explique este resultado. 

Ressaltamos que a clínica de pacientes falciformes é variável e dependente de 

vários fatores, porém, a grande maioria necessita de transfusão, o que poderia 

maximizar os efeitos da sobrecarga de ferro.  

Segundo Agostinho et al., 1999, a freqüência de C282Y é três a oito vezes 

menor em Brasileiros quando comparados aos caucasóides do norte da Europa, 

enquanto que a freqüência alélica de H63D é praticamente similar. Esta baixa 

freqüência vem sendo observada em populações não-caucasóides, ou que possuem 

origem étnica bastante diversificada. Em um estudo realizado por Cançado et al., 

2007, com pacientes brasileiros com evidências de sobrecarga de ferro, 

encontraram uma alta freqüência de mutações no gene HFE, sendo o genótipo 

homozigoto para C282Y o mais prevalente. Desta forma, observamos que a 
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freqüência das mutações H63D e principalmente a C282Y apresentam ampla 

variação dependendo não apenas da população estudada, mas também dos 

critérios adotados na seleção dos grupos de estudo, principalmente com relação ao 

diagnóstico da sobrecarga de ferro (CANÇADO et al., 2007). Como a 

hemocromatose hereditária afeta predominantemente caucasóides de descendência 

européia, a manutenção do polimorfismo do gene HFE pode ser explicada por 

flutuação alélica ocorrida pelo constante fluxo entre as populações.  

A distribuição quanto ao gênero foi mantida entre os grupos avaliados em 

sua totalidade e após identificação dos mutantes no gene HFE. Considerando que 

doadores de sangue são representativos de uma amostra de indivíduos saudáveis 

da população, e que as mutações no gene HFE estudadas, podem levar à 

manifestações de sintomas clínicos após os 40 anos de idade, especialmente em 

homens, o grande número de homens portadores desses polimorfismos deve ser 

avaliado e acompanhado com cautela. Atualmente o número de homens doadores 

de sangue é maior do que o de mulheres, e a doação poderiam ter um “efeito 

protetor”, uma vez que realizam a melhor forma de prevenção e tratamento para 

as manifestações clínicas da hemocromatose  

As freqüências de hemoglobinas variantes encontradas na população de 

doadores de sangue, do Hemocentro de São José do Rio Preto estão de acordo 

com as descritas na literatura (SIQUEIRA et al., 2000, ZAMARO, 2007). A 

implementação de novas técnicas de diagnóstico viabilizaram a identificação de 

isoformas de Hb, principalmente as “Hb S-like” (ONDEI, 2005). O que 

possibilitou uma orientação correta ao doador, realizada por um hematogista do 

serviço, sobre o tipo de hemoglobinopatia da qual era portador, e da necessidade 

da realização dos exames em seus familiares.  

Entre as amostras normalmente classificadas como Hb S, foram 

identificadas Hb “S-like” (BONINI-DOMINGOS et al., 2006). Este estudo 

contribuiu para a implementação de diagnóstico diferencial no Hemocentro, para a 

realização da análise de rotina, visando a correta orientação dos doadores, e 

melhor qualidade no sangue a ser transfundido. Durante a orientação os doadores 
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são esclarecidos com relação ao tipo de anemia hereditária da qual é portador e da 

possibilidade de transmissão desta alteração genética aos filhos. 
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6. Conclusões: 

A freqüência dos polimorfismos de Hemoglobinas e dos alelos C282Y e 

H63D no gene HFE, em doadores portadores da Hb S em heterozigose, estão de 

acordo com as encontradas na literatura para grupos de indivíduos sem indícios 

prévios de sobrecarga de ferro, para a população brasileira. Verificamos também 

no grupo estudado que, na herança concomitante dos dois polimorfismos, os 

níveis de MDA, indicativo da peroxidação lipídica, foram mais elevados, 

indicando a influência de ambas afecções genéticas, no aumento dos níveis de 

peroxidação lipídica. Apesar do resultado observado, não foram verificados 

indícios de destruição eritrocitária aumentada. Concluimos também, que na 

herança dos dois polimorfismos, os níveis médios da TEAC, indicativo da 

capacidade oxidante, foram diminuídos, indicando que apesar de haver um 

aumento da peroxidação lipídica, neste grupo, este, não é acompanhado pelo 

aumento da capacidade antioxidante, podendo levar a estresse oxidativo, muito 

embora todos os valores médios estejam dentro da faixa de normalidade.  

 

Freqüência de Hemoglobinas Anormais 

As freqüências de hemoglobinas anormais encontradas nos doadores de 

sangue estão de acordo com as relatadas na literatura para a região. A 

implementação de novas metodologias de análise no Hemocentro, permitiu a 

identificação de genótipos de hemoglobinas específicos à partir do fenótipo, 

contribuindo para a melhoria no diagnóstico e orientação ao portador, e 

conseqüentemente, da qualidade do sangue a ser transfundido.  

 

Freqüência  das Mutações C282Y e H63D no gene HFE.  

A freqüência alélica da mutação H63D foi maior do que a C282Y em 

todos os grupos avaliados, quanto ao gênero, a maioria dos doadores pertencem ao 

grupo étnico miscigenado e dos Doentes Falciformes ao grupo de 

afrodescendentes  
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A incidência das mutações H63D e C282Y observadas no grupo de estudo  

está de acordo com os dados encontrados na literatura para estudos populacionais 

brasileiros. Para os pacientes com Doença Falciforme a freqüência encontrada 

para a mutação C282Y está aumentada, o que não é esperado principalmente por 

ser este um grupo formado em sua maioria por indivíduos de origem étnica negra, 

e esse mutante (C282Y) ser de origem caucasóide. 

 

Avaliação dos Parâmetros hematológicos, da sobrecarga de ferro e 

estresse oxidativo  

Os parâmetros hematológicos em doadores de sangue portadores de Hb AS 

e polimorfismos no gene HFE, se apresentaram dentro da faixa de normalidade. 

Verificamos também no grupo de doadores de sangue com Hb AS estudado que, 

na herança concomitante dos dois polimorfismos, os níveis de MDA, indicativo 

da peroxidação lipídica, foram mais elevados, indicando a influência de ambas 

afecções genéticas, no aumento dos níveis de peroxidação lipídica. Além disso, os 

níveis médios da TEAC, indicativo da capacidade anti-oxidante, foram 

diminuídos, indicando que apesar de haver um aumento da peroxidação lipídica, 

neste grupo, este, não é acompanhado pelo aumento da capacidade antioxidante, 

podendo levar a estresse oxidativo, muito embora todos os valores médios estejam 

dentro da faixa de normalidade.  
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8.Anexo 

 
Métodos 

Metodologias clássicas para o diagnóstico de hemoglobinopatias: 

 Foram realizadas as metodologias de triagem de hemoglobinopatias para 

caracterização das Hb variantes, as quais foram listadas a seguir: 

Preparação de hemolisados: 

 Para que as amostras fossem submetidas a procedimentos eletroforéticos e 

testes bioquímicos as células foram lisadas para a obtenção da solução de Hb 

utilizando duas metodologias: 

Hemolisado Rápido - com saponina (NAOUM, 1990). 

Solução de Hb - com clorofórmio (NAOUM, 1990). 

 

Hemolisado Rápido: com saponina 

Reativo hemolisante: 

• Saponina P.A.                                                                                            1 g 

• Água destilada        100 mL 

Procedimento: 

Em placa de Kline foi colocado 1 volume de sangue com 1 volume de 

reativo hemolisante, com posterior homogeneização até a hemólise completa da 

mistura. O hemolisado pôde ser utilizado após 5 minutos e, no máximo, até 4 

horas depois da sua preparação. 

Solução de Hb: com Clorofórmio 

Procedimento: 

Para lavar os eritrócitos, centrifugou-se 1mL de sangue colhido com 

anticoagulante com solução salina a 0,85%, a 1.500 rpm, durante 5 minutos, 

desprezando o sobrenadante. O processo foi realizado três vezes, no mínimo. Ao 

volume de eritrócitos lavados, adicionou-se outro de água destilada, 

homogeneizando a solução. A seguir, adicionou-se um volume de clorofórmio 

idêntico ao do hemolisado formado. A mistura foi agitada vigorosamente e 
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centrifugada a 2.000 rpm, por 20 minutos. A solução de Hb sobrenadante, ou 

hemolisado, foi retirada por meio de pipeta Pasteur e transferida para um tubo 

limpo com identificação da amostra. A concentração do hemolisado, preparado 

conforme a metodologia apresentada variou de 10 a 15 g/dL. 

 

Resistência globular osmótica em solução de NaCl a 0,36 % 

(SILVESTRONI; BIANCO,  1975) 

Princípio: 

 Técnica utilizada para detectar talassemias do tipo beta, principalmente na 

forma heterozigota, pois nesses casos os eritrócitos microcíticos são mais 

resistentes à hemólise nesta solução. A resistência globular não é específica para 

talassemia beta heterozigota, já que resultados positivos são encontrados também 

em anemias carenciais e em outras hemoglobinopatias, como nos heterozigotos 

para Hb C. 

