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I. INTRODUCRO

1. ASPECTOS GERAIS

iz anemias hereditarias s23o das doengas geneticamente
determinadas., as mais comuns. e compreendem um grupo de condigles
de consideravel complexidade. Alguns tipos de anemias
hereditarias s3o raras e ndo s3o importantes do ponto de vista de
satide publica; entretanto, dois grupos se destacam: as doengas
hereditarias por alteraglies das hemoglobinas e a deficiéncia da
enzima eritrocitaria Glicose—-&4&-Fosfato Desidrogenase (G—&6-PD).
Aproximadamente i2 a 15% da populag3oc humana & portadora
assintomatica de uma ou mais formas de anemias hereditarias.
notadamente de falcemias, talassemias e deficiéncia de G-6—FD.
Estima—-se qgue essas trés alteraglies causam a mortalidade de treés
a quatro em mil recém—nascidos em todo o mundo, induzindo
também, significativa morbidade cronica {(W.H.O, 1982).

Milhties de pessoas em todo o mundo carregam em ssu
patriméGnio genético, hemoglobinas anormais em varias combinacgBes.
com consequéncias que variam das guase imperceptiveis as letais.
Sua correta identificag3o e classificacgdc tém grande importancia
nas areas médica. genética e bioguimica. 0O continuoc progresso que
se tem obtido em genética humana sobre as alteraglies que originam
doengas hereditarias, reguer novas estratégias e métodos para

detecg3do de mutantes. No entanto, a extensa heterogeneidade

molecular e o= varios sitios de mutagldo em cada gene causavam,

até ha algum tempo atras, sérias limitaglies nas pesquisas. Com a
introdug3o da tecnologia de DNA recombinante e PCR (Polymerase

Chain Reaction)} aumentaram os subsidios para a resolugl3io desses
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problemas. Atualmente., mutagles de um determinado gene em
particular podem ser detectadas por hibridizacgl3o e amplificagi3o
do alelo especifico (COUTELLE, 1991).

0 locus das hemocglobinas humanas (Hb) & bem conhecido e
seu estudo fornece dados principalmente em duas Aareas: acgdo
génica e dina@mica dos genes na populaglo. A organizacgi3o do gene
da globina humana tem sido muito estudada, assim como se conhece.
atualmente, a relag3o entre a estrutura génica e o produto final
e a sua fungdo (PERUTZ, 1976). Outro fator importante com relacgdo
ao gene da globina humana, & a sua distribuig3o nas diferentes
populactes, resultando em aproximadamente 500 wvariantes de
hemoglobinas e mais de uma centena de tipos de talassemias,
fornecendo dados importantes sobre o papel da selegloc natural,
miscigenaglo racial e migragdes humanas (WEATHERALL & CLEGG.
19813 SALZANO, 19863 HONIG & ADAMS III, 1986).

(8] Brasil, pais de proporgbes continentais, se
caracteriza por significativa mistura racial, onde o processo de
colonizaclo teve grande influéncia na dispersd3o de genes
anormais, notadamente de talassemias e falcemias (NAOUM, 1984).

Assim, a distribuig3o das hemoglobinas anormais, provenientes de

formas variantes e talassemias, esti intimamente relacionada com

as etnias que compliem nossa populagl3o. Analises realizadas em
indigenas brasileiros n3o miscigenados, revelaram auséncia de
hemoglobinas anormais entre diversas tribos de diferentes regifies
(NAROUM e cols, 1979). Recentemente, por meio de técnicas de
biologia molecular através da analise do gene da globina beta,

confirmou—-se a auséncia de alteracles em indigenas da AmazBGnia

(GUERREIRO e cols, 1992).
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As duas hemoglobinas variantes mais freguentes na
populacd3o brasileira, as Hb S e Hb C, ambas de origem africana,
mostram = intensa participag3c do negro na composico
populacional brasileira (NAOUM e cols, 1984; ALVARES FILHO e
cols, 1988), e esse fato & bem caracterizado nos estudos de
prevaléncia de hemoglobinopatias realizado em diferentes regibes
do Brasil (HUTZ & SALZANO, 1983; SALZANO, 19863 NAOUM, 1987).

As talassemias do tipo beta diagnosticadas em nossa
populagdo, tém por <=sua vez, significativa origem nos povos
provenientes das regiies do mediterraneo, notadamente de
italianos. Da mesma forma como se procederam as distribuiglies das
hemoglobinas S e C, as talassemias s3o mais fregquentes em regilies
que tiveram a maior participagl3o da colonizag3o italiana (NAOUM,
1984; RAMALHO, 1986 b).

Variantes raras também tém sido detectadas

diferentes localidades, conforme mostra a tabela 1.

2. SINTESE E ONTOGENIA DAS HEMOGLOBINAS

2.1 - HEMOGLOBINAS NORMAIS

A hemoglobina de vertebrados &€ uma proteina globular e

oligomérica., com peso molecular de &7.000 daltons, cuja principal

fungdo € o transporte de oxigénio dos pulm@es para os tecidos.

Adicionalmente participa do transporte de- gas carbtnico no

sentido inverso. Quimicamente & composta pela conjugag3o do grupo

prostético, tetrapirrélico, contendo ferro, denominado grupo

heme, & cadeia polipeptidica de globina.
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TABELA

ciassitTicados

Distribuicio local idade, de 15

f=gwl

como hemoalodinas raras. Secundo NAQOQLM,

agendat ipos

1987.

BENGTI?D

LOCALIDADE

&J Rovico
A Baltisore
¥

&% Boston

&) Punjab

*

A6 Philadeiphia
A% Haitisors

A oln¥

A Kiterpin

R Hasharont
Porto Aiegre
Constant Sprine

Leporz

Aragatuda,Brasiiia,Boidnia,buarat inguetd,Natal,Presicente Prucente,Saivacor

S3a José sos Campos,530 José éo Rio Prato, Sv iuis e S3o Paulo.

S30 Taulo e Sorocasa

Barretos

fraracuara, Delem, Sotucatu, Yaceio, Parmaida, Salvacor e Teresira
Botucatu, 530 José o Rio Preto e Sdo Paulo

Jaury, Potucatu,Buarat inguetd,Rio ce Janeiro, Santos, S3o José do Rio Preto,
S3o Paulo e Serocada

Presicente Pruceate, Rideirzo Preto, S3o José co Ric Preto e Sdo Paulo
Rijeirdo Preto e Sdo Paulo

Barretos e Sio José éo Rio Preto

ioncrina , "atos de Ninas, Porto Alegre e Santa Mariz

Kiteroi

Rideirdo Preto

Telés 2 Porto Alesre

S30 José do Rio Preto

Baurs e Sio Jose éo Rio Preto

fienogiodinas Iastaveis.

025: Coa excegdo cas hewogiohinas instaveis cue foram cetectadas ea pacientes coa anemias heaoliticas, as

restaates foram ideatificaias em estuios populacionais.
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A fragl3o proteica da molécula de hemoglobina &€ formada
por guatro cadeias num total de 574 aminoacidos. Duas delas s8o
constituidas por 141 aminoacidos cada e si3o chamadas tipo alfa.
As outras duas possuem 145 aminoacidos cada e s3o denominadas
tipo beta.

As cadeias do tipo alfa s3c elaboradas por genes
especificos localizados no brago curto do cromossomo 16. em  uma
regido de aproximadamente 25 Eb (ANTONARAKIS e cols, 1985),
conforme mostra a figura 1. No complexo g@énico alfa existem dois
genes estruturais que expressam as globinas alfa separadas por
aproximadamente 3 kb, denominados de alfa 1 e alfa 2, gue
permanecem em atividade durante toda a vida do individuo. Seu
ritmo normal de sintese ¢& bastante elevado, uma vez gue
participam da composig3o de quase todas as hemoglobinas. Outros
genes pertencentes a este complexo génico s3o os genes zeta de
atuagcdo na fase embrionaria. 2 os pseudogenes psi alfa 1 e psi
zeta. Pseudogenes s3o genes gque possuem sequ@éncia homGloga aos
genes estruturais ativos, mas contém mutaglies que inibem sua
express3o (WEATHERALL & WAINSCOAT. 198%5).

As cadeias do tipo beta s3c produzidas por genes
localizados no brago curto de cromossomo 11 em uma regi3o de

aproximadamente 50 Kb, sendo gque os genes epsilon s3o expressados

na fase embrionaria, engquanto os genes gama—alanina e gama-

glicina s3o caracteristicos do periodoc fetal. Os genes beta e
delta <s3o atuantes a partir de uma fase do periodo fetal e se
expressam em toda plenitude no periodo pos—nascimento

{ANTONARAKIS e cols, 1985).
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FIGURA 1 - Localizaglo cromosstmica dos genes da globina humana.
A linha horizontal representa uma cadeia de DNA e os retangulaos
os genes. Faixas escuras representam exons e faixas claras os
introns; regilies achuradas representam areas n3o transcritas. Os

numeros abaixo dos exons representam a quantidade de residuos de

aminoacidos codificados pela sequéncia especifica. Segundo

ANTONARAKIS e cols, 1985, com modificaclies.
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Cada gene estrutural da globina humana possui trés
exons (sequéncias gque codificam a globina) e duas seguéncias n3o
codificadoras denominadas introns, que s3o transcrites nas
ceélulas eritrbides. 0 RNA heterogéneo ou transcrito primario, €&
um mosaico de regifjes codificadoras e ndo codificadoras,

tamanho duas a trés vezes maior gue o RNAm. Semelhantemente ao

que ocorre em outras proteinas, o©o transcrito primario =

modificado em suas extremidades S» e 3», até chegar a forma
original de RNAm funcional. Essas modificagBies incluem o processo
de "splicing"”, onde os introns s8o retirados e os exons unidos.
a formac3o do capuz metilado na extremidade S+* por adig3o de um
adcido guanilico metilado e, por fim, a formagdo da cauda de poli-
A na extremidade 3Z:, com a adigi3o de uma série de acidos
adenilicos. conforme mostra a figura 2 (HONIG & ADAMS III, 1986).
As fungbes dessas sequéncias ainda n3o s3do bem conhecidas:
entretanto, sabe—-se gue o capuz 5* metilado & importante para a
formag3o do complexo RNA-Ribossomo., o gqual controla a iniciagdo
da sintese da cadeia polipeptidica e protege o RNAm contra o
ataque de endonucleases na extremidade 5:*, mantendo sua
estabilidade. A cauda de poli-A. na extremidade 3+, & importante
para o transporte do RNAm do nicleo para o citoplasma e para a
sua estabilidade. Esta estabilidade & mantida devido a estrutura
intrinseca do RNAm maduro (LONG e cols, 1990).

0 processo de "splicing" & fundamental para a formagdo
do RNAm final qgque sera traduzido na globina especifica. Esse
processo ocorre devido ao reconhecimento entre os introns e exons
de '"sequéncias consensus'” comoc as sequéncias GU na posigdo ST e
AG na extremidade I* dos introns. Uma notavel caracteristica do

RMAm da globina &€ sua excepcional estabilidade sob condigBes de
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intensa sintese, o que contribui para que o0os reticuldcitos
continuem a sintetizar hemoglobina por varios dias apés a perda
do nticleo.

Todos os RNAm da globina apresentam cauda de poli-A e
capuz metilado nas extremidades 3» e 5* respectivamente. Para a
globina beta, por exemplo, existem 53 nucleoctideos antes do codon
de iniciagc3do AUG e 132 entre o codon de terminalizacio URA e a
cauda de poli-A. Assim, embora a cadeia beta tenha 1446
aminoacidos (gue requerem 438 nucleotidecos), o RNAm para a
globina beta tem aproximadamente 650-750 nucleotideos, dependendo
do tamanho da cauda de poli-A, que varia com a idade do RNAm, (as
maiores s23o encontradas em RNAm recém sintetizados., 2 as menores
s3o isoladas de reticultcitos velhos). HA alguns indicios de qgue
o0 capuz metilado seja necessario para uma eficiente traduglo do
RNAm da globina. Com técnicas de hibridizacg®o de DNA., verificou-—
se que as mutaclles nas regifjes de "splicing” e em outras regifies
n3o traduzidas, levam a fenotipos talassémicos por agio de novos
sitios com diminuig3do ou adig3o de segmentos extras, alem de
provocar a instabilidade do RNAm processado {(HONIG & ADAMS III,
1986). A sintese de hemoglobinas & determinada por um sistema
complexo de regulag3o. E especifica dos tecidos eritroides,
modifica—-se ao longo do desenvolvimento ontogenético do individuo

e também durante o processo de maturag3o eritrocitaria. Ocorre

ainda a coordenag3o da sintese das duas subunidades codificadas

em cromossomos diferentes. Oz mecanismos gue controlam essa
regulacdo, n3o s3o totalmente conhecidos, e estudos de expressao
controlada realizados em camundongos transgénicos, tém
esclarecido algumas duvidas relacionadas a regulagdo desses genes

globinicos (LABIE, 1990).
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As hemoglobinas diferenciam—se entre si por
possuirem caracteristicas fisico—guimicas e mobilidades
eletroforéticas distintas. As fungles das hemoglobinas s&o
marcantes desde o0s primeiros dias de gestago, adaptando—se ao
constante desenvolvimento do embri3ioc e do feto, até estabilizar-
se por volta dos seis meses apos ©0 nascimento. A primeira
hemoglobina embriocnaria sintetizada & a Hb Gower 1 gque predomina
nas quatro semanas iniciais. Até a decima segunda semana estdo
presentes as Hb Portland e Hb Gower 2. Apts o periodo embrionario
nidoc ocorre malis a sintese das hemoglobinas embrionarias, que
podem estar presentes, no entanto, em pequenas qguantidades em
recem—nascidos normais, ou em grandes gquantidades em criangas com
aberractes cromoss@micas, como & o caso da trissomia do
cromossomo 13 (HELLER., 1968; BROUSSIOUS & BERTLES, 1982). Ainda
no periocodo embrionario inicia-se a sintese de hemoglobina Fetal,
substituindo gradativamente as hemoglobinas embrionarias =]
atingindo a sua plenitude por volta do terceiro mé&s de gestagdo.
A Hb A comega a ser sintetizada a partir da decima semana
mantendo—se em niveis n3o superiores a 10% na trigésima semana.
Logo ap6s o nascimento, as hemoglobinas Fetal e A apresentam
concentraclies proximas de 80 e 20%L, respectivamente, cujas
sinteses se invertem rapidamente até estabilizarem—se. em média,
no sexto més de vida pos natal. A Hb Ao tem sua sintese iniciada
no final do periodo fetal, e também se estabiliza no sexto mées
apbs o nascimento (WEATHERALL & CLEGG, 1981 )cruAlrfiguracas
representa os diferentes estagios das hemoglobinas nos periocdos

embrionario, fetal e pos—-nascimento, e suas respectivas

cnncentra;ﬁes..ﬁﬁ combinagles entre as cadeias globinicas do tipo

alfa e do tipo beta resultam em hemoglobinas diferentes conforme
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o pareamento estabelecido. De uma forma geral, as hemoglobinas

normais sintetizadas apts o nascimento ficam assim representadas.

segundo a composig3o de suas cadeias, Hb A (alfao betas) . Hb Ao

(alfan deltas) e Hb Fetal (alfan gaman). 0 individuo com

hemoglobinas normais & classificado como portador de Hb AA.

2.2. HEMOGLOBINAS ANORMAIS

Hemoglobinas variantes e talassemias

Az hemoglobinas anormais apresentam fundamentalmente
alteracties envolvendo genes estruturais, gue promovem a formagso
de moléculas de hemoglobina com caracteristicas bioguimicas
diferentes das hemoglobinas normais. S8o também denominadas
hemoglobinas variantes.Mutagdes afetando os genes reguladaores
promovem desequilibrioco do conteddo guantitativoc das cadeias e
conseguentemente dos tipos normais de hemoglobinas, causando as
talassemias. Dessa forma, as hemoglobinas variantes e as
talassemias s3do classificadas como hemoglobinas anormais

hereditarias.

2.2.1.—- HEMOGLOBINAS VARIANTES

A maioria das variantes estruturais & originada por
simples substituiglies de aminoacidos, resultantes de mudangas nas
sequéncias dos nucleotideos. As alteragles estruturais, com
consequéncias nas atividades fisico—quimicas da molécula, estdo
na dependéncia da extens3o do processo mutacional e dos locais em
que esses ocorrem. Dessa forma. as hemoglobinas anormais podem

originar—se por:
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PERIODO EMBRIONARIO

TIPOS DE Hb CONCENTRACDES
thz - Hb Gower =1 20 - 40 Yo

12 l‘z - Hb Portlond 5 -20 %
ﬂ.eta - Hb Gower-2 10 - 20 %

‘zrz - Hb Fastal B - 40 Y

PERIODO FETAL

TIPOS DE Hb
o l, - Hb Fstal

«pBp - Hb A

egig - Hb Ay

PERIODO POS- NASCIMENTO (ocima de € meses)

TIPOS DE Hb OONCEKTRAES

-!@z-ma 9 - 98 %

‘!ia - f“g 25-3,7%

ap¥p - HoFetal 0-1%

M eene aTvo

GENE INATIVO
CR - CROMOSSOMO

FIGURA 3 - Hemoglobinas presentes nos diferentes estagios

desenvolvimento humano. Segundo NAOUM, 1987.
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a) substituigi3o de um aminocacido por outro de
caracteristicas diferentes., na porgi3o externa da molécula. Pode
ocorrer também a substituig3o de dois aminpacidos em uma mesma
cadeia, sendo. entretanto, condigdo muito rara. As substituigbes
de aminoacidos na superficie externa. com excegd3o feita a
hemoglobina S n3do produzem alteragles significativas
comportamento funcional da moléculas

b) substituig3o de aminocacidos na porgado 1interna da
molécula, envolvendo residuos polares e ndo polares,
especialmente nos locais invariantes da molécula - incluindo
aqueles que fazem parte do "pacote hidrofébica" em torno do grupo

heme, cuja principal fung3o & protegé—-lo da entrada de a&gua - e

aqueles que participam dos contatos alfa 1 beta 1. QGualqguer

substituigc3do na regifio interna da molécula causa instabilidade.,
geralmente iniciada pela oxidagdo do grupoc heme, com formagio de
hemoglobinas instaveis;

c) substituiglioc de amino&cidos que participam dos contatos
alfa 1 beta 1, das ligagles quimicas com o 2,3-difosfoglicerato
(2,3-DPG) e do residuo histidina C—-terminal da cadeia beta,
provocam a formagdo de hemoglobinas com alteraglies na afinidade
pelo oxigénios

d) substituiglo dos residuos de histidinas distal ou
proximal, gue estio ligados ao grupo heme, ou de outros residuocs,
que tém importancia fundamental na constituiglio do "pacote" de
aminocacidos que protege o grupo heme contra oxidag3o. causam
anormalidades na molécula provocando excessiva formag3o de
metemoglobina por hemoglobina M:

e) adig3do de aminoacidos aoc C—terminal das cadeias alfa e

beta. A hemoglobina Constant Spring apresenta 31 residuos a mais

13
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na cadeia alfa, e a hemoglobina Tak & uma molécula anormal com 10
residuos a mais na cadeia beta.

Outra causa de variantes estruturais ocorre por deleg@do
de aminoacidos. Esse processo produz profundas alteragbes na
molécula de hemoglobina, tornando—a instavel. A fusdo entre duas
cadeias polipeptidicas diferentes também origina hemoglobinas
variantes. A fusi3o de cadeias delta e beta resulta na formagio de
um tipo anormal de hemoglobina, a hemoglobina Lepore. Dependendo
do local onde ocorre a fus3io, formam—se diferentes tipos dessa
variante: Hb Lepore Holanda, com fus3o de cadeia beta no residuc

da cadeia delta:; Hb Lepore Baltimore, fus3o no residuo 30 da
cadeia delta: Hb Lepore Boston., fus3io no residuc 87 da cadeia
delta. A fus3do de cadeias beta e delta. ou anti-Lepore, foi
descrita em dois tipos de hemoglobinas anormais: Hb Miyada, com
fus8io de cadeia delta no residuo 12 da cadeia beta, e Hb Nilotic
com fus3o no residuoc 22. A fus3o de cadeias gama e beta foi
descrita na hemoglobina Kenya, no residuo 81 da cadeia gama, e na
Hb Steinheim, no residuoc 121 (NAOUM,1987).

A perda espontanea de aminoacidos, resultando em
hemoglobina wvariante., foi relatada na Hb Koellicker, onde o
residuoc C—-terminal da cadeia alfa, a arginina, separa-—-se do resto
da cadeia e pode ser detectada na urina (LEHMANN & HUNTSMAN,
1974).

Em 1992, o IHIC {(International Hemoglobin Information

Center) publicou uma lista atualizada das mais de 500 wvariantes

de hemoglobinas j& descritas. A grande maioria origina-se por

substituigc3o de wum Gnico aminoacido da cadeia polipeptidica.
Poucas dessas variantes encontram—se associadas a manifestagbes

clinicas e/ou hematolbgicas gque., gquando presentes, tém seu grau
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de expressdo intimamente relacionado ao local e extens3o da
mutag3do; assim as hemoglobinas variantes podem ser classificadas
baseadas em suas caracteristicas funcionais, em cinco grupos:

Grupo 1 - Hemoglobinas sem alteraglies fisioldgicas: Esse grupo &
constituido pela maioria das variantes e, embora essas
hemoglobinas sejam de interesse bioquimico, genéetico e
antropolégico, n3o produzem efeitos clinicos significativos nem

alteraclies hematoldbdgicas.

Grupo 2 - Hemoglobinas de agregac3o: As hemoglobinas S e C

apresentam respectivamente a formagl3io de tactéides e cristais,
com repercusstes clinicas e hematoltgicas variaveis.

Grupo 3 - Hemoglobinas instaveis: As hemoglobinas instaveis
apresentam graus variaveis de manifestacgbes clinicas =
hematologicas, expressando—se laboratorialmente por meio de
intensa instabilidade molecular guando submetidas ao calor ou
agentes quimicos, e pela presenca de corpos de inclus3o nos
eritrocitos.

Grupo 4 - Hemoglobinas com alteragties funcionais: Esse grupo
inclui as hemoglobinas que causam metemoglobinemias por Hb M e
alteragties na afinidade pelo oxigénio.

Grupo S5 - Hemoglobinas variantes com fenotipo talassémico: As
hemoglobinas Lepore e Constant Spring s2o duas formas variantes e
gue apresentam fenttipos de talassemias beta . alfa,

respectivamente.
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2.2.2.— TALASSEMIAS

As talassemias constituem um grupo heterogéneo de
alteracies hereditarias gue se caracterizam por um defeito na
sintese de uma ou mais cadeias polipeptidicas da hemoglobina,
gerando um desequilibrio entre essas subunidades, dificultando o
processo de eritropoese e causando hemoglobinizaglo deficiente
dos eritroblastos. A nivel periférico, as talassemias expressam—
se com gquadros morfoldgicos alterados, de intensidade variavel,
conforme o tipo de talassemia.

Nas talassemias, geralmente a estrutura primaria da
hemoglobina & normal, diferenciando—se das hemoglobinas variantes
por essas serem formadas por uma cadeia de globina
estruturalmente antmala.

Alem da sua importancia médica como o grupo mais comum
de patologia monog&nica na populac3o mundial, as talassemias
proporcionam uma variedade de modelos de ccorré@ncia natural para
o estudo de regulagdo da sintese das hemoglobinas, do seu
desenvolvimento genético e da sua relag3oc antropoléagica. As
talassemias s3do classificadas segundo a cadeia polipeptidica
afetada. As talassemias do tipo alfa 2 do tipo beta s3o mais

frequentes e melhor definidas, mas também s3ao conhecidas as

talassemias do tipo delta-beta, delta, e gama—delta-beta. Existe

ainda wum outro grupo, mais raro, gque se caracteriza pela
manutengio de hemoglobina fetal em gquantidades aumentadas na vida
adulta designado por persisténcia hereditaria de hemoglobina
Fetal - PHHF, que pode ser uma forma compensada de delta-beta

talassemia (HONIG & ADAMS III, 19864).
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3. HEMOGLOBINA S

3.1. ALTERACAO MOLECULAR

A hemoglobina S & causada por uma mutagd3o no gene beta
da globina, produzindo uma alteragio estrutural na molécula. Por
ser uma anomalia da cadeia beta, as caracteristicas clinicas do
estado homozigoto s6 ser3o percebidas ap6s a estabilizacl3o da
produg3dao dessas cadeias, o que occorre por volta dos 4 a & meses
de idade. No gene da globina beta S, ha a substituiglo de um
codon (GT6 para GAG), resultando na substituigdo do A&cido
glutamico (GLU), na posigdo & da cadeia, por valina (VAL). A
valina é um aminoaAcido neutro enquanto que o acido glutamico é
carregado negativamente. Essa troca resulta em uma mobilidade
mais lenta da Hb 5 quando comparada com a Hb A em eletroforese de
pH alcalino. Por outro lado, a carga negativa do aAcido gluta@mico
auxilia no afastamento das moléculas de hemoglobina. enguantoc gue
a valina, neutra, favorece a polimerizag3o sob condig®es de baixo
teor de oxigénio. No estado oxigenado, a molécula de Hb S esta
"relaxada" de acordo com o modelo de MONOD e cols.1965. Nessa

conformagc3o as globinas beta est3oc préximas. No estado

desoxigenado ou "tenso” as cadeias beta ficam mais separadas.

Essa mudanga de estado favorece o contato entre as regilies da
desoxiemoglobina, 0O que ndo & possivel no estado oxigenado. As
regities de contato s3o tanto laterais (VAL-6 em relagdo & PHE-8S5
e LEU-88 da globina beta), quanto axiais (GLU-22Z e GLU-121 da
cadeia beta), e est3do envolvidas na formagi3c do polimero de
hemoglobina. Existem algumas teorias gque sugerem um periodo de

atraso na polimerizagdoc que envolve a formagi3o de um nucleo.
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3.2. ALTERACAO CELULAR

A polimerizag3do da Hb S deforma o glébulo vermelho,
fazendo com gue a célula perca seu aspécto discéide tornando—-se
alongada, com filamentos nas suas extremidades. Essas mudangas
alteram a estabilidade da bomba de séddio e potassio, com
consequente perda de potassio e agua, e aumento da concentrago
de Hb S, fato que favorece a polimerizag¢3o. Ocorre também aumento
da concentrag3o intracelular de calcio, pela faléncia da bomba de
calcio/ATPase, e aumento da permeabilidade da membrana a esse ion
{BLUMENFELD e cols, 1991).

Az alteracgtes de membrana resultantes da polimerizaglo
podem ser revertidas com a reoxigenagdo celular. 0Ouando o
processo de falcizac3o & repetitivo, as alteraglies funcionais
aumentam e a célula torna-se irreversivelmente falcizada
(EDELSTEIN, 19846). O tempo para a ocorréncia do processo de
falcizagdo wvaria de 2 a 4 minutos, enquanto o tempo gque as
hemacias permanecem na circulagio venosa €& de 10 a 15 segundos.
Dessa forma, em Areas de estase, a vulnerabilidade a falcizagio &
maior. A circulagd3o venosa tem maior nAamerc de hemacias
falciformes irreversiveis do que a arterial, porque o pre-
requisito seria o aumento da CHCM (concentracgdo de Hb corpuscular
mé&dia)., causado pela desidratag3o celular, e estabilizando o

esqueleto celular. A vasoconstriglio da circulaglo capilar leva a

estase e ao aumento do tempo de contato da hem&acia com areas com

baixo teor de oxigénio.
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NUCLEACAO HOMOGENEA

ay —
-

NUGLEO
CRITICO

NUCLEACAO HETEROGENEA

FIGURA 4 - Mecanismos de nucleagdo homogenea e heterogénea para a

formagao de fibras de Hb S. Segqundo EDELSTEIN, 1986.
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A de=sidratacgdo do organismo também favorece a
desidratag3do celular. bem como o aumento da concentrag3o da Hb 5.

Os homozigotos (HbSS) possuem de 4 a 44% de hemacias
falciformes irreversiveis na circulag23o periférica ( WINTROBE e
cols, 1981; BEUTLER, 1983). As hemacias falciformes irreversiveis
formam—se logo apts sua liberag3o da medula 6ssea e s3o retiradas
rapidamente da circulaglo: um tergo por hemtlise intravascular &
dois tergos por fagocitose. e causam sobrecarga do sistema
reticulo—endotelial (SRE). A figura & apresenta um esquema dos
processos que desencadeiam o fentmeno de falcizagdo no organismo.

Dentre as alteragbties de membrana, vale destacar os
seguintes eventos: a) rearranjo das proteinas espectrina—-actina:s
b) diminuigd3o de glicoproteinas; c) geracio de radicais oxidantes
d) orientag3o anormal de fosfolipideos. A instabilidade da
molécula de hemoglobina também leva a formag3o de hemicromos.,
produzindo auto—oxidagdo. A deficiéncia de vitamina E no plasma e
nas hemacias facilita a auto-oxidaglo (BIERI e cols, 1983;

BLUMENFELD e cols, 1991; SCHRIER & MOHANDAS, 1992).

3.3.— ALTERAGCAO DO FLUXO SANGUINEO

A alteragdo celular causada pelo processo de falcizaglo
influencia intensamente o fluxo sanguineo, aumentando sua
viscosidade. As hemacias falciformes irreversiveis tém capacidade
aumentada de ades3o ao endotélio vascular, principalmente devido
a alta viscosidade do sangue e também pela elevagi3o dos niveis de
fibrinogénio, que ocorre como resposta natural a infecglbes. A

adesividade pode ser devida a forgas eletrostaticas.
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FIGURA & - Sequencia de falcizacdo. Segundo NAOUM, 1987.
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A deposig3io de grande numero de eritrdcitos alterados
na superficie endotelial reduz a luz dos capilares e a estase &
inevitavel. podendo ainda ser aumentada pela diminuig3o da
temperatura ambiente. Como consequéncia da estase, ocorre a
hipbxia tecidual., que levaria mais moléculas de Hb S ao estado
desoxi, exacerbando uma situag®o circulatéria j& desfavoravel e
lesando os tecidos perfundidos por esses capilares. Eventualmente
ocorre oclus3c total dos capilares com tromboses, formag3io de
fibrina com a contribuigd3o das plaguetas ativadas pela orientacgio
anormal dos fosfolipideos da membrana celular, 2 também ativagic
do mecanismo de coagulacglio (WAGNER e cols. 1985:; FABRY e cols,
1992). 0Os tecidos com deficiéncia de irrigaglo sofrem infartos
com necrose e formag3o de fibrose., principalmente no bago, medula
bssea e placenta. Todos esses eventos levam a les8ies teciduais
agudas (crises) e cronicas da anemia falciforme. A& figura 7

mostra a sequencia de lesBies da microcirculaci3o.

3.4.— DOENCA FALCIFORME

Doenga falciforme & um termo genérico usado para
determinar um grupo de alteragles genéticas caracterizadas pelo

predominio de Hb S. Essas alteraglies incluem a anemia falciforme,

que & a forma homozigota da Hb § (HbSS), as interagles de

sindromes talassémicas com Hb S, e a associagioc de outras
hemoglobinas anormais com a Hb S. As doengas falciformes s3o
encontradas com maior frequéncia em habitantes da Africa,
Mediterraneo e India. Nos Estados Unidos s3o mais prevalentes em
negros e hispanicos oriundos do Caribe, América Central e partes

da América do Sul (W.H.DO., 1982).
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0 gene da Hb S apresenta alta prevaléncia em varias
regiies da Africa e outras partes do mundo onde a malaria por
Plasmodium falciparum & end@mica, ou onde existam grupos de
imigrantes portadores do gene S. A alta prevaléncia de Hb &S
nessas areas pode ser explicada por dois mecanismos: selegl3o  de
heterozigotos em areas altamente malarigenas e imigragio
espontanea ou forgada dos portadores do gene alterado (ALLISON,
1961 e 1964).

Outras sindromes genéticas que associama Hb S a
diferentes hemoglobinas anormais e/ou talassemias, produzem um
quadro clinico gue varia de moderada a acentuada, semelhante &
desenvolvida por anemia falciforme (HONIG & ADAMS III, 198&).

Dentre as doengas falciformes com quadro clinico mais
grave destacam—se as resultantes de dupla heterozigose ( Hb S/Hb
O; Hb S/Hb C; Hb S/Hb D ), onde a formagl3o de cristais &
facilitada pela presenga das hemoglobinas anormais, promovendo a
transformac3do da hemacia.

A associagidioc da Hb S com talassemias, promove uma
melhora do quadro clinico ao seu portador. guando comparada com a
anemia falciforme, devido ao fato de que a concentrac3o de Hb S
nessas associagiies ser menor que no estado homozigoto (HbSS). O

portador de Hb 5/ Talassemia beta apresenta hemoglobinas S, Fetal

Az — no caso de ser do tipo beta zeroc talassemia/’Hb S, e

verificam—se as presengas de hemoglobinas A, S. Fetal e A> no
tipo beta mais talassemia/Hb S. Assim, a diminuicgdo da
concentragd3o de HbS minimiza o curso clinico da doenga com
epistdios de crises mais espagados (COSTA e cols, 1989; RIEDER e

cols, 1991).
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As doengas falciformes s%o melhor classificadas pelo
gentdtipo conforme ilustra a tabela 2. sendo gque a mais prevalente
e com maior gravidade sob o ponto de vista clinico &€ a anemia
falcifaorme.

Homozigotos para o gene beta § associados a talassemia
alfa {Hb SS/Talassemia alfa) apresentam curso clinico benigno,
com expectativa de vida aumentada, o mesmo sendo verificado
naqueles portadores de doengas falciformes com presenga
significativa de hemoglobina Fetal(HUTZ e cols, 1983; AL-AWAMY e
cols, 19863 RODGERS e cols, 198&6; HONIG & ADAMS III, 1986:
STEINBERG, 1991). A heranca de outras alteragdes da hemoglobina
com a Hb S diminui a tendé&ncia de polimerizagido da HbS
contribuindo para a melhora da sobrevida e curso clinico do
paciente. Especificamente no caso de talassemia alfa associada a
Hb S, existem compensagles para o paciente pelo fato de ocorrer
um aumento do nivel de hemocglobina e hematécrito e diminuigdo da
guantidade de reticulbdcitos., sugerindo que o grau de hemolise
est& reduzido, provavelmente pela presenga da talassemia alfa. @A
frequéncia de acidentes vasculares cerebrais, comuns na anemia
falciforme, est3o diminuidos nos duplos heterozigotos (LAROS Jr.

e cols, 1971; RODGERS e cols, 1986; POWARS e cols, 1986; LAWRENCE

e cols, 1991; KULOZIK e cols, 19913 RIEDER e cols, 1991).