 

Reagentes: 

Solução estoque - NaCl a 10% - pH 7,4 

• NaCl                                                                                                       9,0 g 

• Na2HPO4                                                                                              1,36 g 

• NaH2PO4.H2O                                                                                      0,28 g 

• Água destilada q.s.p                                                                           100 mL 

 

Solução trabalho 

• NaCl 10%                                                                                            36 mL 

• Água destilada q.s.p                                                                          1000mL 

 

Procedimento: 

 Em tubo de hemólise colocou-se 2,0 mL de solução de NaCl a 0,36% e 10 

µL de sangue total,  agitando por inversão, suavemente. A leitura foi feita após 10 

minutos. 
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Interpretação: 

O tubo de hemólise com a amostra na solução de NaCl a 0,36% foi 

colocado a 2,0 cm de uma folha branca com linhas negras. O teste foi interpretado 

como positivo quando não se visualizou as linhas negras, pois a resistência 

aumentada à hemólise do eritrócito, torna a amostra opaca. Em amostras com 

resistência normal à hemólise visualizou-se facilmente as linhas através da 

solução. 

 

Análise, a fresco, da morfologia eritrocitária (BONINI-DOMINGOS, 2006) 

 Os esfregaços sanguíneos, a fresco, foram analisados ao microscópio 

óptico, quanto ao tamanho, forma e quantidade de Hb nos eritrócitos. Os 

resultados foram divulgados da seguinte maneira, segundo padronização do 

LHGDH para cada um dos parâmetros avaliados. 

alterações discretas: (+) 

alterações moderadas: (++) 

alterações acentuadas: (+++) 

células normais: (N) 

 

Eletroforese em pH alcalino (MARENGO; ROWE, 1965) 

Princípio: 

 Técnica utilizada para qualificação e quantificação de Hb normais e grande 

parte das Hb anormais com mobilidades eletroforéticas diferentes das Hb normais. 

Reagentes: 

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

• Tris hidroximetil aminometano                                                            10,2 g 

• Ácido etilenodiaminotetracético                                                            0,6 g 

• Ácido Bórico                                                                                          3,2 g 

• Água destilada q.s.p                                                                         1000 mL 

Conservado em geladeira 

Corante: 
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Ponceau 

• Ponceau S                                                                                               0,5 g 

• Ácido tricloroacético                                                                              5,0 g 

• Água destilada q.s.p                                                                           100 mL 

Solução descorante: 

• Ácido acético glacial                                                                         100 mL 

• Metanol                                                                                                50 mL 

• Água destilada q.s.p                                                                          1000mL 

Procedimento: 

As fitas de acetato de celulose foram embebidas em tampão TEB por 15 

minutos, no mínimo, e seis horas, no máximo. Após serem secas em folhas de 

papel absorvente, as fitas foram colocadas na cuba de eletroforese contendo o 

mesmo tampão utilizado para embeber as fitas, conectando-as com os 

compartimentos eletrolíticos por tecido absorvente (pano multi-uso). A solução de 

Hb foi aplicada a 1,0 cm da extremidade da fita em contato com o pólo negativo. 

Passaram-se 300 volts por 30 minutos. As frações foram analisadas, 

primeiramente, sem coloração e coradas com Ponceau. Para corá-las, as fitas 

foram colocadas no corante por cinco minutos e, posteriormente, em solução 

descorante por 30 minutos, com agitação da vasilha. 

  

Eletroforese em pH ácido (VELLA, 1968) 

Princípio: 

 Técnica utilizada para diferenciar alguns tipos de Hb que migram em 

posições semelhantes na eletroforese em pH alcalino e caracterização semi-

quantitativa de Hb Fetal. 

Reagentes: 

Tampão Fosfato pH 6,2 -  Para uso nos compartimentos eletrolíticos e 

confecção do gel: 

• Na2HPO4                                                                                             2,02 g 

• NaH2PO4.H2O                                                                                    7,66 g 
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• Água destilada q.s.p                                                                         1000 mL 

Conservar em geladeira 

Gel de Ágar-Fosfato 

• Ágar-agar                                                                                           500 mg 

• Tampão fosfato pH 6,2                                                                        25 mL 

 

Procedimento: 

Os componentes do gel de ágar-fosfato foram adicionados a um 

erlenmeyer de 250 mL e levados ao forno microondas até completa dissolução, 

tomando cuidado para a mistura não ferver. Foram pipetados 5,0 mL do gel em 

lâminas de microscópio que gelificaram à temperatura ambiente. As amostras 

foram aplicadas na porção média da lâmina, inserindo o aplicador com cuidado 

para não partir totalmente o gel. Para conexão do gel com os compartimentos 

eletrolíticos foi utilizado tecido absorvente (pano multi-uso). 

Passaram-se 100 volts por 30 minutos. As frações foram analisadas sem corar e 

coradas com Ponceau. 

 

Eletroforese quantitativa em acetato de celulose  pH 8,6  

(Dosagem de hemoglobina A2) (MARENGO-ROWE, 1965) 

 

Princípio: 

 O aumento de hemoglobina A2 na grande maioria dos casos está 

associado às talassemias beta heterozigotas.  Porém em algumas condições 

patológicas e de origem adquiridas, os níveis dessa hemoglobina estão acima dos 

normais. Para quantificá-la um dos preocedimentos é o seguinte: 

Reagentes: 

 São os mesmos utilizados na eletroforese em acetato de celulose pH 8,6 

 para análise qualitativa de hemoglobinas. 

Procedimento: 
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 Aplicar 20  microlitros de solução de hemoglobina, em fitas de acetato de 

celulose com 5,7 cm de largura. 

 Passar 300 volts por 40 minutos e após a separação das frações de  

Hemoglobina A2 e A, recortá-las com tesoura e eluí-las em tubos de ensaio 

contendo 3 ml de água destilada  para hemoglobina A2, e 15 ml de água destilada 

para hemoglobina A. 

  Deixar eluir de duas a seis horas, com agitação periódica e ler as   

 densidades ópticas (D.O.) em 415 nm, usando água destilada como branco. 

 

 Cálculo: 

                                     D.O. HbA2 X 100 

 % HbA2    =------------------------------------------ 

                        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) 

Princípio: 

 A hemoglobina Fetal é alcali-resistente, enquanto que as hemoglobinas  

A, A2 e os tipos anormais são facilmente desnaturáveis por soluções alcalinas. Esse 

 método é sensível para detectar pequenas quantidades de hemoglobina Fetal.  Em 

sangue de cordão umbilical a quantidade desta hemoglobina é de 

aproximadamente 70 a 90%, em indivíduos com talassemia beta homozigota 

oscila entre 60 a 98% e na interação talassemia beta/Hb S, o valor varia entre 5,0 a 

21,2%. Na talassemia Beta heterozigota, a hemoglobina Fetal pode estar normal 

ou discretamente aumentada. 

 

Reagentes: 

 Solução de ferricianeto de potássio (Drabkin) 

• Ferricianeto de potássio.................................................................0,20g 

• Cianeto de potássio........................................................................0,20g 

• Água destilada q.s.p....................................................................1000ml 

 Solução de hidróxido de sódio 1,2N 
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• Hidróxido de sódio........................................................................48,0g 

•   Água destilada q.s.p.....................................................................1000ml 

 Solução saturada de sulfato de amônio 

• Sulfato de Amônio......................................................................... 500g 

• Água destilada q.s.p................................................................... . 500ml 

Procedimento: 

  Diluir 0,6 ml da solução de hemoglobina em tubo contendo 10 ml da 

solução de Drabkin.  Homogenizar por inversão. 

  Colocar 5,6 ml da solução de hemoglobina diluída em um tubo rotulado 

"Hb F".  Adicionar 0,4 ml da solução de hidróxido de sódio 1,2N e acionar o 

cronômetro.  Agitar cuidadosamente por 10 segundos. 

  Ao final de 2 minutos exatos, adicionar 4 ml da solução saturada de 

sulfato de amônio.  Homogenizar por inversão e deixar em repouso por 5 a 10 

minutos, no máximo. Filtrar o conteúdo do tubo "Hb F" em duplo papel de filtro. 

  Preparar a solução  padrão, colocando em um tubo de ensaio de 1,4 ml da 

solução de hemoglobina diluída, 0,6 ml de água destilada e 2 ml da solução 

saturada de sulfato de amônio. Transferir 1 ml desta solução para outro tubo e 

juntar 9 ml de solução de Drabkin.  A solução de  hemoglobina total é 10 vezes 

mais diluída que a solução de hemoglobina  alcali-resistente. 

  Ler a densidade óptica dos tubos padrão e "Hb F" em 540 nm, usando 

solução de Drabkin como branco. 

 

Cálculo: 

                              D.O. Hb F 

 % de Hb F =--------------------- x 100 

                              D.O. Padrão x 10 

  

Interpretação: 

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

 
Eletroforese de cadeias polipeptídicas: (SCHINEIDER, 1974). 

Princípio: 

 A caracterização estrutural das hemoglobinas anormais é realizada em 

condições muito especiais devido ao seu custo operacional e às dificuldades 
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inerentes aos métodos utilizados. Desta forma, para dar seqüência ao estudo de 

uma hemoglobina anormal não identificável pelos métodos de qualificação e 

quantificação, utiliza-se inicialmente, a eletroforese de cadeias polipeptídicas. A 

separação eletroforética de cadeias polipeptídicas anormais constitui-se em uma 

análise pré-molecular, muitas vezes conclusiva para o diagnóstico de hemoglobina 

anormal, sem que haja necessidade de se aplicar métodos de disposição 

bidimensional de peptídeos e análises de aminoácidos. 

Reagentes: 

A) Tampão Tris-EDTA-borato  pH 8,4 

B) Corante Ponceau 

C) Uréia 

D) 2-mercaptoetanol 

Procedimento: 

 No dia anterior ao teste preparar o tampão trabalho, misturando 72 g de 

uréia e 140 ml de tampão Tris-EDTA-borato pH 8,4 (Tampão Tris-uréia), em um 

“becker”. Homogeneizar a solução em agitador magnético, até o momento do uso, 

à temperatura ambiente. 

 Misturar 50 µl do tampão Tris-Uréia, 50 µl de 2-mercaptoetanol e 50 µl 

de solução de hemoglobina em um pequeno tubo. Deixar em repouso por 30 

minutos à temperatura ambiente. 

Adicionar 6,4 ml de 2-mercaptoetanol ao tampão Tris-uréia, misturar bem 

e colocar a solução tampão Tris-uréia-mercaptoetanol nos compartimentos 

eletrolíticos, reservar 40 ml dessa solução para embebimento do acetato de 

celulose. O acetato deve ser embebido durante 30 minutos (mínimo) e 4 horas 

(máximo). 

Retirar o excesso da solução tampão do acetato com papel de filtro e 

esticá-lo na cuba de eletroforese. Aplicar as amostras na porção média do acetato. 

Passar 150 volts por 80 minutos. 

Corar as fitas com solução corante Ponceau, ou outro corante de proteínas. 

Descorar com ácido acético a 10% 
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Controle: 

 É importante realizar esse processo eletroforético comparando a amostra 

a ser testada com cadeias polipeptídicas de hemoglobina normal, e de 

hemoglobinas variantes conhecidas. por exemplo: Hb AS, Hb AC, ou Hb SC.  

 Interpretação: 

 O mapa de disposição de cadeias polipeptídicas, representado na figura 

09, facilita a interpretação dos tipos mais freqüentes de hemoglobinas variantes. 

Esse mapa mostra a disposição de 33 variantes diferentes, como por exemplo a Hb 

J Baltimore de Hb J Oxford, entre outras. 

Precauções: 

 O processo de análise eletroforética das cadeias polipeptídicas deve ser 

realizado pelo menos em três procedimentos eletroforéticos, com uma ou duas 

fitas de acetato de celulose por vez 

 A solução de hemoglobina, deve ser fresca, não excedendo 48 horas de 

sua preparação. 

 A voltagem pode ser elevada para 250 volts, e o tempo de corrida 

diminuído para 60 minutos. 

 

Cromatografia líquida de alta performance (Instruction Manual of Bio-Rad, 

1994) 

Princípio: 

 O equipamento utilizado foi o VARIANT (BIO-RAD Laboratories) com 

Kit de análise para Beta Talassemia Heterozigota. A HPLC neste equipamento 

consiste da cromatografia de troca iônica em um sistema fechado, no qual duas 

bombas de êmbolo duplo e uma mistura de tampões de diluição, com controles de 

gradientes pré-programados passam pela coluna, detectando as alterações de 

absorbância a 415 nm. O filtro secundário de 690 nm corrige a linha de base para 

efeitos provocados pela mistura de tampões com forças iônicas diferentes 

(Eastman et al., 1996). As mudanças na absorbância são monitoradas e exibidas 

como um cromatograma da absorbância versus tempo. Os dados de análise 
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provenientes do detector são processados por um integrador embutido e impressos 

no relatório da amostra de acordo com o tempo de retenção. O tempo de retenção 

é o tempo transcorrido entre a injeção da amostra até o ápice do pico da Hb. Cada 

Hb tem um tempo de retenção característico. No final da análise da amostra, uma 

cópia do cromatograma e os dados do relatório são automaticamente impressos.  

 

Procedimento: 

Para o Kit Beta Thalassemia Short: 

 Em um tubo de 1,5 mL, fornecido pelo fabricante, foram misturados 5 µL 

de sangue total com 1,0 mL de solução hemolisante fornecida no kit de análise. 

 Após a hemólise total, as amostras foram acondicionadas nos recipientes 

adequados e alojadas no equipamento para realização dos procedimentos de 

leitura e análise das frações. 

Interpretação: 

 A quantificação das diferentes frações de Hb em uma amostra foi realizada 

a partir dos valores percentuais e de tempo de retenção fornecidos pela calibração 

específica, e emitidos em modelo próprio que incluiu valores numéricos e perfil 

cromatográfico. Aos valores de Hb A0 obtidos pela HPLC foram incluídas as 

subfrações de Hb A glicosilada e Hb A acetilada, denominadas P2 e P3 

respectivamente, identificadas separadamente pelo aparelho. Os valores de Hb A2 

considerados normais foram de 2,0 a 3,5% e os de Hb F até 1,3%, previamente 

estabelecidos e fornecidos pelo fabricante. 

 

Dosagens Bioquímicas: 

Dosagem do Malondialdeído (MDA) (PERCÁRIO, 2004) 

Princípio: 

Este é um processo extremamente complexo que culmina com a destruição 

da membrana celular, inicia-se com a abstração de um átomo de hidrogênio do 

grupo metileno, posicionado entre as duas bandas insaturadas da molécula 

lipídica. Formando um novo radical livre lipídico, com carbono central que, na 
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presença de O2, dá origem a lipoperóxidos. Estes são posteriormente 

transformados em MDA, o qual é passível de ser dosado e tem sido usado como 

um marcador da atividade deletéria dos radicais livres. A dosagem do 

malondialdeído (MDA) é um método simples, baseado na reação deste com o 

ácido tiobarbitúrico em condições acídicas e aquecimento, e tem sido a forma 

mais utilizada de avaliação da peroxidação lipídica da membrana O método se 

baseia na reação do malondialdeído com o ácido tiobarbitúrico (TBA), em pH 

baixo e temperatura elevada, para formar o complexo MDA-TBA, de cor rósea e 

absorção máxima em 535nm. Esta dosagem pode ser realizada em soro, plasma, 

líquidos corporais e homogenados de tecido. 

Preparos dos Reagentes 

• Água ultrapura (deionizada e destilada) ou Água destilada (H2Od) 

• Cloreto de Potássio (KCl) 1,15% 

• Fosfato Monobásico de Potássio (KH2PO4) – Tampão fosfato 75Mm (pH 

2,5) 

• Ácido Tiobarbitúrico (TBA)       10 nM 

• Solução Padrão MDA (1,1,3,3, tetrahidroxipropano)   20µM 

Álcool n-Butílico 

 

Preparo de plasma 

Coletar o sangue em tubo heparinizado e identificar. A amostra deverá 

permanecer por um período de 20 minutos em descanso, sob Banho Maria a 38°C. 

Após, centrifugar a 1500rpm, durante 20min. Separar em recipiente (tudo de 

Eppendorf de 3mL) devidamente identificado de acordo com o protocolo de 

identificação de peças da pesquisa 1mL (ou mais) de plasma (quantidade mínima 

aceitável 800µl) que deverá estar pronto para a dosagem do MDA.  

 

Preparo final dos controles e amostras 

Está é a etapa final de preparação, a qual antecede a leitura dos valores de 

absorvância em espectrofotômetro. Não esquecer que o reagente TBA (ácido 
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tiobarbitúrico) deverá ser sempre preparado no dia da dosagem do MDA, na 

medida que o mesmo não pode ser estocado. Recomenda-se que os tubos de 

ensaio tenham paredes reforçadas, resistentes a alta temperatura (dimensões de 

11x100, parede de 2mm). 

O tubo de ensaio de número 1 deverá receber nesse momento 0,5mL 

(500µl) de água destilada. Estes serão os tubos de controle branco 

O tubo de ensaio de número 2 receberá 0,5mL (500µl) da Solução Padrão 

MDA 20µM. Estes serão os tubos de controle padrão MDA 

Por fim, os tubos de ensaio de número 3 em diante deverão receber 0,5mL 

(500µl) das amostras. Após a pipetagem das amostras, todos os tubos deverão ser 

colocados em Banho Maria à temperatura de 94°C, onde permanecerão durante 

1h. Um cuidado interessante neste ponto a fim de se evitar perda ou contaminação 

das amostras com água condensada dentro do Banho Maria é de tampar cada tubo 

utilizando-se uma bola-de-gude.  

Após uma hora em Banho Maria à 94°C, as amostras deverão ser resfriadas. 