Tais observagties incentivaram estudos aprofundados nos
genes responsaveis pela hemoglobina Fetal (gama alanina e gama
glicina), sendo que sua presenga altera o processo de
polimerizac3do da Hb S. e pode também afetar a express3o do gene
beta S3: o mesmo ocorrendo com o locus para os genes alfa. Diante
desses fatos, alguns estudos tém sido realizados, na tentativa de

ativar os genes gama, pouco funcionantes em individuos adultos.
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Tabela 2 . Sindromes +alcémicas e seu significado clinico.

Modificada de HONIG & ADAME III,

HEROGLDBINAS NiVEL GRAVIDADE CARRCTERISTICAS
PRESENTES ¥ Yok (voluse corpuscalar sddio)  CLINICA CLENECAS

135:88-931 P b Aneaia grave coa
¥pf 1 2-201 crices ce falcizagdo

L L T L R L L L R R R R R RN TR REY]

HbS/beta® oS 75- 901 fumentaca diminuico 44 g i Ceaclhante a 55
talassenia #ar:5-23%

ibS/oeta’ 0555851 kumentaca Diminuico IR Beraimente senos que
talassemia Har:3-18X #hss
bR 16-201
#5/delta Ha5: 60-361 Noraal Yisingido bant Doenga falcifors:
deta tal iif - 45-491 aoderaca
1o/ alfax HbS:B¢-941 Normal diainuico + 3 44 Yenos que 1HSS
talasseaia HF1-261
thst Ha5-45-38X Normal Normal b3 b Nenos qie 3 85
Hbf :2-51
ial: 43-561
[SRITESS ] Hag: 65-861 Norsal Normal $at beralsente
% - {5-301 assintoatico
HS - 32-451 Normai ’ pscintomitico
Ha4:92-431

¥stas condigdes nio provocaa doensa falciforse e foram colocadas a titulo de comparacdo.
¥ Poce ser cetectaca a presenga e Hb ¥ (2 @ 51) por eleiroforese, ou agresacos intraeritrocitdrios ce % 1 ea headceas incudadas
coa azul e crezil arithante.
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Essa ativacdc tem o objetivo de aumentar a produci3ic de Hb Fetal
e, assim, minimizar as consequéncias clinicas das alteracgbes
ligadas & Hb S (BALLAS e cols, 1991; LANCOS e cols, 19791; ONER e
cols, 1992; ELION e cols, 1992).

Ha duas caracteristicas fisiopatolédgicas importantes
nas doengas falciformes: anemia hemolitica crfdnica = vaso oclusi3o
resultando em danos teciduais. A anemia hemoclitica & causada por
propriedades anormais da HbS e/ou por crises sucessivas de
falcizagd3o que levam a uma irreversibilidade da membrana da
hem&cia e destruigiio eritrocitaria.

A les3o tecidual & principalmente produzida por hipé&xia
resultante da obstrugdo dos vasos sanguineos pelo acimulo de
hemacias falcizadas. Orgl3os gue sofrem maiores riscos s3o agueles
com "sinus" venoso por onde a circulagido do sangue e lenta e a
tens3o de oxigé&nio e o pH s3o baixos (por exemplo: rim, figado e
medula), ou aqueles com limitada suplementag3o de sangue arterial
(por exemploc: olhos e cabega do fémur} (POWARS, 19%90).

Os sintomas da hipbxia também podem ser agudos com
crises dolorosas, ou insidiosas., caracterizadas por necrose
asseptica de quadris e retinopatia por célula falciforme. Os

efeitos dos danos teciduais agudos ou crodnicos podem., em Gltimo

caso, resultar na faléncia do orgd3o, pricipalmente em pacientes

com idade avangada.

Um problema adicional e menos reconhecido nos pacientes
falciformes €& sua vida sob condigbes de estresse psicossocial.
Esses pacientes possuem n3o somente o estresse advindo do fato de
serem portadores de uma doencga cronica, mas também, convivem com
o problema da natureza de sua doenga, cuja repetig3o das crises

afeta sua atuagidoc tanto na escola guanto no trabalho e redu:z
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potencialmente seu senso de auto—estima (TAVARES NETO, 1981;
CHARACHE e cols, 1991).

A detecgi3ic efetiva de diversas formas de sindromes
falcémicas requer diagnostico preciso. Esse diagnéstico & baseado
principalmente em técnicas eletroforéticas, hemogramas e dosagem
de Hb Fetal. Nos casos de Hb SC, a associaglio de eletroforeses
alcalina e A&cida ¢é decisiva para o correto diagnostico.
Entretanto, ha casos em gue o padr3o eletroforético da anemia
falciforme & similar aos de associagBies entre Hb G/talassemia
beta, Hb S/talassemia delta—-beta e Hb S/PHHF. Nessas situagles
as analises laboratoriais devem ser muito precisas, j& que o
quadro clinico do paciente pouco difere em cada uma delas. Por
exemplo, os sintomas dos pacientes com Hb S/beta zero talassemia
s3o parecidos aos dos pacientes com Hb S5, enguanto gue aqueles
que apresentam Hb S/delta—-beta talassemia possuem poucos sintomas
e os portadores de Hb S/PHHF s3o assintomaticos, apesar da

similaridade no padr3o eletroforético de todos eles (CHARACHE e

cols, 1991). QGuantificagties de HbA> e HbLF podem ajudar a

distinguir essas alteraglies. Em geral a HbAz; esta aumentada,
acima de 3,53% nos casos de associaglBes com talassemia beta zero e
baixa em pacientes com Hb S/delta beta talassemias e Hb S/FHHF. A
Hb Fetal est& mais alta em portadores de Hb S/beta talassemia do
gue em pacientes com Hb S5. Entretanto, os valores dos indices de
VCM =&%o geralmente fundamentais na conclus3o dos resultados,
conforme mostra a tabela 2. Nos casos em que se suspeita de
HbS/PHHF, a pesguisa de distribuig2o intraeritrocitaria de HbF

nos pais devera ser realizada (HOMNIG & ADAMS III, 1986).
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3.53.— TRACO FALCIFORME

o traco falciforme caracteriza o portador
assintomatico, heterozigoto da HbS. sendo representado por Hb AS:
ndo padece de doenga nem possul anormalidades no namero de
hemacias. 0Os processos vaso oclusivos sob condigles fisioldgicas
inexistem, e portanto. n3o tém influéncia na expectativa de vida
de seu portador. Nessa condig3o heterozigota, ocorre a heranga de
um gene anormal (beta S5) e outro normal (beta A). resultandoc na
produc3o de cadeias beta normais (HbA) e beta anormais (HbS),
sempre com predominio de Hb A. O diagn6stico laboratorial & feito
por técnicas eletroforéticas, e individuos que apresentam mais Hb
S do gue Hb A podem ser portadores de Hb S5/beta mais talassemia
(WEATHERALL & CLEGG., 1981).

0 tragco falciforme pode estar assocciado occasionalmente.
a condigtes clinicas graves gue incluem hipostentria, hematdaria,
aumento no risco a infecglies do trato urinario durante a gravide:z
e retardo constitucional da puberdade (BRITTO e cols, 1984;:
POWARS e cols, 1986; GONCALVES E RAMALHO, 1990). Os portadores de
Hb AS quando iniciam quadro de hipoxia raramente desenvolvem

sintomas relacionados & vaso oclus3o. No entanto. existem relatos

de morte sUbita e complicaghtes clinicas em portadores de Hb AS

expostos a condiglies de baixa tens3o de oxigénio, como anestesias
prolongadas, esforgos fisicos extenuantes e trabalho sob
condiglies adversas (HUTZ & SALZANO, 1983%: SULLIVAN, 1987;

CHARACHE, 1988}.
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3.6.— BIOLOGIA MOLECULAR DA Hb S

Todos o©0s individuos s3o geneticamente diferentes. e
essas caracteristicas s¥o transmitidas. Grande parte das
diferengas individuais representam variaglies patolégicas de DNA,
enquanto outras tantas representam variagdes silenciosas. Essas
variagcies silenciosas ou neutras s3o designadas polimorfismos, e
podem ser detectadas por duas vias: a) diferengas na sequé&ncia de
DNA podem ser identificadas pela analise sequencial de fragmentos
de DNA clonados. Com as atuais técnicas de biologia molecular, é
possivel hoje, isolar determinado gene do restante do genoma
humanos b) muitas vezes substituigles de nucleotideos neutros
poderiam também introduzir ou remover sitios clivados por
endonucleases de restrig3o. Uma centena de enzimas esse tipo s3o
hoje comercializadas tornando possivel a an&lise de um pegueno
fragmento de DNA com diferentes sitios de clivagem para a analise
de polimorfismos (ANTONARAKIS e cols, 1985).

0 primeiro polimorfismo do gene globinico beta foi
detectado em um estudo inicial de fragmentos clonados para essa

regidioc do genoma. Na observagi3o de dois fragmentos gque continham

os genes gama e beta da globina de um individuo normal, foi

notada diferenga entre eles, sob a ag3o de uma enzima, a Pst I,
que localizou uma sequéncia variante no segundo intron do gene
gama, indicando que variagles silenciosas poderiam ocorrer e ser
identificadas. ¥am e Dozzy, 1978, descreveram o polimorfismo de
DNA para o gene beta globinico,através da localizaglo de um sitio
de clivagem pela enzima Hpa I, localizado em Skb3Z:* e a freguente
associag3do de sua auséncia com o alelo da Hb § foi utilizado

pelos autores como ferramenta para o diagnostico pré—natal. Apés
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esses achados, um grande numero de outros sitios polimérficos no
gene beta foram identificados.

Grupos g&nicos ligados a tais polimorfismos, designados
haplétipos, s3o uUteis marcadores para analises genéticas,
relacionando os segmentos especificos do cromossomo a populag®o
que ecsta sendo avaliada (RIEDER e cols, 1991)

As caracteristicas clinicas da anemia falciforme s3o
marcadas por grande variabilidade entre seus portadores,
principalmente relacionadas com o grau de anemia, guantidade e
composigcado de Hb Fetal, e outras caracteristicas hematoldgicas.
Fatores ecoldgicos estdo envolvidos e n3o devem ser desprezados
na analise global., dos quais podemos citar o clima, condigBes
stcio—econ®®micas e desenvolvimento médico. Entretanto a grande
maioria das diferengas clinicas e hematoltgicas deve—-se a fatores
genéticos relacionados a outros genes que podem estar ligados ou

nao ao gene da Hb S & que s3o capazes de modificar a express3do da

doenga. Dentre esses fatores dois merecem destaque: associag3o de

Hb S com talassemia alfa e a presenga de Hb Fetal (relacionando-
se sua composigio — se formada por cadeias gama glicina ou gama
alanina). Portanto, o curso clinico e a gravidade da anemia
falciforme eczt¥o relacionados ao hapldtipo herdado. Até o
presente, foram identificados quatro tipos diferentes de mutac@ies
para Hb S. e provavelmente todas originaram—se separadamente.
S3o elas: Benin, Republica da Africa Central (RAC)., Senegal e
Arabia Saudita-India. Essas quatro wvariantes podem ser
identificadas por analises de endonucleases de restrigido. Os
haplétipos Benin e RAC est3o associados ao aumento da gravidade
da doenga falciforme e s3o também os mais frequentes (ABBES e

cols, 1991; PADMOS e cols, 1291; RIEDER e cols, 1991; NAGEL
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cols, 51991} .

Os portadores dos haplotipos Senegal e Arabia Saudita
apresentam niveis de Hb F significativamente elevados, o qgue
favorece sua clinica (ABBES e cols, 1991). O nivel de Hb F varia
de wuma populag3o para outra. Por ser geneticamente determinado,
fornece boa evidéncia de que a alta express3o de cadeias gama
glicina, estaria relacionada a mudangas de C para T na posigdo
158bp S- do sitio "cap" do gene gama glicina. indicando gue o
aumento na expressido da Hb F refria-se & um sub-haplétipo
especifico do gene gama (ABBES e cols, 1991; NAGEL e cols, 1991).

Na Africa, os individuos portadores de anemia
falciforme sZo haplotipicamente homozigotos. Nas Américas, devido
ao alto grau de miscigenag3o, os individuos com anemia falciforme
sao haplotipicamente heterozigotos (NAGEL e cols, 1991:; ABBES e
cols, 1991; PADMOS e cols, 1991).

Recente estudo realizado com negros brasileiros

portadores de hemoglobina S, provenientes de Ribeir3o Preto. Sgo

Pauloc e Uberaba, mostraram que a frequéncia do tipo de mutagi3o de
Hb S no Brasil & proveniente especialmente do tipo Benin., seguido

de RAC (ZAGO e cols, 1992).




4. AS TALASSEMIAS

A denominagdo talassemia abrange um grupoc heterogéneoc
de disturbios genéticos da sintese de hemoglobina. caracterizado
por uma redugdo da produgido de uma ou mals cadeias polipeptidicas
de globina. que geralmente resulta no desenvolvimento de uma
anemia microcitica e hipocrémica. A redugidoc na sintese de
determinada cadeia globinica pode ser parcial ou total.
provocando um desequilibrio entre os seus diferentes tipos. Dessa
forma, as talassemias podem ser classificadas segundo a cadeia
polipeptidica de globina afetada: alfa. beta, delta, delta-beta,
e gama—-delta-beta. Ainda gue a hipocromia dos eritrécitos seja
uma manifestac3o comum da talassemia. ela n3o esta presente em
todos o= tipos como, por exemplo, no caso das talassemias delta
que afetam uma pequena guantidade de cadeia. De modo geral, o
desequilibrioc entre as cadeias globinicas, altera o processo de
eritropoese, causando hemoglobinizago deficiente dos
eritroblastos, que se expressam em nivel periférico com quadros
morfolbgicos alterados, de intensidade variavel segundo o tipo de
cadeia afetada (WILLIAMS e cols, 197646).

0 termo talassemia foi usado pela primeira vez em 1936

por Whippler e Bradford, para designar uma anemia altamente

incidente na regido do mar mediterraneoc gque havia sido descrita
por Cooley e Lee, em 1225, em criangas descendentes de italianos,
gregos e sirios. Continuou sendo chamada também de anemia de
Cooley em homenagem a esse autor gue primeiro a descreveu e a
caracterizou como uma entidade clinica. Dentre as caracteristicas
observadads por Cooley, podemos citar anemia hemolitica grave com

aumento no volume do figado e bago, alteragtes dsseas,




resisténcia osmética dos eritrocitos aumentada e leucocitose
(WEATHERALL & CLEGG, 1981).

Com a caracterizagdo eletroforética da Hb S por Fauling
em 1949, alteragtes hemoglobinicas relacionadas & talassemias
comegaram a ser investigadas, o© que culminou com sua
classificag3o entre as hemoglobinopatias hereditarias. Estudos
posteriores foram definindo as talassemias como grupos especiais
de alteragties hemoglobinicas, e a talassemia classica passou a
ser designada talassemia beta. As outras formas foram
classificadas segundo a alteragdo da respectiva cadeia. O
conceito de talassemia passou entlo, da simples designagdo dada
por Cooley de uma entidade mérbida., para um termo mais genérico,
abrangendo os diversos enfoques, clinicos e genéticos, como o
usado por Weatherall em seu livro (WEATHERALL & CLEGG, 1981).

A diferenciac3o das talassemias = complexa,
considerando—se o amplo espectro de variagies das manifestagbes
clinicas dos diferentes alelos afetados e a associagio desses com
outras hemoglobinopatias. De modo geral, a classificagdo inicial,

segundo o tipo de cadeia afetada, pode hoje ser designada pelos

tipos de alteracgtes genéticas qgue as originou, sendo

caracterizadas molecularmente centenas de subtipos de
talassemias. Atée 1990, estimava—-se em aproximadamente 1350 os
diferentes pontos de mutagi3o gue causavam talassemia beta, sem
contar as deleglies e insergBbes. Dados de 1992 acrescentaram novos
pontos de mutagMo., e com o avango da tecnclogia para analise
molecular, centenas de outras novas mutagBes que causam
talassemias ser3o encontradas (HUISMAN, 19903 HUISMAN, 1992;

JANKOVIC e cols, 1992:; KOO e cols, 1992; CAI e cols, 1992).
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Os mecanismos gue determinam as talassemias podem ser
agrupados em dois tipos: os que se relacionam as mutagtes nas
porglies codificadoras e os relacionados as alteraclies em regifies
ndo codificadoras, mas de importancia na express3oc génica.

fs mutagles gque condicionam o fenotipo talassémico si3o
muitas e interferem na produg3o de globina em nivel de
transcrigdo, processamento do RNAm, traduglo ., ou mesmo apbds a
tradug3oc da cadeia afetada. A medida gue novas técnicas de
analises foram tornando—-se disponiveis, um numerc crescente
dessas diferentes alteraghbes puderam ser identificadas: deleglies
génicas, mutagles em regibes promotoras, mutagBes que afetam o
processamento do RNAm, mutaglBes no sitio de poliadenilagdo,
mutaglies no codon de 1iniciag3do, mutagles que determinam a
terminac3do prematura (por mutaglies geradoras de codons gque ndo
codificam qualquer aminoacido, ou gque alteram a matriz de
leitura), mutaghes no codon de terminalizaglo, e as geradoras de
globinas altamente instaveis (SPRITZI & FORGET, 1983:; COLLINS e
cols, 1984; NIENHUIS e cols, 19843 ORKIN & KAZAZIAN, 1984;
WEATHERALL e cols, 19853 HONIG & ADAMS III, 19863 STEINBERG,
1988; SCHWARTZ e cols, 1988; HIGGS e cols, 1989).

Embora seja conveniente classificar separadamente as
condiglbies talassémicas daguelas que resultam em PHHF, ha
evidéncias de que muitos desses casos s3o formas de delta—-beta
talassemias. A maioria das talassemias pode ser definida

laboratorialmente por estudos hematologicos, eletroforese de

hemoglobina e quantificac3o de hemoglobinas Ay e Fetal. A sintese

de cadeias globinicas, adotada para os casos que apresentam
dificuldades nas analises tradicionais. e a determinagdo

molecular, altamente especifica, permitem a caracterizacgio dos




diferentes hapldtipos. Os tipos de talassemias mais prevalentes
em nossoc pais, com numeros que variam segundo a crigem racial da
populacdo analisada., s8oc as talassemias alfa e beta gue se
manifestam atraveés das formas heterozigota, homozigota e
interativas. {THEIN & WEATHERALL, 19873 BLACK, 1988; KLEMAN e

cols, 198%9; LINDEMAN e cols, 1991).

4.1. TALASSEMIA BETA

As talassemias beta constituem um grupo de alteragbes

genéticas da sintese de hemoglobina extremamente diverso e gue

resulta na diminuigdo das cadeias de globina beta. Clinicamente
h& grande variabilidade com relag3o a sintomas e manifestagles e
essas condigtes sdo resultantes de fatores geneticos e
adgquiridos. A variabilidade «clinica e hematolégica sugere
heterogeneidade genética, que & confirmada atualmente pela grande
gama de mutaglies e alteraglies g@nicas que originam as talassemias
beta e cuja classificagido pode ser realizada por analise de DNA.
0 complexo génico das cadeias do tipo beta compreende uma
extens3o de aproximadamente 50 Kb, incluindo cinco genes
funcionais e dois pseudogenes, e estdo arranjados na sequéncia
9»-3», na mesma ordem em que s3o ativados durante as fases do
desenvolvimento humano. Nas talassemias beta, o0 excessoc de
cadeias alfa pode combinar—-se com cadeias delta e gama,
contribuindo para o aumento das hemoglobinas A, e Fetal,
r*t:.'&“.]::oet'.:t‘.i\.!elrl'lF_'rt'tr-;'._.l Esses indices alterados s3o importantes
ferramentas para o diagnostico das talassemias beta. Deve-se
salientar, no entanto, gue o mecanismo gerador dessas afecgbes

muitas wvezes interfere na sintese de cadeia gama, podendo

RS
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envolver também o gene da cadeia delta (nas talassemias delta-
beta), guando ent3o permanecem inalterados ou diminuidos os
Eiveis de Hb Fetal e/ou Hb A>. A porcentagem de Hb Ao, porem,
gpresenta—se elevada em cerca de 95% dos casos de talassemia beta
(BEUTLER, 1988).

A quantidade e intensidade desses achados clinicos e
hematolégicos dependem do genotipo (homozigoto ou heterozigoto).,
e do tipo de mutagd3o; de fatores que tendem a restaurar o
equilibrio entre as cadeias de globina (associagdo com a
talassemia alfa, aumento da producgdo de cadeias gama, capacidade
de proteolizar as cadeias alfa em excesso); da ligac3o das
mutacles aos diferentes haplétipos: e do estado de sadde geral do
individuo (MELIS e cols, 19833 WASI e cols, 19853 GONIALEZI-
REDONDO e cols, 1988).

Ha dois tipos principais de talassemias beta,
identificadas por beta mais e beta zero, que refletem a redugto
ou a ausencia de sintese das cadeias beta. As variaghes
quantitativas na sintese da cadeia beta da globina e,
consequentemente, na sintese da hemoglobina A e cadeias alfa
livres, s3o responsaveis por parte da variabilidade clinica. A
taxa normal de sintese de cadeias alfa resulta no seu acamulo nos
glébulos vermelhos durante a eritropoese, entretanto elas se
tornam insoldveis, instaveis e ndo formam tetrameros entre si.
Sua precipitagdo dentro das células danifica a membrana,
destruindc prematuramente os glébulos vermelhos e provocando

anemia. Tentando equilibrar essa perda, a eritropoese & aumentada

na medula, mas grande parte do processo & ineficaz, e os gldbulos

vermelhos s3o destruidos ainda na fase de desenvolvimento., sem

terem sido liberados para a circulagiio periférica (WEATHERALL &




CLEGGY 1981)

A causa exata da destruigdo acelerada intramedular de
LEélulas eritroides e a curta wvida dos gldbulos vermelhos
Qgriféritos, ndo est3o totalmente esclarecidos. Apesar disso, h&
hipbteses de gue as cadeias alfa livres possam acumular—-se nas

talassemias beta e exercer efeito prejudicial sobre a membrana do

glébulo, modificando sua permeabilidade e elasticidade. As

mitoctndrias de eritroblastos ficam carregadas de ferro e existe
a possibilidade de que esse fato afete a atividade do ATP,
promovendo destruig3o intramedular (SCHRIER & MOHANDAS, 1992). A
presenga de hemoglobina oxidada associada as proteinas de
membrana, compromete a estabilidade do glébuleo através de um
"estresse oxidativo" desempenhando importante papel na hemélise
dessas células. 0Os mecanismos que facilitam a oxidaglo, via
formagdo de radicais livres, s3o multifatoriais e resultam da
presenga de cadeias livres, alto conteddo intracelular de ferro e
baixa concentragio de hemoglobina normal nos globulos (SCHRIER e
cols, 1989; SHINAR & RACHMILEWITZ, 19903 ATHANASIOV & cols, 1991;:
ADVANI e cols., 1992 a; ADVANI e cols., 1992 b).

0 desequilibrio da sintese de cadeias que se verifica
nas talassemias faz com que os globulos vermelhos apresentem um
aumento de superficie em relag3o ao volume da célula, e também
aumento na rigidez da membrana. Em meio hiperttnico os glébulos
de talassémicos diferem significativamente dagueles pertencentes
a n¥o talassémicos, sugerindo que a rigidez do globulo de
talasseémicos e influenciada, n3o somente pela viscosidade
citoplasmatica determinada pela concentragiio de hemoglobina na
célula, mas também pela interagdo entre cadeias livres e

membrana. Ecsse processo, obviamente & diferente guando se

LD

cm 1 2 3 4 5 6 7 unespw.l 12 13 14 15 16 17 18



considera o tipo de talassemia, alfa ou beta. pois a diferenga
fisiopatolbtgica dessas formas de talassemias pode estar
relacionada  ao tipo de cadeias livres na célula {SCHRIER e cols,
198%9; SCHRIER & MOHANDAS, 1992).

O excesso de cadeias alfa livres na talassemia beta nd3o
se acumula totalmente no citoplasma e membrana da célula

_falaggémica, sendo removido de alguma forma. Algumas hipédteses
para escsa remogdo s3o levantadas, tais como: um processo rapido
de +troca entre as cadeias recém—sintetizadas e as ja existentes,
e atraves de um processo mais lento. onde a troca ocorreria entre
as cadeias recém—sintetizadas e as ja existentes, com
constituintes de um grupo localizado no reticulo endoplasmatico
dos reticultcitos talassémicos. O reticulo ficaria sobrecarregado
com o excesso de cadeias alfa retiradas do citoplasma, o que
causaria alteragl3o progressiva de suas propriedades fisico-—
quimicas. Com o tempo o reticulo endoplasmatico desapareceria da
ceélula e com ele as cadeias alfa livres excedentes. E por fim, um
outro processo de remog3o seria a digest3o proteolitica do
excesso de cadeias alfa na talassemia beta (SCHRIER & MOHANDAS,
1F925c

0 modo de heranga das talassemias, assim como de outras
alteraglies geneticas da hemoglobina, & autosstGmico, 8 © termo
dominante ou recessivo € dificil de ser aplicado, porque alguns

heterozigotos apresentam claros distarbios clinicos., ao passo gque

outros n3o. No entanto, a talassemia beta & considerada de

heranga autossOmica recessiva, porque s3o necessarios dois genes

anormais da globina beta para produzir o fent6tipo clinicamente
detectavel. Recentemente, no entanto, formas dominantes de

talassemia beta tém sido identificadas. as guais resultam em
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fenttipos de talassemia intermédia para portadores de um Gnico
gene alterado (THEIN, 1992; KAZAZIAN e cols, 1992). A tabela 3

i1lustra 16 alelos dominantes de talassemia beta gque foram

caracterizados molecularmente.

4.1.1.— TALASSEMIA BETA HOMOZIGOTA

A talassemia beta homozigota., geralmente denominada
talassemia beta maior, & o resultado do estado homozigoto. tanto
do tipo beta mais guanto do tipo beta zero ou., em casos maics
raros, de um componente heterozigoto de beta mais/beta zero
talassemia. A auséncia ou deficiéncia acentuada na produg3o de
cadeias beta causa anemia grave devido a hemtlise intramedular,
especialmente no bago. As criancas afetadas pela talassemia beta
homozigota padecem de anemia no primeiro ano de vida, a partir do
periodo em que a produgdio de cadeias beta se estabiliza por volta
do oitavo més, e o resultado do desegquilibric de sintese se
manifesta por efeitos fisiopatoldgicos. Muitos dos doentes
afetados morrem na infancia ou adolescéncia, podendo. entretanto.
alcangar a terceira década., conforme a atenglo médica e a
terapgutica recebidas. Destaca-se, porém, que as principais
causas de Obito s3o infecgles ou insuficiéncias cardiacas, devido

a deposigdo de ferro no miocardio e em vasos sanguineos {(ZURLO e

cols, 1989). 0 acumulo de ferro & decorrente da extensa e

prematura destruig3o dos eritrécitos, tanto dagueles qgue s3o
continuamente produzidos para suprir a anemia hemolitica, guanto
dos recebidos em transfustes sanguineas freguentes e necessarias,
bem como da absorgio gastrintestinal aumentada do ferro recebido

pela dieta alimentar (MAGRO e cols, 1990; GOLDFARB e cols, 1970).




0 padr3c de hemoglobinas nos pacientes com talassemia

beta homozigota & wvariavel, caracterizando—se pelo aumento de Hb

Fetal, com concentragles que variam de 60 a 90%Z. A Hb A, pode

estar normal ou elevada e a Hb A aparece somente nos casos de
deficiéncia parcial da sintese de cadeias beta {(NAOUM e cols,
1979} . As criangas que n3o recebem tratamento adeguado
desenvolvem o quadro clinico tipico da talassemia beta maior. gue
inclui, alem da anemia grave, deformidades Osseas devidas a
hiperplasia medular, hepatoesplenomegalia, pigmentagdo marrom da
pele, distirbios cardiacos e enddbcrinos, atraso no crescimento e
na maturagdo sexual, infecgbes recorrentes e deficiéncia de acido
folico. Por isso, para garantir a sobrevida dos pacientes, &
necessaric um tratamento continuo gue consiste em transfusfies
sanguineas regulares., as quais mantém um nivel de hemoglobina
adequado e diminuem a atividade da medula 6ssea, B no uso de
quelantes do ferro para ajudar a eliminar o excesso desse metal

no organismo {(CAO0 e cols, 1990).

4.1.2.— TALASSEMIA BETA HETEROZIGOTA

o estado heterozigoto da talassemia beta =
caracterizado geneticamente pela heranga de um Gnico componente
alterado. MNas formas beta zero e beta mais, a redugio da taxa de
sintese da globina beta & menor, mas o suficiente para causar
discreto grau de anemia microcitica e hipocrmica com aumento de
resisténcia osmbtica dos glébulos vermelhos. S3o indistinguiveis
por exames laboratoriais de rotina; entretanto, com a utilizaglo
de técnicas de sintese de cadeias ou de biologia molecular com

sondas de DNA, pode—se diferenciar esses heterozigotos.
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domninantes para talassemia beta. Modificada de

VARIANTE 3ETA

§.Sudstikuicdo de uaa hase
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Ha Cagliaris 22ta 86 (CTH-GAGIVal-Glu Italianos
b Terra Hautel beta {06(CT6-COCH eu-fro Turopeys
Ha Showa-Yakushiji Beta {1G(CTC-LLG) eu-Pro Japoneses
1 Vouston Beta {27 Bln-Pro Italiznos
2.0elesdn de cofons intactos - desestadilizaghy

ho Koread Beta 32-34 (-G6TIVai,Vai-Val Coreanos
Ha bunsa Bata 277128 (-AAG}GIn.Ala-Pro Japoaeses
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Muitas vezes a doenga & mal diagnosticada e os
pacientes s3c tratados inadeguadamente, como se apresentassem
anemia por deficiéncia de ferro. Laboratorialmente, as formas de
talassemia beta mais ou beta zero caracterizam—se pelo aumento de
Hb Ao, cuja concentragio varia de 3,5 a 7,3%, alteragtes
mor foldgicas dos eritrécitos identificados especialmente por
microcitose e hipocromia, resisténcia osmotica aumentada.
diminuigdo da hemoglobina corpuscular média (HCM) e do wvolume
corpuscular médio (VCM). A Hb Fetal pode estar normal ou
discretamente aumentada. As manifestagles clinicas, quando
presentes, variam entre os diferentes grupos raciais, e entre
elas podemos citar astenia, cansago e bago palpavel (LEWIS e
cols, 1982). A artrite também pode ser constatada na talassemia
beta heterozigota (GERSTER e cols, 1984). Os niveis de acido
fblico e wvitamina Bl2 plasmaticas apresentam—se dentro dos
limites normais em talassémicos beta bheterozigotos (SILVA &
VARELLA-GARCIA, 1989).

Segundo FRund e cols, 1992, o grau de redugdo dos
valores de VYCM esta diretamente relacionado ao tipo de mutacgio,
ou seja, talassemia beta mais ou beta zero. A forma beta zero
apresenta wvalores de VCM mais baixos que a beta mais. FPara
heterozigotos, a analise de VCM & um parametro usado para rapida

identificag3do de mutantes em populagles com grande diversidade

mutakional, podendo ser utilizado em diagnéstico pré—natal. Duas

hipbteses s3o propostas para tentar explicar essa correlag3o: 1)
VCM ¢é& uma caracteristica fenotipica diretamente relacionada ao
gendtipo podendo servir de guia para priorizar mutages gquando
s3o testados heterozigotos para algumas mutagtes especificas.Z)

muitos fatores, no entanto, podem influenciar as taxas de VCHM e,




dessa forma. as caucsas de sua diminuigio devem ser pesguisadas

para gue se possa correlacionar VCM com haplétipo para talassemia

beta.

4.1.3.— TALASSEMIA INTERMEDIA

As formas clinicas denominadas por talassemia
intermédia s3o aguelas resultantes de diferentes interacges
genéticas, cujos portadores apresentam um guadro clinico mais
ameno que o da talassemia beta maior e n3dc s3o dependentes de
transfusdo sanguinea. A talassemia beta intermédia pode decorrer
da interaci3o das talassemias alfa e beta, com reducgd3o
concomitante de ambas as cadeias globinicas, o que diminui o
nimerc de cadeias desemparelhadas e propicia uma redugl3o na taxa
de destruicg2o dos eritrdcitos em comparag3o com as formas graves
de talassemias. A talassemia beta intermédia pode decorrer
também, de interagties da talassemia beta com alguns tipos de
hemoglobinas variantes, particularmente a Hb E, Hb S e Hb C

(WEATHERALL & CLEGG, 1981; W.H.O., 1982).

4.1.4. BASE MOLECULAR DA TALASSEMIA BETA

A analise dos haplOtipos do gene da globina beta e a

determinacdo dos sitios polimorficos tém sido ateis para o estudo
da epidemioclogia dos genes globinicos anormais, com relagbes
antropolégicas, delineando os efeitos epistaticos nas doengas
genéticas desses genes (NAGEL & RANNEY,., 1990).

Mais de 80 pontos de mutagio causando talassemia beta

foram bem caracterizados., resultando num déficit de cadeias beta

4é
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que varia de minima (alelos beta mais) a auseéncia completa
(alelos beta zero). Heterozigotos, incluindoc os portadores de
alelos beta mais e beta zero, s3o clinicamente assintomaticos, ao
passo gue homozigotos. ou portadores de componentes
heterozigotos associados apresentam sintomas evidentes,
acompanhados de quadros hematoldgicos muito alterados. e s3o
dependentes de transfus3doc. Variaghes de ordem clinica e
hematoltgica s3o observadas, conforme a origem racial do portador
(THEIN, 1992).