Durante este tempo já poderá se observar uma coloração transparente nos tubos 1 

(controle branco) e rósea nos tubos 2 (controle padrão MDA). Terminado o 

resfriamento, acrescentar a cada tubo de ensaio 4mL do reagente álcool n- 

Butílico. Nessa etapa, usar um dispensador automático de 4mL. Tampar os tubos 

cuidadosamente com rolhas apropriadas. À seguir, cada um deles, 

individualmente, misturar em agitador de tubos tipo vortex, para que haja a 

máxima extração do MDA para a fase orgânica. Centrifugar os tubos a 2500rpm 

durante 10 minutos. Terminado a centrifugação a amostra obterá duas fases. Uma 

ao fundo, transparente e límpida e outra mais superficial de coloração mais ou 

menos rósea, de acordo com a quantidade de MDA na amostra. Retirar 3 mL da 

fase mais superficial e realizar a leitura em 535 nm no espectrofotômetro. 

 

Cálculo do valor de mda da amostra 

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

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

A média = (A1+A2)/2 

F = ([padrão MDA] x 440,61)/ A padrão MDA, como a solução padrão MDA 

utilizada tem concentração de 10nM temos: 

F = 10 x 440,61/ A padrão MDA, 

F = 4406,1/A padrão MDA 

 

Dosagem da Capacidade Anti-oxidante Total em Equivalência ao Trolox 

(TEAC) modificado (RE et al,1999) 

Princípio: 

A presente dosagem objetiva a capacidade anti-oxidante total de amostras 

biológicas. O potencial anti-oxidante será determinado segundo a sua equivalência 

a um potente anti-oxidante conhecido, o trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrameticromono-2-carboxilico), análogo sintético hidrossoluvel da vitamina E. 

Será utilizado o método proposto por Miller et al (1993), modificado por Re et al 

(1999), em condições adaptadas de temperatura, proporções relativas dos 

reagentes e tempo de mensuração. Trata-se de uma técnica colorimétrica baseada 

na reação entre o ABTS (2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolinaacido-6-sulfonico-

diamonio) com persulfato de potássio (K2S2O8), produzindo diretamente o 

radical cation ABTS•+, cromóforo de coloração verde/azul, com absorbância 

máxima nos comprimentos de onda 645, 734 e 815nm. A adição de anti-oxidantes 

a este radical cátion pré-formado o reduz novamente a ABTS, na extensão e 

escala de tempo dependente da capacidade anti-oxidante, concentração de anti-

oxidantes e duração da reação. Isto pode ser mensurado por espectrofotometria 

pela observação da mudança na absorbância lida a 734 nm, durante um 

determinado intervalo de tempo. Assim a extensão da descoloração como índice 

de inibição do radical cation ABTS•+, é determinada como a atividade 

antioxidante total da amostra, sendo então calculada a sua relação com a 

reatividade do trolox como padrão, sob as mesmas condições. Os resultados finais 

serão expressos em micromoles por litro (µM/L) correspondente a concentração 
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do trolox com capacidade antioxidante equivalente a da amostra que se pretende 

estudar, padrão de medida este denominado TEAC (trolox equivalente antioxidant 

capacity). 

 

PBS ph7.2  

Solução Salina Isotônica com pH7.2 será usada como solvente no preparo de 

reagentes e diluição de amostras. 

� 1,48g de Na2HPO4 (Fosfato de Sódio Dibásico) 

� 0,43g de NaH2PO4 (Fosfato de Sódio Monobásico) 

� 7g de NaCl 

� H2O destilada  ----------- 1 litro 

Ajustar em Phmêtro para pH 7.2, acrescentar mais Na2HPO4 ou Ácido Acético se 

necessário. Volume final: 1l.  

 

SOLUÇÃO DE ESTOQUE ABTS•+ 

Sal diamônio do ácido 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico) – ABTS: 

Sigma-Aldrich® (A1888). 

A solução de estoque ABTS•+ deve ser preparada de 12 a 16h antes das dosagens. 

Dever-se-á misturar uma solução do sal diamônio ABTS a 7mM com uma solução 

de persulfato de potássio (K2S2O8 – Sigma-Aldrich P5592) cuja concentração final 

seja de 2,45mM. 

C1 x V1 = C2 x V2 

140mM x 352µl = C x 20.000µl 

C ≈ 2,45mM   

 

(A) ABTS 7mM: 0,0768g --------------- 20 mL de PBS 

(B) K2S2O8 140mM: 0,7560g ----------- 20 mL de PBS 
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Retirar com pipeta automática 352µl da solução (A) e misturar a esta 352µl da 

solução (B): 

19,648mL de (A) + 352µl* de (B) ** 

 

* pipetar 176µl + 176µl 

** A concentração final de (B) nessa mistura será 2.45 mM   

 

Foram preparados 20mL da solução de estoque ABTS•+. A mesma deve 

permanecer NO ESCURO, em temperatura ambiente (em bancada) durante 12-

16h para formar o radical cátion ABTS•+. O radical é estável por cerca de dois 

dias estocado desta forma, no escuro, à temperatura ambiente2. 

 

SOLUÇÃO DE TRABALHO DE ABTS•+ 

Misturar a solução de estoque ABTS a PBS até que a absorbância a 734nm 

seja de 0.7 ± 0.02 (concentração de ABTS ± 47µM), equilibrada a 30°C. A 

expectativa é diluir 2289 µl da solução de estoque ABTS em 200mL de PBS. 

Calibrar espectrofotômetro na leitura de 734nm, zerando com PBS. Preparar 

Erlenmeyer com 200mL de PBS. Começar com 1800µl  da solução de estoque 

ABTS, misturar ao PBS, homogenizar e ler o espectro. Subir ou diluir até atingir 

valor de leitura de 0.7 ± 0.02 a 30ºC, ou seja, de 0,680 a 0,720.  Atingido esse 

valor está pronta a solução de trabalho ABTS•+ 

 

 

SOLUÇÃO DE ESTOQUE DE TROLOX (2.5mM). 

Trolox (Aldrich Chemical Co 23,881-3), ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrameticromono-2-carboxílico. 

Cálculo base: 0,647g de TROLOX (Aldrich 23,881-3) em 1l de PBS. Não usar em 

hipótese alguma água destilada, essa solução deve ser preparada em PBS. 

Logo, para 200mL – 0,1294g de Trolox 

para  100mL – 0,0647g de Trolox 
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Material de difícil dissolução. Medir o volume desejado em PBS. Colocar apenas 

uma parte deste volume em placa agitadora magnética, turbilhonar com leve 

aquecimento. Acrescentar todo o soluto (trolox), despejando-o diretamente no 

solvente (PBS) sem diluir antes – retirar o material que ficará retido lavando o 

becker com PBS. Esperar diluir por completo. Esta solução é estável por uma 

semana quando estocada a 4°C ou 6 meses se estocada a -20°C. 

 
 PREPARO DAS AMOSTRAS  

 PLASMA. 

Colher o sangue usando anticoagulante (heparina). Centrifugar a 1500rpm 

durante 20 minutos. Pipetar a camada superficial amarela (correspondente ao 

plasma) cuidadosamente. Estocar em freezer a -20°C ou em gelo caso seja 

prontamente analizado. A fim de resguardar a estabilidade, têm sido demonstrado 

que amostras de soro, estocadas por 9 semanas a -20°C perdem 27% de sua 

capacidade antioxidante. Já para Miller e Rice-Evans (1993), a capacidade anti-

oxidante do soro, quando analizada pelo método original de supressão do radical 

cátion ABTS, é estável por pelo menos 6 meses a -20°C. Amostras de sangue e 

saliva estocadas em nitrogênio líquido mantém sua capacidade anti-oxidante por 

muitos meses. 

 

DOSAGEM 

  O método foi adequado para leitura em espectrofotômetro em temperatura 

ambiente: 25ºC. O volume final de cada amostragem para leitura será de 3mL 

(3000µl). 

Se a capacidade anti-oxidante da amostra que se pretende estudar não é 

conhecida ou se espera que ela seja superior a escala estabelecida na curva padrão 

(0 a 2,5mM), é prudente realizar as dosagens da mesma sob diversas diluições. 

Convém que sejam feitas amostragens para leitura em duplicatas (A1 e 

A2) para termos maior certeza dos resultados, nesse caso aceitar diferenças de até 

10% entre a média das leituras A1 e A2. Para a realização da curva padrão, 

convém que sejam feitas triplicatas.  
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A leitura deve ser feita em espectrofotômetro, a 734nm. 

 

APLICANDO O FATOR DE CORREÇÃO (f)  

A aplicação do fator de correção (f) tem como finalidade não tornar obrigatória a 

realização de uma curva padrão da atividade anti-oxidante total do trolox todas as 

vezes em que se pretende dosar a capacidade anti-oxidante total de amostras 

biológicas por este método. Para tanto, o resultado alcançado de TAAc deverá ser 

aplicado na fórmula apresentada para cálculo do TEAC e o resultado multiplicado 

pelo fator de correção (f), onde: 

 

f =  TAAcCALCULADO PARA TROLOX 1mM   , onde 

         TAAcDOSADO PARA TROLOX 1mM 

 

TAAcCALCULADO PARA TROLOX 1mM  = 0,004 + 0,43 [Trolox mM/l]; 

TAAcCALCULADO PARA TROLOX 1mM  = 0,004 + 0,43 • 1; 

TAAcCALCULADO PARA TROLOX 1mM  = 0,004 + 0,43; 

TAAcCALCULADO PARA TROLOX 1mM  = 0,434   e, 

TAAcDOSADO PARA TROLOX 1mM = TAAc do Padrão 

 

Portanto:          f =         0,434          .  , aplicando a fórmula inicial teremos:    

                          TAAc do Padrão 

 

 

TEAC = TAAc – 0,004  •           0,434          .      