Grande parte das talassemias beta & determinada por
mutagles que afetam um pequeno nimeroc de pares de bases e
interferem na transcrigo, processamento, transporte,
estabilidade e tradug3o do RNAm, ocorrendo também, casos de
variantes de cadeias polipeptidicas, dentre as Quais podemos
citar:

a) Mutagthes que afetam a transcrigi3o — concentram—-se na
substituigdo de nucleotideos no "TATA box" e nas seguéncias
CACACC distal e proximal todos na regi3o promotora S» do gene
beta. Est3o geralmente associadas a fendtipos moderados com
inicio de transcrigdo reduzido. Variagbes étnicas dos fendtipos
s3do observadas e provavelmente s3o influenciadas pela presencga ou
auseéncia de um nucleotideo na regi3o promotora (KAZAZIAN, 1990).
& amplificagdo geénica por PCR pode ser Gatil n3c s6 para o
diagnostico das talassemias., mas também para estudos de expressi3o
génica em nivel transcricional, pois fornece taxas de RNAm
especifico dez vezes maior gue o normal (HUANG e cols, 1991).

b) Mutantes qgue alteram o RNAm — as mutagBes gue afetam a

estabilidade do RNAm podem estar tanto em alteracglies no capuz da

extremidade 35* como na regifo de clivagem do RNAm e no sinal de
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poliadenilac3do AATAAA da extremidade 3:. As mutacles no capuz gue
alteram o primeiro residuo, afetam a fungdo do RNAm reduzindoc a
transcrigcdo e retardando © processo de formac3io do capuz.
alterando dessa forma a estabilidade do RNAm. Do mesmo modo.
mutacles na extremidade 3I* reduzem acentuadamente a clivagem do
RNAm, produzindo moleculas mais longas e instaveis (KAZAZIAN,
19290). HMetodologias para determinag3o das taxas de RNAm fornecem
novas e simplificadas formas de diagntstico para as sindromes
talassémicas, = avaliag3o da express3c génica a nivel
transcricional (HUANG e cols, 19913 TRIFILLIS e cols, 1991).

c) Mutagles gue afetam a traduc3o — a talassemia beta pode
ser também originada por mutagles sem sentido, que formam codons
de terminalizago na regido codificadora interrompendo a
tradugdo, e por mutagBes de sentido err®neo, originando codons
para aminocacidos alternativos, como por exemplo as Hb beta-
Indianapolis e beta—Showa—-Yakishyi, com alteragtes nos
aminoc&cidos 112 e 110, respectivamente. Essas cadeias s3o
degradadas logo apos sua sintese devido a sua grande
instabilidade, acarretando um estado muito similar ao produzido
por reducdo de cadeias beta (KAZAZIAN, 1990). Sete dos 91 alelos.
afetam a tradug3o do RNAm da globina, sendo tanto em relac3oc as
sequéncias sem sentido que determinam a tradug3o. como em
inserglies, delegles e mutagties "de novo" (ANTONARAKIS e cols,
1985).

d) Delegles produzindo talassemia beta - Um grande namerc de
delegties afetando o gene beta da globina tem sido observadas:

muitas envolvendo os genes delta e beta simultaneamente. como em

alguns casos de PHHF e talassemia delta-beta. & delegloc mais

comum remove 619 pares de bases do intron 2Z. do exon




sequéncia 3» do gene beta. Outras possuem particular interesse
porque deixam o gene beta intacto e sua expressio silenciosa. mas
s3p raros. A figura 8 ilustra algumas delegties do gene beta

(ANTONARAKIS e cols, 1985; KAZAZIAN, 1990).

As duas principais hemoglobinas presentes na talassemia
beta, sdo as Hb A- e Hb Fetal, que apresentam importancia para o

direcionamento diagnotstico.

4.1.5.- HEMOGLOBINA FETAL (alfap gamasp)

Em individuos normais, & uma mistura de duas espécies
moleculares, onde as cadeias gama podem possuir glicina ou
alanina na posigdio 136 da cadeia. Em criangas heterozigotas para
variantes anormais da Hb Fetal, a cadeia anormal possui um ou
outro aminocacido na posigdo 1346, sugerindo, provavelmente, gque na
escala evolutiva ja havia dois locos distintos para cadeia gama.
Esce fato tem sido confirmado atualmente por técnicas de

mapeamento genético e hibridizag3o de DNA. Variagbes s3o

observadas ‘também, na taxa de sintese de cadeias gama glicina e

gama alanina, em diferentes grupos raciais e em assocliagdo com
outras hemoglobinopatias. influenciando SEeus fendtipos

(WEATHERALL & CLEGG,1981).

cm 1 2 3 4 5 6 7 unespw.l 12 13 14 15 16 17 18



FIGURA

e cols,

8 - Deleclies no complexo geénico beta.

1985,

Rl ot et e
e e
I e ey
“
—m

5

6

L 'unesp

AVA
AVAVEY

1012

CLINICA
3° Talassemig

[3° Talassemia

Hb Lepore

{3° Talassemia

&3 Tolassemia

HPFH Tipol

HPFH Tipo I

¥ Tolassemia

Gy 3)F Talassemia Tipol|
Gy (5(3)° Talassemia Tipo Il
Hb Kenya

Gy (§/3F Talassemia Tipo NI
Ak-ﬁ Tolassemia

¥% 3 - Tipo |

Y673 - Tipo I

Y& (3 - Tipo NI

X5 3 - Tipo IV

Segundo

13 14 15 16

ANTONARAK TS

| )

18



No desenvolvimento humano, as cadeias globinicas fetais
{(gama) s3do substituidas por cadeias beta e delta, logo apés o
nascimento. 0Os mecanismos moleculares atuantes nessa troca de
cadeias s30o ainda desconhecidos. 0 entendimento desses mecanismos
seria de grande valia para a manuteng3o dos niveis de produgdo de
Hb Fetal elevados em portadores de outras hemoglobinopatias,
notadamente na anemia falciforme. o que minimizaria seus guadros
clinicos {(CHARACHE e cols, 1991).

Um modelc natural de estudo desses mecanismos & o©
entendimento da PHHF, onde um dos genes gama permanece com sua
expressio aumentada apds o nascimento. Mutagtes de ponto no gene
promotor da expressiio, como uma troca entre T e C na posigdio 175
do gene da globina gama mantem altos niveis de produgdo de Hb
Fetal "in vitro" (OTTOLENGHI e cols, 1990). 0O aumento na sintese
de Hb Fetal pode também persistir aléem do periocdo neonatal em
certas alteragies geneticas da hemoglobina como a anemia
falciforme, a talassemia beta e a talassemia delta-beta. Em
doengas adguiridas. a produgdo pode ser reativada em alteragbes
gque sXo acompanhadas de desieritropoese. como anemia aplastica,
leucemia mieldide crdnica. anemia refrataria com hiperplasia de

medula, hemoglobintiria paroxistica noturna e doengas 1linfo e

mieloproliferativas (SHIMIZU e cols,1988; GOMES e cols,1988).

A gravidade da talassemia beta pode ser
significativamente modificada pela associagdo de talassemia alfa,
devido a nd8o exacerbag3o do desequilibrio entre as sinteses de
globina alfa e beta. Talassemia beta homozigota, ndoc dependente
de transfus3io, geralmente estad associada a defeitos no gene alfa.
0 mesmo pode ocorrer em pacientes com doengca de Hb H qgue tém

quadro clinico minimizado pela presencga de talassemia beta {(WEN %




LIANG, 1992).

0 estudo da regulag3o dos genes da globina humana tem
sido grandemente facilitado, pelo elevado numero de linhagens de
celulas leucémicas, que expressam esses genes de modo regulado, e
que estio disponiveis para cultura. Uma dessas linhagens & a
KS&62, retirada de pacientes com leucemia mieldéide crnica., 2 gue
expressa alguns marcadores de diferenciaglo eritréide, entre eles
a hemoglobina. A express3o dos genes para globina nessas células
esta aumentado guando a cultura & submetida a agentes indutores
como o heme, a hidroxiureéia e o butirato de sédio. Os fendtipos
que essa linhagem expressa, na situagdo induzida, s3o as cadeias
embrionarias - épsilon e zeta, as fetais — gama.,e as adultas -
alfa e delta. As cadeias beta n3o aparecem e nem seus respectivos
RNAM, mas com a clonagem desse gene em células HelLa observou—se
sua expressdo, fornecendo dados para o estudo da regulag3o desse
gene. 0 promotor da globina beta mostrou ser completamente
inativo em células KkKS62, sugerindo que o desenvolvimento de
fatores atuantes nessa linhagem & embrionario e fetal, e n3o
sendo favoravel para a expressdc do gene beta adulto. No entanto,
o gene delta, que tem pouca express3do nas celulas eritrdides nos
periodos fetal e adulto, & expresso em niveis detectaveis na
linhagem estudada. Sugere—-se ent3o. que a ativagi3o do gene beta &
resultado de variagbes no desenvolvimento da célula. sendo um

modelo Gtil para o estudo de fatores que envolvam a regulagioc e

expressdo de gene da globina (MOOKERJEE e cols, 1992).

O=s mecanismos responsavels pela expressdo seletiva dos
diferentes genes da globina em distintas fases do
desenvolvimento, tém =sido sujeitos de intensos estudos nas duas

tiltimas décadas, e trés caminhos tém sido particularmente Gteis
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para esses estudos :

a) O uso de sondas para o entendimento da regulag2o de genes
normalis, decorrentes de alteraglies de hemoglobina como a PHHF e
talassemia delta—beta;

b) Uso de linhagens celulares disponiveis para estudo, que
manifestam um padr3o induzido de sintese de hemoglobinas, cComo
paor exemplo a K5&2, como modelo de regulagd3o génicas;

c) Sistemas experimentais em camundongos transgénicos,
usados com sucesso para o estudo de regulag3o e troca de genes da
globina nos diferentes estagios do desenvolvimento (LEY, 1991;
MOOKERJEE e cols, 1992; DOVER, 1992).

Estudos anteriores usando populagtes mistas de célula
de medula, para atuagio de drogas gue ativariam a produgdo de
cadeias globinicas, sugeriram gque a Ativina A influencia a
proliferagdo celular e sintese de DNA, através da mediag3o de
celulas acessbrias, afetando diretamente o nivel de RNAm para
globina e o seu produto durante o desenvolvimento de células
eritroides humanas (SHAOD e cols, 1992; FRIGON e cols. 1992;

DOVER, 1992).

4.1.6.-A HEMOGLOBINA Ao (alfap deltas)

A& hemoglobina Az (Hb Ao) & formada por duas cadeias

alfa e duas cadeias delta, e aparece em individuos normais com
taxas variaveis entre 2% e 3.5% do total de hemoglobinas (LEHMANN
& HUNTSMAN, 1974).

0 estudo da Hb A; fornece dados dentro da evolugi3o e
filogenia dos genes globinicos e favorece o entendimento da

expressio génica e sintese de globina, além de ser de substancial




relevancia clinica (STEINBERG & ADAMS III, 1991).

Os genes de globina delta encontram—se no brago curto
do cromossomo 11, no complexo dos genes tipo beta. Redugl3io ou
auseéncia de produgdo do gene delta origina a talassemia delta,
cuja relevancia clinica reside no fato de que, quando aparece em
associagdo com talassemia beta, o fendtipo resultante (=]
caracterizado por niveis de Hb As dentro dos valores normais,
dificultando o diagnostico dos portadores de talassemia (MOI e
cols, 1992).

Existe grande homologia entre os genes delta e beta,
com relagdo & composigdo de aminoacidos (apenas 10 aminoacidos
diferentes entre uma cadeia e outra), e a estabilidade descsas
duas moléculas parecem ser identicas. No entanto, as cadeias
delta s3o sintetizadas em uma taxa reduzida na medula, & um pouco
menos nos reticulbcitos. Assim, ha um progressivo decrescimo na
sintese de cadeias delta em relag3o ao aumento da maturidade das
globinas beta. A meia vida dos RNAm para cadeia delta & uma vez e
meia menor que a do RNAm para cadeia beta (HONIG & ADAMS I1I1I,
198&6), sugerindo que a taxa de transcrigido do gene delta & menor
que a do gene beta (STEINBERG & ADAMS III, 1991).

As propriedades funcionais da Hb A s3o semelhantes a
da Hb A, com relagdo a afinidade ao oxigénio, efeito Bohr e
cooperatividade, e resposta ao 2,3 DPG. A estabilidade termica &
maior ‘gque a da Hb A e a Hb Ao inibe a polimerizagdo da Hb S. A

cadeia delta da Hb A, possui duas cargas positivas adicionais

quando Enﬁparada & cadeia beta da Hb A, fato que facilita sua

separagdo por métodos eletroforéticos e cromatograficos.
A porcentagem da Hb A> pode ser afetada por fatores

geneticos e ambientais, como por exemplo a deficiéncia de ferro,




doengas hematoldgicas, e em varias deoengas adguiridas, como
malaria, hipertireocidismo e Doenca de Chagas (WASI e cols, 19468:
ISAACS, 19723 ALPERIN e cols, 19773 WILLCOX e cols, 1979:
KRISHNAMOORTHY e cols, 1982; CODRINGTON e cols, 1990:; DOMINGOS
e cols, 1991).

Aumentos nos niveis de Hb A; s3o caracteristicos de
talassemias beta heterozigotas., em casos raros de talassemia
delta, e de alguns grupos raciais.

A diminuig3do dos niveis de Hb A, geralmente esti3o
assocliadas a deficiéncia de ferro e & redugdo das taxas de
sintese do gene delta, e os fatores que influenciam essa reducgio
podem estar atuando em varios pontos como, por exemplo, na
iniciagdo da cadeia. Para as alteragtes genéticas com diminuigo
de Hb A>, a talassemia alfa & a mais caracteristica, sendo
seguida das talassemias delta e algumas variantes dessa cadeia.
Em doengas linfo e mieloproliferativas, os efeitos da redugdo de
sintese podem ocasionar um fenttipo semelhante ao da doenga de Hb
H (GOMES e cols. 1988). Essas "talassemias alfa adquiridas”
formam um elo de ligag3do entre a Hb A> diminuida e as
anormalidades genéeticas. A linhagem eritrdide estid envolvida,
assim como sua regulagi3o e expressdo génica. A tabela 4 ilustra
as causas de redugio dos niveis de Hb Ao.

Anomalias genéticas que afetam somente o gene delta,
ndc tém grande significado clinico para seu portador, mas

contribuem para o entendimento dos genes tipo beta. Os niveis de

Hb Ao, s%o uteis para informagBes diagnosticas e elucidagido de

mecanismos de regulagio (STEINBERG & ADAMS III., 1991).

cm 1 2 3 4 5 6 7 unespw.l 12 13 14 15 16 17 18



Tabela 4. Causas da redugldo dos niveis de Segundo

STEINBERG & ADAMS III, 1991, com modificagBes.

Redugi¥o da sintese de globina delta
Feriodo neonatal
Talassemias delta
Talassemias delta—-beta e gama—-delta—beta
Hb Lepore

Variantes de cadeia delta

Redugdo de Hb Ao por dificuldade de tetramerizago

Genéticas
Talassemias alfa
Adguiridas
Deficiéncia de ferro
Envenenamento por chumbo
Anemia sideroblastica

Doengas mieloproliferativas




4.2. PERSISTENCIA HEREDITARIA DE HEMOGLOBINA FETAL

A persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal (PHHF)
compreende um grupo de condigles nas gquais s3o encontrados niveis
elevados de hemoglobina Fetal em adultos, na auséncia de estresse
eritropoeético. As formas mais comuns est3do associadas com grandes
deleglies que ocorrem dentro do grupamento das globinas beta.
Entretanto, permanece ainda ineXplicado o motive pelo qgual
delegles aparentemente similares determinam, ora uma talassemia
delta—-beta, ora uma PHHF {(embora as PHHF possam incluir um
componente talassémico, e as talassemia delta—beta revelar um
aumento na produgio de Hb Fetal) (ORKIN & KAZAZIAN, 1984). Uma
possibilidade € a unido de sequéncias de DNA normalmente
distantes, decorrentes dessas delegbes, que possa criar novas
relagles funcionais nesse grupamentoc génico, alterando a
expressso dos genes de glebina restantes. Essa hipotese é
fundamentada nos achados de delegtes nas PHHF gue tendem a
estender—se bem mais alem da extremidade 3* do gene de globina
beta, do que as delecglBes que determinam as talassemias delta-beta
(HONIG & ADAMS 111, 1986). Outra hipotese € a de qgue essas
deleglies possam alterar a conformag3o da cromatina e interferir
na expressdo do gene para a globina gama. Nesse caso. diferentes
delegbes teriam um ou outro efeito, segundo suas posigbes e
tamanho. Nas formas oriundas de delegiio, a express3do continuada

de Hb Fetal ocorre em todos os eritr6citos durante a vida adulta

(PHHF pancelular)., enquanto na talassemia delta—-beta o fenédtipo

talassémico mostra—se mais pronunciado e esta associado &
expressdo clonal dos genes de globina fetal durante a vida adulta

{SCHWARTZ e cols, 1988). Nesses tipos de PHHF., o0os adultos




heterozigotos apresentam niveis de HbF entre 5% e S Hb
total, enguanto que os homozigotos para a variante Negro podem
expressar até 1004 essa hemoglobina (WEATHERALL, 1983).