                       0,43              TAAc do Padrão 

 

OBSERVAÇÕES 

� Há um decaimento na absorbância do reagente de trabalho em função do 

tempo, embora seja discreto. 
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� A exposição à luz não promoveu diferença importante no decaimento da 

absorbância do reagente de trabalho. 

� Entre 12 e 16 horas de preparo do reagente de estoque ABTS não há diferença 

na absorbância do reagente de trabalho nem a 25ºC ou a 30ºC (armazenamento 

em geladeira ou bancada). 

� Embora a reação ocorra de forma muito rápida para o trolox, em amostras 

biológicas o decaimento da absorbância ocorre de forma mais lenta, durante, 

pelo menos, 40 minutos. Todavia, para o plasma, esse decaimento gradual se 

torna estável à partir de 200 minutos. 

� As leituras devem ser realizadas enquanto a absorbância do reagente de 

trabalho ABTS estiver superior a 0,680. Atingindo esse valor, preparar um 

novo reagente de trabalho e realizar uma nova amostragem para o Branco e 

para o Padrão. 

 

Metodologias moleculares para análise dos mutantes 

 

Extração de Sangue Periférico (PENA et al., 1991) 

Princípio: 

 Técnica utilizada para extrair DNA genômico a partir de sangue total. Os 

tampões de lise rompem os eritrócito e glóbulos brancos. O fenol é utilizado para 

a remoção de proteínas e enzimas contaminantes. O DNA é precipitado com 

etanol. 

Reagentes: 

1. Solução de lise 1 para extração de sangue (tampão utilizado na lise de células 

vermelhas) 

Sacarose 0,32M                                                                              10,95 g 

Tris HCl 10mM                                                                                       1 mL 

MgCl2 5mM                                                                                   0,5 mL 

Triton 1% 100x                                                                                        1 mL 

Água mili-Q autoclavada q.s.p.                                                           100 mL 
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2. Solução de lise 2 para extração de sangue (tampão utilizado na lise de células 

brancas) 

0,075 M de NaCl                                                                                            2,19 g 

0,02 M de EDTA                                                                                           20 mL 

Água mili-Q q. s. p.                                                                                     500 mL 

 

3. Proteinase K (20 mg/mL) 

Proteinase K                                                                                                   20 mg 

Água mili-Q q.s.p.                                                                                           1 mL 

Conservar em freezer. 

4. Fenol 

5. Clorofórmio : álcool isoamílico (24:1) 

6. Etanol 70% 

7. KCl 2M 

 

Procedimento: 

 Amostras de sangue periférico, colhidas com EDTA, foram colocadas em 

microtubos e o volume foi completado para 1,5 mL com solução de lise 1. Após 

10 minutos de agitação, foi centrifugado por cinco minutos a 6500 rpm. O 

sobrenadante foi desprezado e ao precipitado foram acrescentados 1,0 mL de 

solução de lise 1, esse passo foi repetido por duas vezes. O sobrenadante foi 

desprezado e acrescentou-se 450µL de solução de lise 2; 25µL de SDS à 10% e 5 

µL de proteinase K 20 mg/mL. Após homogeneização, o microtubo foi colocado 

em banho-maria por três horas a 37oC. 

 Após esse período de incubação, foram adicionados 500µL de fenol, o 

material foi homogeneizado e centrifugado por cinco minutos a 7000 rpm. Após 

centrifugação, a fase superior foi transferida para outro microtubo e adicionados 

500µL da solução de clorofórmio e álcool isoamílico na proporção 24:1. 

O material foi homogeneizado e, novamente, centrifugado por cinco minutos a 

7000 rpm. Esse último passo foi repetido por mais uma vez. O sobrenadante foi 
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colocado em tubo com 50µL de solução de KCl 2M gelada e acrescentado 500µL 

etanol 100% bem gelado. O tubo foi invertido várias vezes até a precipitação do 

DNA. 

 O material foi novamente centrifugado por 30 segundos a 13000 rpm e o 

sobrenadante desprezado. O DNA no fundo do tubo foi lavado com 200µL etanol 

70% (gelado), para reiniciar a hidratação e o sobrenadante, após centrifugação, foi 

desprezado. Após a evaporação do etanol, o DNA foi solubilizado com 50µL de 

água ultra pura e conservado em freezer –20oC. 

 

Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

A PCR explora a capacidade de duplicação do DNA. Uma fita simples de DNA é 

usada como molde para a síntese de novas cadeias complementares, sob a ação da 

enzima DNA polimerase, capaz de adicionar os nucleotídeos presentes na reação, 

segundo a fita molde.  

 

Reagentes: 

Água ultra pura 

DNA polimerase com tampão e cloreto de magnésio 

DMSO 

dNTP 

Iniciadores (desenhado de acordo com a técnica a ser desenvolvida) 

Preparo de Géis 

Gel de Agarose 

Gel de Agarose 1 % 

Agarose ultra puro 250 mg 

TEB 1x 

Aquecimento por 1 minuto no microondas, com potência máxima. 
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Gel de Agarose 1,5 % 

Agarose ultra puro 375 mg 

TEB 1x 

Aquecimento por 1 minuto no microondas, com potência máxima. 

 

Gel de Poliacrilamida 

Limpar bem as placas com álcool e papel higiênico, bem como o pente e os 

espassadores; 

Montagem da placa: 

Passar glicerina nas bordas; 

Colocar os clipes; 

* É importante ter as placas sempre limpas e certificar que elas estão bem 

alinhadas; 

* Observar se não há vazamento: 

Polimerização: ocorre com o aumento da temperatura. 

Gel de poliacrilamida 6% 

Reagentes: 

acrilamida 40%          6 mL 

água                           30 mL 

TBE 10x                      4 mL 

perssulf. Amônio       220 µl 

TEMED                      22 µl 

Gel de poliacrilamida 8% 

Reagentes: 

acrilamida 30%          4mL 

água                            8mL 

TBE 5x                        3mL 

perssulf. Amônio       105µl 

TEMED                      5,5µl 

Aplicou-se mistura na placa (já com o pente encaixado) 
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Após 40 minutos, depois de bem polimerizado, as amostras foram aplicadas. 

Preparo das amostras 

Em cada tubo foram colocados 2 µl de tampão de carregamento e 4 micro l de 

amostra de DNA. 

No tubo P – colocou-se 2 µl de padrão e 2 micro l de tampão de carregamento. 

 

PCR – AE para Hb S 

Princípio: 

 Para o polimorfismo de Hb S, o DNA foi amplificado a partir de duas 

misturas, está metodologia utiliza três iniciadores para cada mix, o primeiro 

utiliza-se o par de iniciadores específicos (B5 a e B5 b) para o trecho de interesse 

e o iniciador específico onde ocorre a mutação (BS) e o segundo mix utiliza-se o 

iniciador específico (BA) para o alelo normal. 

Iniciadores: 

B5 a: 5’ – GGC TGT CAT CAC TTA GAC CTC A – 3’  

B5 b: 5’ – AGA AGG GGA AAG AAA ACA TCA A –3’ 

BA: 5’ – CAG TAA CGG CAG ACT TCT CCT C – 3’ 

BS: 5’ – CAG TAA CGG CAG ACT TCT CCA – 3’ 

 A mistura da reação foi preparada com um volume final de 25µL e os 

microtubos foram transportados para a Sala de Amplificação, onde se realizou a 

reação de amplificação nas seguintes condições: 1 ciclo de 3 minutos à 94ºC; 30 

ciclos de 45 segundos minuto à 94ºC, anelamento durante 1 minuto 60ºC e 30 

segundos de extensão; extensão final de 10 minutos à 72oC e ∞ 4 oC. 

 Amplificou-se um fragmento de DNA com uma banda controle de 660 pb, 

como a mutação ocorre na substituição do ácido glutâmico na posição seis da 

cadeia por uma valina (GAG > GTG) utilizamos os dois iniciadores específicos 

(BS e BA), sendo assim, para a confirmação da Hb S e Hb A as misturas com a 

presença destes iniciadores específicos formariam uma banda de 216 pb e a não 

amplificação deste trecho significa que não há o alelo pesquisado. Os produtos 

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

após coloração com brometo de etídio 

 

PCR-RFLP para Hb S 

Para a amplificação do segmento que codifica a Hb S foram utilizados os 

seguintes iniciadores: 

Iniciador 1– P277: 5’ – GGCAGAGCCATCTATTGCTTA – 3’ 

Iniciador 2 -  P278: 5’ – ACCTTAGGGTTGCCCATAAC – 3’ 

A mistura da reação foi preparado com um volume final de 25µL e os microtubos 

foram transportados para o termociclador, onde se realizou a reação de 

amplificação nas seguintes condições: 30 ciclos de 30 segundos à 94ºC, 

anelamento durante 30 segundos à 55ºC; extensão 1 minuto à 72oC, extensão final 

por 10 minutos à 94ºC e ∞ 4 oC. 