Em outra classe de PHHF, os niveis de Hb Fetal s3o mais
baixos, e sua distribuig3o intraeritrocitaria e irregular (PHHF
heterocelular). Trabalhos recentes de caracterizag3o molecular
identificaram substituigles de uma Gnica base nas regifes
promotoras dos genes gama alanina (4 mutagbes), as guais s3o
atribuidos os fenttipos caracteristicos { DONALD e cols., 1988;:
METHERALL e cols, 1988; GILMAN e cols, 1988). Para alguns tipos
de PHHF heteroccelular permanece desconhecida e/ou contraditéria a
determinagdo da alteraciio molecular que lhes deram origem. A PHHF
do tipo Suigo, gue determina um nivel de Hb Fetal de 1 a 3% da Hb
total & um exemplo bastante discutido e ocorre com freguéncias de
1 a 2% em diferentes populaglies. A partir das analises de ligagdo
da PHHF do tipo Suigo com a talassemia beta e com a Hb S, foi
proposto que os genes reguladores dessa condigido est3o ligados.,
mesmo gque de forma n3o muito estreita, ao complexo génico de
globinas beta. enguanto muitos outros estudos sugerem uma grande
disténcia do mesmo. no préopric cromossomo 11 obu em outro
gualquer. Existem também, fortes evidéncias de um padr3do de
heranga dominante e 1ligado ao cromossomo X, nessa condig3o.
Assim, a PHHF do tipo Suigo, gque em heterozigose com HbS ou
talassemia beta pode determinar niveis mais elevados de Hb Fetal
{8 a 12%), pode ser uma entidade geneticamente heterocgénea
{(MYIOSHI e cols, 1988).

Nas formas gama glicina/beta mais de PHHF e PHHF do

tipo Grego. a tipica diminuig3o da sintese de hemoglobina adulta

que acompanha o aumento da produglioc de Hb Fetal s2o., ambas,




resultantes da Gnica mutag3o encontrada nas regifies promotoras do
gene gama, a —202 de gama glicina e a —-117 de gama alanina,
respectivamente.

As sindromes de PHHF apresentam um curso clinico
essencialmente benigno, com ausencia de anormalidades
nematoltgicas significantes. Em alguns casos, podem assumir
expressties muito discretas de uma talassemia, com a tipica
diminuigido da sintese de cadeias beta gue. ocasionalmente, vem
acompanhada de visivel sub-hemoglobinizagi3o e microcitose
eritrocitaria (HONIG & ADAMS III, 1986). For outro lado, o quadro
clinico de algumas hemoglobinopatias (como a Hb S5 ou a talassemia
beta) pode =ser atenuado pela coexisténcia, no genoma do
individuo. de um determinante para PHHF, pelo simples aumento da
sintese de cadeias gama. Na verdade, em muitas ocasifies tem—-se
verificado que a heranca de um determinante de PHHF resulta em

niveis de Hb Fetal ainda mais elevados nessas associacglies do gue

guando herdados isoladamente (HONIG & ADAMS III, 1986).

4.3.— TALASSEMIA ALFA

Em 1955, foi descrita pela primeira vez nos Estados
Grécia, uma nova hemoglobina rapida que chamaram de Hb
caracteristicas instaveis, formando corpusculos de
inclus3o nos eritrécitos e wvisualizados quando submetidos a
incubagdo e coloragio vital. Esses achados constantemente estavam
associados a alteracgBes morfoltgicas dos eritrocitos, afastadas
as possibilidades de que a anemia microcitica e hipocrtmica fosse
devido a deficiéncia de ferro. A identificagio de gque a Hb H era

composta por tetrameros de cadeia beta, realizada por tecnicas de




hibridizag3o e por analises bioquimicas, sugeriu gue se tratava
de uma patologia causada por defeito nos genes alfa. A Hb H tem
afinidade ao oxigénio dez vezes maior gue a Hb A, ausencia de
efeito Bohr e liga-se ao cromo mais rapidamente que a Hb A. 0Os
portadores dessa patologia, denominada doenga de Hb H, apresentam
anemia significativa, hipocromia, microcitose e poiquilocitose,
diminuig3o da fragilidade osmé&tica, reticulocitose e presenga de
Hb H nos eritrbcitos e em eletroforese (WILLIAMS e cols,;  1972).
Em 1965, tornou-se possivel medir a taxa de sintese de
cadeias alfa e beta e visualizou-se ent3o um progressivo
decréscimo de cadeias alfa nos portadores de talassemia alfa,
doenga de Hb H e hidropsia fetal, respectivamente. Mesmo assim
era dificil diferenciar, com as técnicas disponiveis para
diagnostico, os portadores de talassemia alfa dos n3o
talassémicos, principalmente nas formas brandas descsa talassemia.
A genética molecular da talascemia alfa foi prejudicada
no inicio, em grande parte, pelo desconhecimento do numeroc de
genes alfa presentes no individuoc normal. Baseados. ent3o, na

observacdo de mutantes estruturais para o gene alfa, foi sugerido

que o numero de locos para esta cadeia globinica, em individuos

normais, fosse de 4 (LEHMANN & HUNTSMAN, 1974) . Outras
observaglies sugeriam também, a existéncia de polimorfismo para o
namero de genes alfa em individuos aparentemente normais
(RUCKNAGEL e cols, 1978).

A questdo foi resolvida com o advento dos cDNA
especificos. Individuos normais possuem 4 genes alfa e as formas
de talassemia alfa s3oc resultantes da deficié@ncia de um, dois,
trés e quatro genes alfa. An&lises por técnicas de hibridizagio

mostraram posteriormente que os quatro genes alfa encontram—se




dois em cada cromossomo 1& (LEHMANN & HUNTSMAN, 1974).

Na década de 80, a genética molecular da talassemia
alfa foi resolvida., mostrando gque muitos defeitos geneticos
diferentes podem ocasionar talassemias alfa e seus mutantes podem
cser classificados em alfa mais ou alfa zero, para indicar se o
gene esta reduzido ou ausente (HIGGS e cols, 1989).

A aplicag3op da técnica de mapeamento genéeticao tem
tornado possivel a detecg3o de defeitos que resultam em
talassemia alfa em amostras de sangue de cord3o umbilical (TRENT

e cols, 1984).

4.3.1. CLASSIFICACAO DAS TALASSEMIAS ALFA

Az talascsemias alfa s3o caracterizadas por céelulas

hipocrdmicas e microciticas. Um componente hemolitico adicional

pode surgir guando h& significativo grau de desequilibrioc entre

as cadeias globinicas. N3¥o ha eritropoese ineficiente porgue as

cadeias em excesso formam tetrameros, gama 4 ( Hb de Bart), beta
4 (Hb H) e delta 4 (HIGGS e cols, 1989). As Hb H e Hb de Bart
s3o significativamente mais estaveis que os agregados de cadeia
alfa, gue aparecem na talassemia beta & n3o causam hemélise
intramedular. Na verdade., eles se precipitam no eritrécito,
provocandoc danos e retirada prematura da célula da corrente
circulatoria pelo SRE (sistema reticulo endotelial), diminuindo
assim, seu tempo de vida. Existe um mecanismo compensatdrio nos’
eritrécitos com Hb H para controlar o aumento de radicais livres,
como resultado do excesso de cadeias beta {(PRASARTEKAEW e cols,

1986; LIEBHABER, 198%).
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Genotipicamente, centenas de associagles podem ocorrer

e determinar talassemias alfa. Fenotipicamente essas interagbes

resultam em uma das qguatro amplas classificagties: Portador

silencioso; Trago de talassemia alfa: Doenga de Hb H & Hidropsia
fetal por Hb de Bart (W.H.O., 1987; HIGGS e cols, 198%9; KAZAZIAN,
1990). 0 fendtipo da talassemia alfa reflete, de uma forma geral,
a deficiéncia de tetrameros de hemoglobina funcionalmente
normais, e ©O acumulo das globinas excedentes resulta em dano e
disfungdo eritrocitaria (LIEBHABER., 1989).

Portador silencioso

Apresenta trés genes funcionais para a globina alfa. e
valores de VCM dentro da normalidade (80-8%5). E originado pela
perda de um Gnico gene alfa e & a forma mais comum e amplamente
difundida pelo mundo, sendo originada geralmente por uma deleg2o
de 3,7Kb (LIEBHABER, 1989; KAZAZIAN, 1990).

Trago de talassemia alfa

Caracteriza—-se por discretas alteragbes hematoldgicas,
e por repercuss#o clinica nula a moderada. Essa condigio resulta,
em geral, da heterozigose para o determinante alfa zero, bem como
da homozigose ou dupla heterozigose para o gene da talassemia
alfa mais (originada #DF delegdo ou nd3do). Em aproximadamente &0%
dos individuos com traco talassémico alfa podem ser vistas., em
namero bastante reduzido. celulas contendo corpos de inclusdo de
Hb H (GALANELLO e cols, 1984; HIGGS e cols, 198%9). Geralmente
possui dois genes funcionais, valores de VCHM discretamente
diminuidos e Hb Ao normal. E constantemente confundida com anemia
por deficiéncia de ferro. A forma mais frequente para esse tipo
de talassemia alfa €& a homozigose para a delegio de 3Z,7kKb,

resultando na perda de dois genes alfa. A Hb H dificilmente
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aparece em eletroforese, e pode ser visualizada por pesguisa
citolbgica detalhada (LIEEBHABER, 198%9: KAZAZIAN, 1990).

Doenga de Hb H

Resulta mais frequentemente. da disfunci3o de trés genes
alfa, ou também assocciagdo de dois determinantes talassémicos
alfa mais, oriundos de mutagles do tipo "n3o delegi3o” decsses

genes. Clinicamente, apresenta—se por anemia, ictericis,

esplenomegalia e hepatomegalia. Os niveis de Hb H 2 Bart:*s s3o

variaveis, e os de Hb Ao reduzidos (KATTAMIS e cols, 19883 HIGGS

e cols, 198%9). E considerada a forma mais expressiva de
talassemia alfa, compativel com a vida. A heterogeneidade na base
genética da doenca de Hb H esta diretamente relacionada & sua
gravidade clinica. A forma de delegioc mais comum (- —-/— alfa) &
raramente sintomatica. A perda de express3o do gene alfa 1
(classificag3o do gene segundo sua localizag3o no cromossomo) por
ndo deleglo também & moderadamente sintom&tica. No entanto., a
perda do gene alfa 2 por n3o delec3o resulta em um fendtipo mais
grave, com muitos pacientes dependentes de transfusiio (LIEBHABER,
198%2). Outras complicagles gque podem ccorrer em portadores da
doenga de Hb H & a presenga de Glcera de perna. calculos
biliares, defici@éncia de &cido f&lico, epistdios hemoliticos
agudos em resposta a drogas e infecogbes, bem como alteragbes
tbeseas e do crescimento (HIGGS e cols., 1989).

Sindrome de Hidropsia Fetal

A Sindrome de Hidropsia Fetal por Hb de Bart & a forma
mais grave de talassemia alfa, ocasionada pela heranga de dois
determinantes talassémicos alfa zero. GQuase sempre a morte dos
individuos com esssa afecgdo ocorre ainda no utero ou poucos dias

apbs o nascimento. 0 feto ou o recém—nascido apresenta—se palido,
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edemaciado, com sinais de problemas cardiacos e de anemia intra-
uterina prolongada . H& também, marcada anisopoiquilocitose, com
grandes macrocitos hipocr@micos e muitas células nucleadas. A Hb
de Bart comp8ie cerca de 80% da hemoglobina total e carece de
gualguer fungi3o no transporte de oxigénioc (HIGGS e cols, 1989 )<
Em algumas partes do mundo. como no sudoeste da Asia, esta & uma
importante causa de morte perinatal, envolvendo tambem
consideravel morbidade e mortalidade materna (CHUI e cols, 1988).

Nesta regidoc, a hidropsia fetal & por homozigose para a delegBo

(— —S€a), com frequeéncia de até 3% (LIEBHABER, 1989).

4.3.2. BASE GENETICA DAS TALASSEMIAS ALFA

0O complexo de genes globinicos alfa humanos se localiza
na extremidade do cromossomo 16 na regio 16 p.13.3.

Um segmento de 26kb de DNA contém os genes alfa e
estende—-se por um segmento de 150kKb para o grupo todo, sendo
portanto, maior que 200kb e rico em G e C. 0 complexo génico
inclui os genes alfa propriamente ditos, qgque aparecem em
duplicata; um gene embrionario zeta 2; trés pseudogenes - psi
zeta 2, psi alfa 2 e psi alfa 13 e um gene com fungdoc ainda nzo
muito bem determinada — o teta 1 . Todos est3o arranjados na
sequéncia S5* — 3r., conforme ilustra a figura 9 . Recentemente. um
pseudogene da familia ro6, de peguenos RNAs citoplasmaticos foi
identificado abaixo de alfa 1, e um outro gene, semelhante ao
teta, foi também localizado no cromossomo 22, porém suas funcgbes

n3do est3dc ainda bem definidas (HIGGS e cols,1989).

cm 1 2 3 4 5 6 7 unespw.l 12 13 14 15 16 17 18



S2 HVR-interg & Yoo Yo G; o Yo ¢

| R + en— — ] + | o—
s VielmaRpysr
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A estrutura idéntica de dois alelos distintos da
globina alfa e o alto padr3o de homologia entre os locos alfal e
alfaz, indicam que existem mecanismos para a suprecscs3o de
polimorfismos alélicos e +troca de informagBes genéticas no
complexo génico alfa (LIEBHARBER e cols. 1981). As regibes
complementares localizam—se entre os genes psi alfal, alfa 2 e
alfa 1 e s3o identificadas por X.Y e Z, conforme ilustra a figura
10. Os genes funcionais alfa e zeta apresentam 58% de homoclogia
em seus 141 aminoacidos. For outro lado, os genes alfal e alfaZ.
s3o hombtlogos e codificam proteinas identicas, diferindo somente

no intron 2 na =sua regi3do n¥o codificadora 3I:, sendo essa

divergéncia de aproximadadmente 17% (HIGGS e cols, 1989).

Atualmente sabe—-se gue h& trés genes, & possivelmente
mais um outro, totalizando gquatro genes funcionais no complexo
génico alfa. 0 gene zeta Z manifesta—se durante as primeiras
cinco sSemanas de wvida intra uterina. e a Hb Gower 1
(zetal/epsilon2) €é o primeiro tetramero de hemoglobina funcional
no embri3o, seguida da Hb Portland (zeta2/gama2). A partir da
sexta semana de vida intra uterina a sintese de cadeias zeta
decresce, ao passo que 3o ativados os genes alfal e alfaZ, qgue
estardo atuando durante o periodeo fetal e adulto. 0O gene teta 1,
localizado numa regi3o de 4kKb, na extremidade 3» do gene alfa 1,
€& =similar estruturalmente aos genes alfa. Esse gene & transcrito
"in wvivo" e codifica um RNAm normalmente processado e que fozi
traduzido "in vitro”, mas © seu produto n3do foi., ainda,

identificado "in vivo". bem como sua fungilo gue n3do parece sSer

essencial para o desenvolvimento fetal normal (LIEBHABER, 1989).
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Em geral, os genes globinicos s3o compactos e divididos
em trés exons e dois introns. As posiglies dos introns si3o
conservadas em todos os genes globinicos e refletem eventos
evolutivos para chegar & proteina funcional. O exon 2. por
exemplo, & recsponsavel pela codificagXo de toda a regisdic de
ligagdc aoc grupo heme e pelos contatos alfal beta?; o exon 3
codifica os contatos alfal betal. Os residuos gue contribuem para
o efeito Bohr e ligag¥o ao 2,3 DPG s%o distribuidas ao acaso
(HIGGS e cols, 1989).

Existem cinco regilies que separam os genes gue fazem
parte do complexo genico alfa e s3do estruturalmente
hipervariaveis (HVRs - Hypervariable regions). Cada uma dessas
regides @ composta de maltiplos segmentos repetitivos de peqguenas
sequéncias ricas em GC, com tamanho variando de 17 a S7pb.
Miltiplos alelos de cada uma dessas regifes HVYR s3o identificados
por técnicas de alta resolug3oc e s3o altamente polimébrficos em
algumas populagles, mas esses polimorfismos s3o neutros e nao
parecem apresentar consequéncia para a express3o dos genes alfa.
ateé o momento (RUCKNAGEL e cols, 1978: LIEBHARER, 1989: HIGGS e
cols, 1989).

A express3o do gene alfa? & quase duas vezes maior gue
a do gene alfal, existe uma producdo maior de RNAm para o gene
alfaZ e seus RNAs s3o traduzidos com igual eficié@éncia. As
mutacles que originam as talassemias alfa podem afetar um ou os

dois genes alfa. Assim, como o nAmero de genes TfTuncionais

decresce de quatro para zero, a taxa de sintese de cadeias

alfa/beta nos reticulécitos declina do valor normal de 1 para
e zero. As mutagles que afetam o© gene alfaZ

apresentam—-se fenotipicamente mais graves {(GALANELLO e




1984; EMBURY., 1988: LIEBHABER, 1989; HIGGS e cols, 1989:

FKAZAZIAN, 1990).

4.3.3.— DEFEITOS MOLECULARES NA TALASSEMIA ALFA

A talassemia alfa & mais comumente causada por delecg3o
de um ou ambos os genes alfa. Esse processo pode ser originado
por varips mecanismos, diferindo do que ocorre na talassemia beta
onde predominam os defeitos moleculares originados por nd3o
delegdo. Assim. alguns tipos de talas=semia alfa s3o
caracteristicos de determinados grupos raciais.