Amplificou-se um fragmento de DNA de 288 pb, que foi digerido com a enzima 

Dde1 (15 U). Como a mutação no códon 6 (GAG � GTG) elimina um sítio de 

restrição para enzima Dde 1(C ↓ TNAG), após a digestão, o alelo normal gera 

dois fragmentos de 201 pb e 88 pb e, o alelo mutante gera um de 288 pb. Os 

produtos amplificados e digeridos foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose 1,5%, sob corrente constante de 80 V por 30 minutos e visualizados sob 

luz UV, após coloração com brometo de etídio. 

 

PCR-RFLP para Análise do Polimorfismo do Gene HFE 

Princípio: 

A pesquisa dos polimorfismos C282Y e H63D foi realizada por meio da técnica 

de PCR-RFLP, modificada (Lynas, 1997) e a digestão enzimática dos produtos 

amplificados obtida com a utilização das enzimas Bcl I, para o polimorfismo 

H63D e Rsa I para o polimorfismo C282Y. 

Para a amplificação do segmento que codifica o polimorfismo do gene HFE 

(C282Y e H63D) foram utilizados os seguintes iniciadores: 
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C282Y 

Iniciador 1 – L282: 5’ – GGG TAT TTC CTT CCT CCA ACC – 3’ 

Iniciador 2 – R282: 5’ – CTC AGG CAC TCC TCT CAA CC – 3’ 

H63D 

Iniciador 1 – L282: 5’ – GGG TAT TTC CTT CCT CCA ACC – 3’ 

Iniciador 2 – R282: 5’ – CTC AGG CAC TCC TCT CAA CC – 3’ 

 

 A mistura da reação foi preparado com um volume final de 25µL e os 

microtubos foram transportados para a Sala de Amplificação, onde se realizou a 

reação de amplificação nas seguintes condições: 1 ciclo de 3 minutos à 94ºC; 30 

ciclos de 45 segundos minuto à 94ºC, anelamento durante 30 segundos 58ºC e 1 

minuto de extensão; extensão final de 5 minutos à 72oC e ∞ 4 oC. 

 Para a mutação C282Y amplificou-se um fragmento de DNA de 441 pb, 

que foi digerido com a enzima Rsa 1 (7 U). Como a mutação, ocorre em uma 

troca de guanina para adenina no nucleotídeo 845 que leva a uma substituição de 

uma cisteína para uma tirosina no aminoácido de posição 282, criando um sítio de 

restrição para enzima RSA 1(CT ↓ AC), após a digestão, o alelo normal gera dois 

fragmentos de 286 pb e 145 pb, o alelo mutante gera três fragmentos de 296 pb, 

116 pb e 29 pb. Os produtos amplificados e digeridos foram analisados por 

eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, sob corrente constante de 100V por 50 

minutos e visualizados na coloração de prata. 

 Na mutação H63D amplificou-se um fragmento de DNA de 496 pb, que 

foi digerido com a enzima Bcl 1 (11 U). Como a mutação ocorre em uma troca de 

uma citosina para uma guanina no nucleotídeo 187, resulta na substituição de uma 

histidina para um ácido aspártico na posição do aminoácido 63, eliminando um 

sítio de restrição para a enzima Bcl 1 (T↓GATCA), após a digestão, o alelo 

normal gera dois fragmentos de 358 pb e 138 pb, o alelo mutante não ocorre o 

corte, formando assim um fragmento de 496 pb.  Os produtos amplificados e 

digeridos foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, sob corrente 
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constante de 80V por 30 minutos e visualizados sob luz UV, após coloração com 

brometo de etídio. 
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9.2 Apêndice 2. Artigo: Estresse oxidativo e freqüência dos 
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RESUMO 

 

Introdução: A mutação pontual que origina a Hb S tem efeito sobre as células 

sanguíneas, desencadeando processos oxidativos com geração de radicais livres. 

Efeito semelhante observa-se no acúmulo de ferro, em decorrência da 

hemocromatose hereditária. Os defeitos de metabolismo do ferro, em especial 

aqueles oriundos dos polimorfismos no gene HFE, levam ao acúmulo de ferro 

tecidual, com potencial capacidade oxidante e peroxidação lipídica. 

Fundamentados no possível efeito tóxico da Hb S e do acúmulo de ferro tecidual, 

objetivou-se avaliar a freqüência dos polimorfismos no gene HFE, em doadores 

de sangue portadores de Hb S com possível influência na peroxidação lipídica e 

estresse oxidativo. Material e Métodos: Foram analisadas 211 amostras de sangue 

de doadores com Hb AS e grupos controle com 119 doadores com Hb AA e 28 

doentes falciformes para identificação de mutantes de hemoglobinas e do gene 

HFE. Resultados: Foram encontradas freqüências alélicas, em doadores com Hb 

AS, de 10,5% para o alelo H63D e 0,7% para C282Y. Nos grupos controle, as 

freqüências foram de 13,4% para o grupo com Hb AA e 10,7% em Doentes 

falciformes para o alelo H63D, e para o alelo C282Y, 2,1% e 3,5% para o grupo 

com Hb AA e Doença falciforme, respectivamente. Conclusão: Os polimorfismos 

encontrados para mutações no gene HFE em doadores com Hb AS estão de 

acordo a literatura. Os valores de MDA e TEAC, foram maiores nos casos com a 

presença do alelo Hb S do que naqueles com os polimorfismos no gene HFE ou 

na co-herança destes.  

 

Palavras-chave: hemoglobinopatias, hemoglobina S, HFE, hemocromatose, 

capacidade antioxidante. 
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INTRODUÇÃO 

        De acordo com a Organização Mundial de Saúde, 270 milhões de 

pessoas no mundo, possuem genes que determinam hemoglobinas anormais (1,2). 

A Hb S, variante de hemoglobina mais prevalente no Brasil, é originada por 

mutação pontual do códon GAG (ácido glutâmico) por GTG (valina) na posição 

seis da beta globina. Esse gene está localizado no braço curto do cromossomo 11. 

Esta substituição leva a alterações na estabilidade e solubilidade da molécula (3). 

A mudança de carga elétrica do ácido glutâmico, com ponto isoelétrico negativo, 

para um ponto isoelétrico neutro, como o da valina, favorece sua polimerização, 

em condições de baixa tensão de oxigênio (4,5).  

As lesões celulares causadas por radicais livres derivados de espécies 

ativadas de oxigênio (O2
•-

, H2O2 e HO•) estão associadas com a diminuição na 

sobrevida do eritrócito em vários tipos de anemias hemolíticas, sejam de ordem 

adquirida, hereditária ou induzidas, por drogas oxidantes ou metais pesados. As 

lesões nos eritrócitos falcêmicos são intensificadas, em uma relação direta, pela 

concentração de Hb S intra-eritrocitária (6,7). Qualquer situação patológica que 

aumente a geração de radicais seja pela elevação de estresse oxidativo ou pelo 

desequilíbrio das defesas antioxidantes, acentuará a produção de espécies ativadas 

de oxigênio desencadeando processos oxidativos com geração de radicais livres 

(8). Efeito semelhante observa-se na sobrecarga de ferro, em decorrência da 

hemocromatose hereditária. Os defeitos de metabolismo do ferro, em especial 

oriundos dos polimorfismos no gene HFE, levam ao acúmulo de ferro tecidual, 

com potencial capacidade oxidante e peroxidação lipídica. 

A Hemocromatose Hereditária (HH) é uma doença autossômica recessiva 

caracterizada pela sobrecarga de ferro no organismo, com progressivo acúmulo 

deste metal em alguns tecidos, podendo levar a danos estruturais e funcionais em 

órgãos como coração, fígado e pâncreas dentre outros, ocasionando processos 

inflamatórios e oxidativos (9). As manifestações clínicas aparecem geralmente 

entre os 40 e 60 anos de idade e são predominantes em homens, pois nas 

mulheres, há um controle fisiológico devido à perda mensal de sangue e gestações 
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(9).  A HH é freqüente em populações de descendentes do nordeste europeu, 

afetando aproximadamente um em cada 200 a 300 indivíduos caucasóides, sendo 

provavelmente de origem celta (10,11,12). 

 O gene HFE está localizado no braço curto do cromossomo seis, 

associado ao Complexo Principal de Histocompatibilidade, em uma região de 

aproximadamente 10 Kb e possui sete éxons. Duas mutações foram identificadas 

inicialmente neste gene, em pacientes com HH: a C282Y (substituição de uma 

cisteína para uma tirosina no aminoácido de posição 282) e a H63D (decorrente da 

troca de uma histidina para um ácido aspártico no aminoácido 63) (13,14).  