Delegdc de um Unico gene alfa — exicstem dois sub-tipos
de deleg3oc de um Gnico gene alfa que resultam especialmente na
perda de 3ZI.7Kb ou de 4.2Kb de DNA. Ambos s3o resultado de
recombinagdc desigual dos homélogos., como ilustra a figura 11.
Algumas delegdbes podem remover sequéncias importantes para a
ativag3o gé&nica e deixar os genes estruturais intactos, e o
fenbtipo expresso sera de talassemia alfa =silenciocsa (HIGGS e
cols, 1989; KAZIAZIAN, 1990:; ROMAO e cols, 1991; LACERRA & cols,
1991).

Delec3o de ambos os genes alfa - Em adiglo as classicas
delegtes envolvendo 3.7¥b e 4.2Kb. uma variedade de perdas de
segmentos maiores ocorrem no complexo génico alfa afetando a

expressido génica. Essas delegbes variam de 5.2KEb até a remogdo de

todo o complexo. As duas mais comuns s3o (- —S83) e (- -Med) gue

ocorrem mais freguentemente no Sudoeste Asiatico e Meditarraneo.
respectivamente. Os mecanismos que originam essas grandes

delecglies ainda n3oc foram muito bem elucidados.
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A tabela 5 ilustra os gendtipos das talassemias alfa
mais fregquentes originadas por mecanismos delecionais e sua
expressio fenotipica (MIEMHUIS e cols, 1984:; HSIA e cols., 1988:
LIEBHABER, 198%).

Talassemia alfa devido a n3o deleg3o - Existem até o
momentoc 153 mutagles gue recsultam em talassemia alfa. & incluem
desde a substituig3o de um Gnico par de bases até delegles muito
peguenas. 0 exemplo mais comum & a mutagio de uma Gnica base no
codon de terminalizac3do do gene alfaZ, gue origina a Hb Constant
Spring. Uma variedade de outras mutagles tem sido descrita para o
complexo génico alfa e muitas delas afetam os passos criticos
para a express3oc génica (HSIA e cols, 1988; LIEBHABER. 1989:
KAZAZIAN, 1990; LACERRA e cols, 1991; WAYE e cols. 19292).

A tabela & ilustra os pontos de mutag3o gue causam
talassemia alfa e a origem racial onde foram inicialmente
descritas.

A agravidade dos fendtipos de talassemia alfa est3o
diretamente relacionadas a perda de sintese do gene alfa e trés
grandes fatores podem estar envolvidos: numero de genes afetados:
0 grau de decréscimo na expressio (parcial ou total): o gquanto o

gene afetado contribui para a sintese da globina alfa. Como o

gene alfa2 & expresso duas vezes mais que o gene alfai,

alteraglies gue afetam o gene alfa2 terd3doc maior impacto fenotipico
que aguelas que envolvam o gene alfal. De modo geral. podemos
dizer que a perda de um Unico gene alfa pode resultar em uma
diminuigdo leve, moderada ou grave, da sintese de globina alfa
dependendo de como ocorreu essa perda génica {processos
delecionais ou n3o) e gual locus foi envolvido. conforme ilustra

a tabela 7 (LIEBHABER, 198%; HIGGS e cols, 1989; KAZAZIAN, 1990).
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TABELA 5. - Genottipos e espress3o clinica das talassemias alfa

mais frequentes e seus respectivos mecanismos delecionais.

Segundo HS5IA e cols, 1988.

Genobtipo Espress3o Clinica

(alfa alfa‘alfa alfa) normal

{(— alfa/alfa alfa) Trago de talassemia alfa 2

(alfacsalfa/alfa alfa) Portador silencioso

—/alfa alfa) Trago de talassemia alfa 1
alfa/— alfa) Anemia microcitica discreta

alfazalfatSaifa)

—/—alfa) Doenga de hemoglobina H

—/alfacsalfa) Anemia microcitica moderada

Hidropsia Fetal por Hb de Bart
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TABELA 6.— Total de mutaglies (15) na talassemia alfa e sua origem
racial.Segundo LIEBHABER, 1989

MUTACBES

I.RNAm n3o funcional
a)mutagles sem sentido
1.codon 116 (G-T) negros

b)mutagties frameshift
1.codon 30/31 negros

c)mutacles no codon de iniciacdo
1.ATG-ACG mediterraneocs
2.CCACCATG-CCCCATG mediterraneos
I.ATG-GTG negros/mediterraneos

d)mutac3oc no codon de terminalizacgdo
1.a1fatS da Hb Constant Spring (TAA-CAA) negros
2.alfa¥D da Hb Koya Dora (TAA-TCA) indianos
Z.alfall da Hb Icaria (TAA-AAA) meditarraneos
4.a1faSR da Hb Seal RockK (TAA-GAA) negros

Il.Mutaglies que afetam o processamento do RNA
a)alteraghes no sitio de "splicing"
l.sitio doador IVS-—-1
(GGTGAGGCT-GGCT) mediterraneocs

b)clivagem de RNA no sitioc de poliadenilacgio
1.AATAAA-AATAAG arabes

III1.Globinas instaveis
1.a1faBUONG SZE (cpdon 125 LEU-PRO) asiaticos
2.alfaSUAN DOC (-n4qon 209,LEU-ARG) asiaticos
=.alfaPETAH TIKWAH ( o4on 110,ALA-ASP) asiaticos
4.a1faEVANSTON (ndon 14, TRP-ARG) negros
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TABELA 7.— Impacto das alteragles que provocam talassemia alfa

Segundoc KATTAMIS e cols, 1988

TAXA DE SINTESE DE

GLOBINA ALFA

sealfaZ. noralfatl, alfasalfa

...alfa?....alfal. alfasalfal

e f3a7Kkb).calfaly - falfa

...alfal....alfal. alfal/alfa




& talassemia alfa pode ser adguirida em associagdo com
varias outras doencgas. principalmente anormalidades da medula,
como as doengas linfo e mieloproliferativas, e em outras
alteragties hematoldgicas como a eritroleucemia, leucemia mieldide
crinica, leucemia mieldide aguda, leucemia linfoblastica cronica,
anemia siderobl&astica e mielofibrose (BEAVEN e cols, 19&63; FLINT
e cols, 19846; GOMES & cols, 1988).

Nas doengas de Hb H adgquiridas, a anormalidade na
sintese da cadeia parece ser de origem clonal, ou seja, existem
duas populactes de eritrdcitos nos individuos afetados. uma com
conteuido de hemocglobina normal & a segunda com marcada hipocromia
e deficiéncia de sintese de globina alfa (LIEBHABER, 198%).

Existem alguns relatos de talassemia alfa associada &
retardo mental, podendo estar relacionada a delegbes que envolvam
todo o complexo génico alfa e anormalidades citogenéticas que
incluem o© bragoc curto do cromossomo 16. Um caso recentemente
descrito envolve retardo mental devido a anormalidades do
cromossomo X e talassemia alfa, sugerindo gque, provavelmente
essas alteraglies no cromossomo X envolvam sitios relacionados aos
processos de regulagio dos genes globinicos alfa (WEATHERALL e
cols, 1981; LIEBHABER, 1989: GIBEONS = cols, 17292) .

Quando em associagdo com mutantes de cadeia beta. como

as Hb S, C e E, a talassemia alfa afeta significativamente o

nivel dessas hemoglocbinas. influenciando as manifestacles
clinicas do gene anormal (DE CEULAER e cols, 1983:; STEIMBERG &
EMBURY , 19863 EMBURY, 1988;:; COSTA e cols., 1989: SONATI e cols,
1991). A Hb AS & geralmente uma condigi3o benigna, mas certas
complicagclies podem ocorrer. A interacdo de Hb AS com talassemia

alfa promove variagtes hematoldgicas detectaveis., cujos efeitos




s3o mostrados na tabela 8. Mais notavel &€ a influéncia dos
diferentes gendtipos da talassemia alfa na porcentagem de HbS,
influenciando a clinica desses portadores (SOMATI e cols, 1991).
A talassemia alfa associada a variantes de cadeia beta
carregadas positivamente como a Hb C e a Hb E, reduz a proporgso
de hemoglobina anormal. Esse efeito & mais acentuado em Hb E,
provavelmente como resultado do comportamento talassemico do gene

betaE. No caso de associacgdes com variantes de cadeia beta

carregadas negativamente, como a Hb J Baltimore e Hb N, a

presenca de talassemia alfa aumenta a reuni3o de tetrameros de Hb
J ou Hb N, aumentandoc, assim, o nivel da Hb variante {(STEIMBERG &

EMBURY, 19843 STEINBERG, 19%91).
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TABELA 8 — Caracteristicas hematolégicas da talassemia alfa/Hb AS

Segundo SONATI e cols, 1991

GENOTIPO DA

GLOEBINA ALFA

alfa alfa alfasalfa alfa

alfa alfa/alfa alfa

alfasalfa alfa alfa

alfas/alfa alfa

alfa/— alfa

— f=salfa
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A deficiencia expressiva de ferro influencia a producso

de algumas hemoglobinas como a&a Hb A>, Hb E e Hb S. O mesmo

acontece em portadores de talassemia alfa., onde a Hb H esté
diminuida ou ausente e cujos niveis voltam & normalidade com a
corregdo da ferropenia. A diminuig3o da Hb H provavelmente ocorre
pela inibigl3o da produglio de cadeias beta pela deficiéncia de

ferro (O0BRIEN, 1973; SALEEM e cols, 1987).

4.3.4.TALASSEMIA ALFA E SELECAO NATURAL

As talassemias alfa s3do as mais comuns das alteragles
dos genes humanos 2 sua distribuiglo &€ limitada as regifies
tropicais e subtropicais. Sua ocorréencia fora dessa area e
esporadica, sendo descritos alguns casos tipicos na Inglaterra e
Japdo (e HEOS 1987). A ocorréncia de muitas variantes
polimbrficas de talassemia alfa sugere que diferentes mutantes
tém sido selecionados nas areas em que ela ocorre com maior
freguéncia coincidindo com a hipotese de gue tais wvariantes
conferem melhor adaptaglo dos heterozigotos., principalmente nas
regites endémicas aoc PlasmOdium falciparum., e a dispers3c desses
genes deve—se, em grande parte. aos processos de colonizagi3o e
migrag3o das populagles portadoras (W.H.O., 1987; COSTA e cols,

1989; SONATI e cols, 1991)

4.4. DIAGNOSTICO DAS TALASSEMIAS ALFA

Os meétodos utilizados para o diagnostico das

talassemias alfa apresentam suas limitagBes., e muitas vezes o

estudo familial e a analise de DNA s3o necessarios para




determinacio do genotipo correto e adeguado aconselhamento
genético. A microcitose & caracteristica das talassemias. mas no
Caso das talassemias alfa, muitas wvezes a morfologia dos
eritrocitos assemelha—-se aos normais. A Hb Az esta geralmente
normal ou discretamente diminulida. Os valores de ferro serico sdo
de grande wvalia para o diagnotstico. VYalores normais permitem o
diagntstico de talassemias alfa com base na microcitose (VCHM < 25
=127Zvpgla

A observagdoc de corpos de inclus3o de Hb H reguer
pratica do analista e tempo disponivel., além do fato de gue
formas diferentes de talassemias alfa podem apresentar padrdies de
precipitacdo semelhantes. e a auséncia desses corpos n3o exclui a
talassemia alfa.

A biossintese da globina fornece parametros das taxas
de sintese de cada cadeia globinica. mas n3o oferece dados para
diagntstico de determinadas formas de talassemia alfa (W.H.O..
198735

0 uso de anticorpos monoclonais anti—-zeta pode ser ttil

para detectar tracos dessa cadeia especificamente para a delecgdo

{— —SEQ), csendo utilizado como teste especifico para estudos

populacionais na Asia. 0 método. no entanto. ndo oferece
parametros confidveis para diagnostico de heterozigotos com
outras mutagBes ou delegBes gue incluam o gene zeta. 0 estudo
familial nesses casos € importante para o direcionamento
diagnotstico (W.H.O0., 1987; CHUI, 1989).

Fara analises populacionais e aconselhamento genético.
& também necessario que se fagca uso de métodos diagnéosticos
simples e uteis que contribuam para a melhoria da sadde publica

em paises em desenvolvimento. O teste de resisténcia globular




osmbtica fornece dados scobre a microcitose e constitui o primeiro
teste seletivo para talassemias, associado & analise da

morfologia eritrocitaria. A eletroforese em pH alcalinoc, dosagem

de Hb Ao, e pesquisa de agregados intraeritrocitarios de Hb H

auxiliam sobremaneira o diagntstico das talassemias alfa (W.H.O..
1987:; NADOUM, 1987).

Metodos de analise de DNA diferenciam os tipos de
alteracges gque causam a talassemia alfa. mas s3o dificeis de
serem utilizados como rotina, principalmente em paises de
terceiro mundo (W.H.O.. 1987). A tabela 9 mostra os métodos
utilizados para diagndstico de talassemias alfa., com diferentes
enfoques populacionais e suas limitagBes, sendoc que para um
correto diagnétstico, todos o= métodos podem ser necessarios.

0 diagnostico pré—natal na talassemia alfa n3o se
t3o urgente guanto para talassemia beta, pois na talassemia alfa
os homozigotos ndo sobrevivem apds a vida intra uterina e a forma
mais grave, cujo fenttipo & o da doenca de Hb H, & compativel com
a sobrevida normal. Casais de risco para hidropsia fetal devem
ser identificados e aconselhados em populagles gue possuem as

alteracles genéticas em freguéncia aumentada (W.H.O.., 1987).

4.35. HEMOGLOBINOPATIAS TALASSEMICAS

As hemoglobinopatias s3o geralmente definidas como
hemoglobinas anormais com uma ou mais mudangas estruturais,
geralmente a substituiglo de um Gnico aminocacido na cadeia
globinica, que & sintetizado com taxas normais ou préximas do
normal e qgque causam alteraglies fisiopatolégicas aos seus

portadores. Por outro lado. mutagies talassémicas s3o
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tradicionalmente definidas como aguelas alteragles gue n3o
modificam a estrutura da cadeia globinica, mas levam a uma
redug3oc guantitativa na sintese da cadeia. A caracterizaci3o de
mutaclies no gene da globina tem mostrado modificaglies gue alteram
tantoc a estrutura guanto a sintese da cadeia em guest3o.Algumas
hemoglobinas estruturalmente anormais =30 clinica =
hematolbgicamente acompanhadas de express3o talassémica. como
consequéncia de diferentes mecanismos.

Essas variantes surgem da ligacg3o a condigles
talasseémicas., da mutag3o no codon normal de terminalizag3o. de
anormalidades nos sitios de processamento ou de mutacties
altamente instabilizadoras. Em cada caso. o fendtipo decorre da
diminuigdo ou término prematuro da sintese do gene envolvido. da
redugdo da guantidade de RMNAm normalmente processado, ou da
rapida degradacdo proteolitica pos—-sintética sofrida pelas
cadeias afetadas. For exemplo: Hb E [beta{(26)Glu-Lys]l] e Hb
Knossos [beta{27}Ala-Ser]l] s3c mutagles gue criam um sitic de
splicing alternativo resultando em decréscimo de RNAm da globina
beta. A Hb Constant Spring € um outro exemplo onde a estrutura e
a sintese das cadeias alfa est3o alterados por uma mutagl3o & cujo

fenbtipo & alfa talassémico. 0 "crossing over" gue resulta na Hb

Lepore origina um gene hibrido [S:*deltaZ:betal: o produto desse

gene & =sintetizado em uma taxa muito baixa e o fendtipo da Hb

Lepore & talassémico.
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Tahela ¢ — Métocdos para o ciaghidstico de talassemia aifa e suas

limitagies. Modificado de W.H.D, £{987.

L IMITAQGES
ot AMETIS
Kicrocitose aifa zero (HCK { 25) Poge representar - -/alfa aidz on - alda/- ailai os
aifz mais (HO% ( 24} valores se 500repoes 205 AOrEAis

b Ry normai ou ciminuica Valores semeihantes aos normaisi poce representar {a-
iassenia seta con th Ay normai.

Biossintese e giozina alfa { seta Nio ¢ conlidval dra formas graves, exceto para iadivi
EU0S COB Grance experienCia para ciagadstico

Andlise fe DMA
i ¥30 cetecta formas por ndo ceiegioi ciagaostica
Soadas e oliginucient iieos sosente mutagdes conhecidasi sdo necessirios para
Sequenciasento ce VA gedinir novas foraas por nao ceiefao

E# RECEA-NASCIDOS

3 Bart por eletroforese Aisente ea 01 dos - 31133'?!&?1 alfa

¥icrociiose iores seaclhantes s0s noreais

Andlise s DA
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Existem aproximadamente 150 variantes estruturais dao
gene alfa ja descritas. gue resultam da substituig3o de um Gnico
aminoacido. A express3c desses genes varia segundo o locus
afetado e o fenttipo geralmente assemelha-se a talassemia alfa
(KAZAZIAN, 1989). A tabela 10 ilustra alguns desses casos. Alguns
exemplos representativos dessas variantes identificadas em
populaglies brasileiras s3o: Hb Constant Spring. com fenotipo alfa
talassémico: e as Hb Lepore e E com fenotipo beta talassémico

(SALZANO, 198&: NAOUM e cols, 1987).