Das 37 variantes alélicas descritas no gene, a C282Y e a H63D, 

correspondem a 90% dos casos de HH (9,15,16). Alterações na proteína produzida 

com a informação deste gene representam um papel essencial no processo de 

acúmulo de ferro, mas sua presença, somente, não é suficiente para explicar o 

amplo espectro das conseqüências metabólicas e patogênicas atribuídas a HH. O 

número reduzido de doentes frente à elevada freqüência dos mutantes sugere 

hipótese de penetrância incompleta para esse gene (17,18).  

Tendo como base o possível efeito tóxico da hemoglobina S e do acúmulo 

de ferro em decorrência de destruição eritrocitária e/ou Hemocromatose 

Hereditária, relatados na literatura, objetivou-se avaliar a freqüência dos 

polimorfismos do gene HFE, em doadores de sangue portadores de Hb S, e sua 

relação com peroxidação lipídica e estresse oxidativo. 
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Material e Métodos: 

Foram utilizadas amostras de sangue periférico, colhidas com EDTA a 5%, 

para a pesquisa de hemoglobinas e das mutações do gene HFE, e com heparina 

para a verificação dos processos oxidativos. A população deste estudo 

compreendeu 211 amostras de doadores de sangue portadores de Hb AS e, como 

grupos controle, foram avaliadas 119 amostras de doadores com Hb AA e 28 

amostras de pacientes com doença falciforme (Hb SS ou HbS/ Beta talassemia). 

Quanto à faixa etária, os doadores apresentaram idade entre 18 e 65 anos com 

média de 36,41 anos. Quanto ao gênero, no grupo de portadores de Hb AS, 

65,55% dos indivíduos, eram do sexo masculino e no grupo controle com Hb AA, 

eram 71,56%. Com relação à etnia, apesar de 70% terem se declarado 

caucasóides, 11% negros, 5% asiáticos e apenas 24% mestiços, a grande maioria, 

tanto do grupo de estudo quanto dos grupos controle, era composta por indivíduos 

miscigenados, e, portanto foram considerados como pertencentes a esse grupo 

étnico (Afro/Americanos, Caucasianos e descendentes de Ameríndios), segundo a 

classificação para a população Brasileira (19). Entre os pacientes a idade variou 

entre 15 e 47 anos, com média de 25,48 anos. Quanto à etnia 24 (85,71%) se 

declararam negros e quatro (14,29%) de descendência caucasóide, embora a 

presença do alelo mutante βs, seja um marcador africano. Quanto ao gênero, dos 

28 pacientes estudados, 14 (50%) pertenciam ao sexo masculino.  

Os perfis de hemoglobina foram confirmados por eletroforese de 

hemoglobina em acetato de celulose em pH alcalino, eletroforese em Agar-fosfato 

pH ácido e Cromatografia Liquida de alta performance (HPLC). O DNA de todas 

as amostras foi extraído pelo método de fenol-clorofórmio modificado (20). Os 

genótipos de hemoglobinas foram identificados por PCR Alelo Específico (PCR-

AE). Todas as amostras foram submetidas a  realização de PCR-RFLP (PCR- 

Restriction Fragment Lenght Polymorphisms)  para identificação dos mutantes no 

gene HFE (21).  Para determinação dos processos oxidativos, foi realizada, a 

avaliação da capacidade anti-oxidante em relação ao Trolox (TEAC) (22) e MDA 

para peroxidação lipídica (23).  
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Aplicou-se o teste de Qui-Quadrado (χ2) com nível de significância de 

95% (p=0.05) e a correção de Yates com n<5 para a comparação das freqüências 

dos polimorfismos. Para comparar as freqüências alélicas, aplicou-se o teste Qui-

quadrado e posteriormente a fórmula para verificar o equilíbrio de Hardy-

Weinberg. Para comparação dos valores médios e desvio padrão dos valores 

obtidos para inferir processos oxidativos, foi utilizado o teste (ANOVA) (com 

post-hoc Tukey quando necessário) para comparação de todos os grupos, e teste t 

para comparação entre dois grupos, pelo software Statistica 7.0. 
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Resultados: 

Das 211 de doadores de sangue com Hb AS, foram identificadas 43 

(20,38%) com ao menos uma das duas mutações no gene HFE avaliadas, sendo 

que destes, 28 (65,11%) pertenciam ao gênero masculino. Entre o grupo controle 

de doadores com Hb AA, das 119 amostras avaliadas 34 (28,57%) apresentaram 

alguma das mutações no gene HFE, e destes 24 (70,58%) eram do gênero 

masculino.  Para o grupo com os pacientes falciformes, controle positivo para Hb 

S, dos 28 avaliados 8 (28,57%) eram portadores de algum dos polimorfismos no 

gene HFE, sendo 50% pertencentes ao gênero masculino. A Figura 1 ilustra essa 

distribuição.  

Foram encontrados nos portadores do traço falciforme, 37 (17,54%) 

heterozigotos, e três (1,42%) homozigotos para a mutação H63D, dois (0,95%) 

portadores heterozigotos para a mutação C282Y e um (0,47%) duplo heterozigoto 

(C282Y/H63D). No grupo com Hb AA, foram identificados 28 (23,53%) 

portadores heterozigotos e um (0,84%) homozigoto para a mutação H63D; três 

(2,52%) portadores heterozigotos para a mutação C282Y e dois (1,68%) duplos 

heterozigotos (C282Y/H63D). Entre os pacientes foram identificados seis 

(21,43%) heterozigotos para a mutação H63D e dois (7.14%) heterozigotos para a 

mutação C282Y. A distribuição dos genótipos de acordo com o gênero e o tipo de 

hemoglobina estão demonstradas na Tabela I.  

Quando comparadas as freqüências genotípicas para as mutações no gene 

HFE, utilizando o teste Qui-quadrado com máxima verossimilhança, não foram 

encontradas diferenças significativas, entre os portadores de Hb AS e os grupos 

controle, com X2 = 2,482601, grau de liberdade=4, p=0,650.  

Pode-se observar também que, para os três grupos estudados, os alelos dos 

mutantes no gene HFE estão em equilíbrio de Hardy-Weinberg, sendo, portanto, 

representativos da população. 

 Em doadores com Hb AS, as freqüências alélicas foram de 10,5% para o 

H63D e 0,7% para o C282Y. No grupo controle Hb AA, as freqüências foram de 

13,4% e 2,1% e em doentes falciformes de 10,7% e 3,5% respectivamente para os 
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alelos H63D e C282Y conforme demonstrado na Tabela II. Quando comparamos 

as freqüências para o alelo H63D entre os doadores com Hb AS e cada um dos 

grupos controle, observamos que não houve diferença significativa (p=0,122939) 

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

Nas comparações para o alelo C282Y, entre doadores com Hb AS e com 

Hb AA, também não houve diferença significativa (p=0,101333). O mesmo não 

ocorreu entre doadores com Hb AS e doentes falciformes, em que observamos a 

freqüência alélica para o polimorfismo significativamente aumentada entre os 

doentes falciformes (p=0,047377).  

A avaliação dos processos oxidativos foi realizada em 84 doadores de 

sangue com Hb AA (21 com e 63 sem mutação no gene HFE), 42 doadores com 

Hb AS (23 com e 19 sem as mutações para o gene HFE) e 25 Doentes 

Falciformes (oito com e 17 sem as mutações para o gene HFE). A diferença de 

casuística observada nos dois itens deveu-se a inviabilidade de realização da 

técnica com amostras previamente armazenadas e ao não retorno dos indivíduos 

convidados para nova coleta. 

Para os valores de MDA, e de TEAC, os indivíduos foram classificados 

em seis grupos descritos abaixo:  

A- Indivíduos com Hb AA, com mutação no gene HFE; n= 21 

B-  Indivíduos com Hb AA, sem mutação no gene HFE; n= 63 

C- Indivíduos com Hb AS, com mutação no gene HFE; n= 23 

D- Indivíduos com Hb AS, sem mutação no gene HFE; n= 19 

E- Indivíduos com Hb SS, com mutação no gene HFE; n= 8 

F- Indivíduos com Hb SS, sem mutação no gene HFE; n= 17 

Os valores de MDA foram aumentados apenas entre os doentes 

falciformes (Tabela III). Com relação ao MDA, observamos que não houve 

diferença significativa, para a presença de Hb S em heterozigose, nem para as 

mutações no gene HFE, sozinhas ou em co-herança. Porém, os valores 

aumentaram de forma significativa na homozigose para Hb S, independente da 

herança ou não com o alelo mutante para o gene HFE. 
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 Todos os valores de TEAC obtidos estiveram dentro da faixa de 

normalidade, porém, observamos que, na presença do alelo para a Hb S, com ou 

sem o alelo mutante para o gene HFE, houve uma diferença significativa, 

indicativa da capacidade antioxidante total aumentada em heterozigotos (Hb AS) 

e diminuída em homozigotos (Hb SS), quando comparados ao grupo controle de 

doadores com Hb AA. Quando comparamos os resultados de TEAC entre os 

indivíduos portadores de Hb AS, com e sem mutação para o gene HFE, a 

diferença também foi significativa, e aumentada nos casos em que ocorreu a 

presença da mutação para HFE.  Ao comparar os valores obtidos entre os Doentes 

Falciformes, com e sem a mutação HFE, constatamos que não há diferença 

significativa.  A Tabela IV mostra as comparações estatísticas, duas a duas, para 

esses dois parâmetros, nos grupos avaliados. 
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Discussão 

As freqüências das mutações H63D e C282Y no gene HFE, encontradas 

para o grupo de doadores de sangue portadores de hemoglobina S estudados, estão 

de acordo com as encontradas na literatura para a população brasileira (21,24).  

Segundo Agostinho et al, 1999 (24), a freqüência de C282Y é 3 a 8 vezes 

menor em brasileiros quando comparados aos caucasianos do norte da Europa, 

enquanto que a freqüência alélica de H63D é praticamente similar. Esta baixa 

freqüência vem sendo observada em populações não-caucasianas, ou que possuem 

origem étnica bastante diversificada. Sendo que a hemocromatose hereditária 

afeta predominantemente caucasóide de descendência européia, assim, a 

manutenção do polimorfismo do gene HFE pode ser explicada por flutuação 

alélica ocorrida pelo constante fluxo entre as populações.  

 Um estudo realizado por Jeng et al, 2003 (25), com 89 pacientes 

falciformes, observaram  freqüência genotípica de 2,3% para o genótipo 

C282Y/WT,  6,8% para o heterozigoto H63D/WT, e  nenhum homozigoto ou 

duplo heterozigoto. Segundo os autores, esses resultados estavam de acordo com 

o esperado para a população africana na qual o estudo foi realizado. Observamos, 

porém, a freqüência alélica da mutação C282Y significativamente aumentada no 

grupo de pacientes falciformes aqui estudado. Destacamos que, sendo esse um 

grupo formado na sua maioria por indivíduos de origem étnica negra, e a alteração 

no gene HFE ser proveniente de indivíduos de descendência caucasóide, 

provavelmente a miscigenação da população brasileira possa explicar esse achado. 

Ressaltamos que a clínica de pacientes falciformes é variável e dependente de 

vários fatores, porém, a grande maioria necessita de transfusão, o que poderia 

maximizar os efeitos da sobrecarga de ferro. 

Considerando que doadores de sangue são representativos de uma amostra 

de indivíduos saudáveis na população, e que as mutações no gene HFE estudadas 

representam sintomatologia após os 40 anos de idade, especialmente em homens, 

o grande numero de homens portadores desses polimorfismos deve ser avaliado e 

acompanhado com cautela. Atualmente o número de homens doadores de sangue 
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é maior do que o de mulheres, e o ato de doar funcionaria como um “efeito 

protetor”, uma vez que estão realizando a melhor forma de prevenção e tratamento 

para as manifestações clínicas da hemocromatose.  

 De acordo com os resultados relatados na literatura e com nossos achados, 

acreditamos que a presença do alelo mutante no gene HFE, contribuía para o 

aumento da peroxidação lipídica nos portadores de Hb S. Porém, nas análises 

estatísticas, quando se elimina a influencia do alelo S, na comparação entre 

pacientes com e sem mutação para o gene HFE, a diferença não foi significativa. 

Os resultados de comparações estatísticas mostraram níveis de peroxidação 

lipídica aumentados de forma significativa somente na presença de homozigose 

para Hb S, independente da presença ou não dos polimorfismos no gene HFE, 

evidenciando o potencial oxidativo da alteração de hemoglobina. 

 Com relação à capacidade antioxidante, a presença do alelo mutante do 

gene HFE provavelmente contribui para a alteração desse parâmetro, pois quando 

comparamos indivíduos com Hb AA, com e sem a mutação no gene HFE, não 

encontramos diferença significativa. Ao se comparar indivíduos com Hb AS, com 

e sem mutação para o gene HFE, verificamos que houve diferença significativa, 

com redução dos valores de TEAC entre os dois grupos. Com base nos dados 

encontrados em nosso estudo, acreditamos que a variação na capacidade 

antioxidante esteja ligada mais à presença de hemoglobina S do que à presença 

dos polimorfismos no gene HFE.  
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Conclusão 

A freqüência alélica da mutação H63D foi maior do que a C282Y em 

doadores de sangue e pacientes falciformes da região de São José do Rio Preto. A 

maioria dos doadores pertence ao grupo étnico miscigenado e dos pacientes ao 

grupo étnico de afro descendente.  

A incidência das mutações H63D e C282Y para os doadores de sangue 

com Hb AA e Hb AS está de acordo com os dados encontrados na literatura para 

estudos populacionais brasileiros. Para os pacientes com Doença Falciforme a 

freqüência encontrada para a mutação C282Y esta aumentada, o que não é 

esperado principalmente por ser este um grupo formado em sua maioria por 

indivíduos de origem étnica negra. 

 Com relação aos valores indicativos da capacidade antioxidante total e 

peroxidação lipídica, observamos que a presença do alelo mutante para o gene 

HFE, contribui para a variação, porém não é suficiente para alterar de forma 

significativa a capacidade antioxidante e a peroxidação lipídica. O alelo βs 

mostrou estar envolvido de forma significativa, quando em homozigose, com o 

aumento da peroxidação lipídica em indivíduos com doença falciforme. Com 

relação à capacidade antioxidante, esta se encontra aumentada quando em 

indivíduos portadores de Hb S em heterozigose. 
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Figura 1: Separação por Gênero, dos indivíduos com mutação no gene HFE 
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Tabela I: Distribuição das freqüências genotípicas para os polimorfismos no gene 

HFE de acordo com o gênero em doadores de sangue com Hb AA, Hb AS e 

doentes falciformes. 

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

Hb AA 

n=119 

Masc 
2  

(1,68%) 

1  

(0,84%) 
19 (15,97%) 

1  

(0,84%) 

55 

(46,22%) 

Fem 
1 

(0,84%) 
- 

9 

(7,56%) 

1 

(0,84%) 

30 

(25,21%) 

Hb AS 

n=211 

Masc - 
2 

(0,94%) 

26 

(12,31%) 
- 

123 

(58,28) 

Fem 
2 

(0,94%) 

1 

(0,47%) 

11 

(5,21%) 

1 

(0,47%) 

45 

(21,32%) 

Hb SS 

N=28 

Masc - - 
4 

(14,28%) 
- 

 10 

(35,71%) 

Fem 
2 

(7,14%) 
- 

2 

(7,14%) 
- 

10 

(35,71%) 

WT= alelo selvagem; C282Y= alelo mutante para C282Y; H63D= alelo mutante para H63D. 
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Tabela II: Freqüência Alélica das mutações C282Y e H63D no gene HFE em 

doadores de sangue com Hb AS e Hb AA e pacientes falciformes (Hb SS). 

Tipo de Hb 
Mutação no 

gene HFE 
n°°°°de alelos Alelos mutados Freqüência Alélica 

AS C282Y 422 3 0,71% 

n=211 H63D 422 44 10,42% 

AA 

n=119 

C282Y 238 5 2,10% 

H63D 238 32 13,44% 

SS 

n=28 

C282Y 56 2 3,57% 

H63D 56 6 10,71% 

 

 

 

Tabela III: Valores médios e desvio padrão, resultados máximo e mínimo 

encontrados para as quantificações de MDA e TEAC, na população avaliada. 

Grupos Sub- 

grupos 

MDA TEAC 

 Média ± SD 
(ng/mL) 

Min-max 
(ng/mL) 

Média ± SD 
(µMol/L) 

Min-max 
(µMol/L) 

Hb AA c/HFE 294,61± 107,52 112-578 2,07±0,09 1,86-2,2 

s/HFE 278,80±104,18 93-483 2,07±0,11 1,78-2,31 

Hb AS c/HFE 335 ± 128,38 112-600 2,13±0,03 2,04-2,21 

 s/HFE 253,63 ± 122 120-461 2,16±0,05 2,07 

Hb SS c/HFE 766,87±353 335-1524 2,04±0,07 1,94 

 s/HFE 903,58±507 372-2362 2,05±0,08 1,88 

Legenda: SD= desvio padrão; Min-max= valores mínimo e máximo. 

Valor de referência: MDA : 0-440 ng/ml; TEAC: 1,78-2,30 mM/L 
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Tabela IV:  Teste ANOVA entre MDA e TEAC para comparação entre os grupos estudados 

Grupos MDA TEAC  

A x B p=0,5518 p=0,9999 

A x C p=0,2859 p=0,0089* 

A x D p=0,2693 p=0,0004* 

A x E p=0,0075* p=0,3565 

A x F p=0,0001* p=0,4736 

B x C p=0,0936 p=0,0003* 

B x D p=0,4229 p=0,0001* 

B x E p=0,0006* p=0,3129 

B x F p=0,0001* p=0,4074 

C x D p=0,0530 p=0,0399* 

C x E p=0,0120* p=0,0086* 

C x F p=0,0003* p=0,0010* 

D x E p=0,0051* p=0,0013* 

D x F p<<<<0,0001* p<<<<0,0001* 

E x F p=0,4450 p=0,7549 

 Intervalo de confiança e significância p < 0.05 
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