5. HEMOGLOBINA C E OUTRAS HEMOGLOBINAS

95.1. HEMOGLOBINA C

A hemoglobina € (Hb C) &€ uma hemoglobina anormal
originada por substituiglies de um aminoi&cido na posigdoc & 2 da
cadeia de globina beta. sendo gue o &acido glutamico, original
nessa posicdo em hemoglobinas normais., & substituido por lisina.
Essa troca de aminoacidos altera sensivelmente a mobilidade
eletroforética da hemoglobina, sendo facilmente diferenciavel da
Hb A em pH alcalino e a&cido. E frequente em povos da Africa
Ocidental, onde atinge valores entre 153 e 30% (LEHMANN &
HUNTSHMAN, 1974).

Os heteroczigotos (Hb AC) n3o possuem anemia € ndo
apresentam evidéncias de diminuigio do numero de eritrdcitos. A
analise da morfologia eritrocitéaria pode apresentar células em

alvo. A diferenciagdo desses portadores &€ feita por métodos

eletroforeticos onde, em pH alcalino, a frag¥o atinge 25 a 45% da

hemoglobina total.
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Tabela 10 - Hemoglobinopatias talassémicas. Segundo NIENHUIS =2 cols, 41934,

KECAN:SHOS YOLECULARES DO EFTITG TALASSENICO

SErssERAAARERRERRAAEN

&t ivagdo co sitio ce "splicing’

Peréa v sitio ée terainalizagdo

Tnstabilidade da cadein on fa moldcula
Mecaaismos descoaheciéng
&.Dininuigdo de RNAm

. Instadilidaie pos bradusdo

2 3 4 5 6

unesp ™,

ANORKALIDADE ESTRUTURAL NA CADEIA BLOBINICA
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Como outras hemoglobinas anormailis migram na mesma
posicdo em eletroforese de pH alcalino., devido a semelhanga de
seus pontos iscelétricos. a diferenciagi3o pode ser feita em pH
acido e isoeletrofocalizag¥o. 0 diagnédstico dos portadores
heterozigotos & fundamental do ponto de vista do aconselhamento
genético., Jja qgue a associagido dessa variante com Hb S ocu
talassemias e em homozigose, apresenta alteragbes clinicas
detectaveis. £ express3o patoldgica dessa hemoglobina &.
portanto, encontrada primariamente em portadores homozigotos {(HD
CC) e nas associacgties com Hb S (Hb SC) e talassemia beta (Hb
C/talassemia beta) (NAOUM, 1987).

A fisiopatologia da Hb C resulta da fTalta de
maleabilidade e aumento da viscosidade dos eritrédcitos que a
contém. A rigidez conferida pela tendéncia de formag3o de
cristais e tactbides intraeritrocitéarios., torna as células mais
susceptiveis a destruigio principalmente pelo bago, reduzindo seu
tempo de vida. 0 aumento da viscosidade propicia a ocorréncia de
oclusso de pequenos vasos sanguinecs (BEUTLER., 1983a).

Os portadores homozigotos ou portadores de dupla
heterozigose (Hb SC; Hb C/talassemia beta:; Hb C/talassemia alfa),

sofrem de anemia hemolitica cronica de graus variaveis, porém sem

maior gravidade., e freguentemente acompanhada de esplenomegalia.

gueixas incluem: cansago. fragueza. ictericia., dor abdominal,
dor oOssea. colelitiase e, raramente. sintomas semelhantes aocs da
anemia falciforme, porém de forma mais amena. Hematoldgicamente
os eritrdcitos podem apresentar—se normocromicos e normociticos,
ou com microcitose, hipocromia e reticulccitose, &8 & bastante
caracteristico o achado de um numerc elevado de células em alvo.

no sangue periférico (LEHMANN E HUNTSMAN, 1974). A anemia pode




agravar—-se apots infecgbes, mas o prognéstico geral & considerado

bom (HONIG & ADAMS III, 1984).

5.2. HEMOGLOBINAS VARIANTES SEM ALTERAGCOES FISIOLOGICAS

Um grande numero de variantes de hemoglobina tem sido
descoberto com fregquéncia., devido ao aperfeigoamento técnico para
detecg3dc de novos mutantes. A grande maioria desses mutantes
resultam em hemoglobinas variantes sem alteraclies fisioclbgicas, e
grande parte delas foram descobertas em estudos populacicnais ou
em associacgdo com talassemias & Hb S. Dentre as hemoglobinas
classificadas nesse grupo destacaremos as hemoglobinas D. E, J &

I por serem mais freguentes no Brasil (NAOUM e cols, 19287).

HEMOGLOBINA D

E uma wvariante de cadeia beta que apresenta a mesma
mobilidade eletroforética da Hb § em pH alcalino diferenciando—
SE. entretanto, em pH &acido. Além disso., n3o apresenta
falciformag3o dos eritrocitos e sua solubilidade & semelhante &
da Hb A. O portador heterozigoto (Hb AD) n%o apresenta sintomas e
a fragio anormal constitui cerca de 35 a 50% da hemoglobina
total. A homozigose para a Hb D & de ocorréncia bastante rara,

sendo sempre importante a analise familial para os casos

suspeitos de homozigose e interagties com talassemias.

Clinicamente, apresentam discreto grau de anemia e s3o

assintomaticos (HONIG & ADAMS III, 1986).
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HEMOGLOBINA E

E uma variante de cadeia beta onde o aminoacido lisina
da posic3do 2& & substuido por um aAcido glutamico. Em eletroforese
de pH alcalino migra na mesma posigldc gue a Hb C e a3
diferenciacd3o ocorre em eletroforese de pH &cido. No teste de
solubilidade, comporta-se como a Hb A4 e apresenta, ainda,
discreta inctabilidade molecular. Fortadores heterczigotos (Hb
AE) apresentam 30 a 435%Z de hemoglobina anormal e s3o
assintomaticos. Homozigotos {Hb EE) apresentam esplenomegalia.
graus de anemia discretos. acompanhados de microcitose e células
em alvo no sangue periferico. A hemolise nesses pacientes e
minima. mas pode ser agravada em circunstancias adversas., como
febre e gripe. Observa—se também, redugioc da fragilidade osmotica
eritrocitaria. Sintomas clinicos mais acentuados sa3o verificados
nas associacles dessa hemoglobina com Hb S ou talassemias (LEHMAN

& HUNTSMAN, 1974).

HEMOGLOBINA J

E uma variante com mobilidade eletroforética bem
caracteristica em pH alcalino, sendo mais rapida gue Hb A. Em pH
acido migra na mesma posigido da Hb A. Sua origem molecular pode
ser por substituigdo de aminoacidos tanto na cadeia alfa como na
cadeia beta. Os mutantes de cadeia alfa apresentam em
eletroforese a Hb J com concentracgi3ic sempre inferior a 2Z5%Z e um

componente menor., o J-, oriundo da combinagdo de cadeias alfad e

delta, que migra entre as posicBes de Hb A> e Hb S. 0O mutante de

cadeia beta apresenta a frac3o J com concentracgi3o entre Z0 e 45%.
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O= portadores heterozigotos de Hb J (Hb AJ) s3o assintomaticos e
com valores hematolbgicos normais. Em associagd3o com talassemias.,

revelam discreto grau de anemia. A ocorreéncia dessa variante e

= / .
rara e sua descoberta ocorre geralmente em estudos populacionais.

Jj& que seus portadores s3oc totalmente assintom&ticos (NACGUM,

1987).

HEMOGLOBINA I

Essa hemoglobina variante apresenta mobilidade
eletroforética bastante rapida quando comparada com a Hb A. A
mutaci3o que a origina envolve sempre a mesma troca de
aminoacidos: lisina por &acido glutamico, tanto em cadeias alfa
guanto em cadeias beta, sendo gue nos mutantes de cadeia alfa a
ocorréncia do componente menor I, & observada migrando na posigd3o
de Hb S. Em eletroforese de pH alcalino., a Hb I migra na mesma
posicido da Hb H. Em pH &cido a Hb I move—-se em direglo ac polo
negativo enguanto a Hb H permanece no ponto de aplicacgdoc. 0Os
portadores heterozigotos de Hb I (Hb Al) =s3do assintomaticos e os
portadores de interagles com talassemias tendem a apresentar

alteracles discretas (LEHMAN & HUNTSHMAN, 1974:; NAOUM, 1987).

9.3. METEMOGLOBINEMIAS

Diariamente, cerca de 1% da hemoglobina total
circulante {oxihemoglobina) converte—-se espontaneamente em
metemoglobina (metaHb). A manutengo do nivel de metemoglobina
reflete um sutil equilibrio entre duas forcas opostas gque atuam

in wvivo". onde uma & responsavel pela formag3o da metemocglobina




e a outra controla a sua redug3io a forma oxigenada. Em pessoas
normais., os niveis guantitativos da metemoglobina estdo presentes
entre 0,3 a 3% do total de hemoglobina circulante. Denomina—se
por metemoglobinemia a situacio clinica em que mais de 3% da
hemoglobina circulante foi oxidada para a forma férrica. A

metemoglobina n3o tem valor como pigmento respiratério. pois &

incapaz de transportar oxigénioc. A dispneia e a fTadiga s3o

verificadas guando essa concentrag3do ultrapassa 3I5-404 da
hemoglobina totali. Concentracties acima de 70% s3o geralmente
letais. A hipxia tissular & a responsavel pela maioria dos
sinais e sintomas da metemoglobinemia (JAFFE & HSIEN., 1971:
LEHMANN & HUNTSMAN, 1974).

Um ecstado metemoglobingmico pode surgir do
desequilibrioco entre as forgas de manuteng3o do eguilibric oxi-
metemoglobina. que pode ser originado pela excessiva formagdo de
metemoglobina por indug3o toxicas diminuig3o da taxa de
reconversdoc da metemogleobina a oxihemoglobina por deficiéncia
enzimatica: ou anormalidades na parte globinica da molécula de
hemoglobina, gue mantém os grupos prosteticos no estado féerrico.
originando uma molécula anormal. a hemoglobina M {(Hb M) (LEHMANM &
HUNTSMAN, 1974).

A metemoglobinemia ®ica & causada por drogas e
compostos guimicos oxidantes. dentre os guais destacam—se as
sulfas e =eus derivados, fenacetina. nitritos,. nitratos.
nitrobenzenos, anilina., stc. A metemoglobinemia por deficiéncia
enzim&tica ¢é hereditaria e causada pela deficiéncia de diaforase
de NADH. Os heterozigotos geralmente n¥o apresentam
metemoglobinemia clinica mas, sob efeito de medicamentos ou

exposicdc a agentes oxidantes, ocorre mal estar geral, com
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cianose intensa devido & combinac3o do fator hereditéarioco e
indugdo toxica. A metemoglobina da Hb M é resultante da alteraclo
estrutural dos aminoAcidos gque fazem parte da ligac3o com o grupo
heme, levandoc & oxidagdo do ferro e impedindo sua ligagdo ao
oxigénio. 0 guadro an@émico manifesta—-se por ligeira ictericia e
aumento de bilirrubina indireta (NAOQUM,1987).

As Hb M de heranga autocssOmica dominante est3o
associadas a cianose crénica devido a ocorréncia de
metemoglobinemia.

Guatro das wvariantes de Hb M tém substituidas suas
histidinas proximal e distal pela tirosina na cadeia alfa ou
beta: Hb M Boston. Hb M Iwate., Hb M Saskatoon. e Hb M Hide Park.
0 gquinto tipo, Hb M Milwaukee, tem substituig3o da valina pelo
acido glut&mico na posicdo beta &47. As hemoglobinas ™M foram
observadas em praticamente todas as partes do mundo., sendo a Hb M
Boston a mais frequentemente descrita inclusive no Brasil (NAOUM

e cols, 1981). Essa, como as hemoglobinas instaveis, s3o muitas

vezes devidas a mutacglies novas (LEHMANN & HUNTSMAN., 1974).

A deficiéncia de NADH- metemoglobina redutase {(ou NADH-
diaforase., citocromo bsg redutase, ferrihemoglobina redutase,
NADH—-desidrogenase, comoc pode também ser chamada) determina a
metemoglobinemia por diminuig3o da taxa de reconvers3o da
metemoglobina a hemoglobina. E uma condigl3o relativamente rara.
de heranca mendeliana autoss®Gmica recessiva (LEHMANN & HUNTSMAN.
1974). A enzima NADH-metemoglobina redutase catalisa uma etapa na
via principal da redugido da metemoglobina, onde & responsavel por
aproximadamente ?5% dessa atividade. Esta enzima redu:z o
citocromo bg., gue wusa o NADH como doador de hidrogénio. O

citocromo por sua vez, reduz a metemoglobina a hemoglobina. A




heterogenidade da NADH-metemoglobina redutase & bem documentada.
Foram relatadas inumeras formas alélicas., algumas delas com
atividade normal e outras com atividade diminuida (GOMNZIALEZ e
cols, 1978; BOARD & PIDCOCK, 1981:; SHIMIZU e cols, 1985).

A metemoglobinemia toxica ocorre quando varias drogas e
substancias tonicas oxidam a hemoglocbina diretamente na
circulac3o, ou facilitam a sua oxidaglo pelo oxigénioc molecular.
Muitos compostos industriais, domésticos e agentes terapéuticos,
encontrados na agua, no ar, no espinafre e em alimentos
preservados, s3o responsavels pela metemoglobinemia téxica, mesmo
em individuos normais. guando acima de determinadas gquantidades.
Alguns desses exemplos s3op as sulfonamidas. a lidocaina,
nitritos, nitratos e derivados do benzeno (NAOUM e cols, 1981:
MEDEIROS e cols, 1983).

A taxa de metemoglobina de equilibrio dinamico é
alcangada guando a velocidade de formagido de metemoglobina é

igual a4 velocidade de s=sua reducl3o mediante o sistema MNADH-

metemoglobina redutase ou mecanismos enzimaticos auxiliares. A

exposicdo aos produtos que aceleram a oxidagdo da oxiemoglobina
pode desequilibrar esse sistema guando a atividade da MNADH-
metemoglobina redutase passa a ser insuficiente para reduzir toda
a metemoglobina formada (LEHMANN & HUNTSMAN, 1974).

A metemoglobina toxica pode apresentar—-se de forma
cronica ou aguda. No primeiroc caso had um aumento estavel da
concentracdo de metemoglobina e o paciente tera uma cianose
assintomatica. A metemoglobinemia aguda, produzira sintomas de
anemia devido a incapacidade de transporte de oxigénio dessa
molécula., e pode estar associada a colapso vascular., coma e

morte, guando o nivel de metemoglobina exceder os &0 a 70X da
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hemoglobina total.

A metemoglobinemia pode também ser encontrada em
portadores de Hb instaveis., porém. nesses casos. a tendéncia de
formacdo de metaHb & uma caracteristica meramente transitéria ao
longo da rota de desnaturag3o da hemoglobina, permanecendo a
hem&lise como a principal express3o clinica dessas
hemoglobinopatias (LEHMANM & HUNTSMAM. 1974). A cianose & também
caracteristica das variantes de hemoglobina com reduzida
afinidade aoc oxigénio. Nestes casos. poréem., ela & devida a
grandes quantidades de hemoglobina na forma desoxigenada (sob
condigbies fisiocldgicas normais), e n3oc a ocorreéncia de

metemoglobinemia, CoOmD NOS CAasSOS acima.

5.4. HEMOGLOBINAS INSTAVEIS

As hemoglobinas instaveis formam um grupo de variantes
genéticas em que a csubstituigl3o ou a deleclo de um ou mais
aminoacidos afteta a conformagio da molécula e a sua estabilidade.
A avaliagldo da estabilidade €& realizada por testecs especificos de
desnaturac3o térmica & 509 C e gquimica por isopropanol & 379 C.
Ha um grande espectro de alteragbies da ecstabilidade onde algumas
hemoglobinas anormais s3o discretamente instaveis e ndo estio
associadas a sintomas clinicos, enguanto outras precipitam

rapidamente e d3o origem as anemias hemoliticas. A anemia num

portador de hemoglobina instavel podera ser grave., com diminuig3o

do nivel de hemoglobina e reticulocitose acentuada., ou podera ser
moderada com discreta diminuig3o da concentracgio de hemoglobina e

reticulocitose pouco acima dos limites normais. Alguns tipos de
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hemoglobinas instaveis se expressam com crises de hemdlise apbs a
administracdo de drogas oxidantes. enguanto outras podem ser
induzidas por processos infecciosos acompanhados de febre.

Mais de 100 hemoglobinas instaveis Jja foram
identificadas., e as alteragles gue lhes d3oc a caracteristica
instabilidade podem ocorrer em gualguer das cadeias de globina,
sendo contudo. a cadeia beta a mais freguentemente envolvida
({IHIC, 1989)c Isto se da provavelmente porque a heranga de um
unico mutante de cadeia alfa. num genoma gque contém guatro cépias
desse gene. produz estados subclinicos. 2 portanto de detecgio
menos provavel.

As alteracbes estruturais gue d3oc crigem as
propriedades inst&vels dessas hemoglobinas. ocorrem nagueles
locais que s3o de grande importancia na manutengdo da estrutura
helictide normal da cadeia polipeptidica, da estrutura
tetramérica. ou do firme contato globina—-heme. e qgue s3o:
posiglies 1internas da molécula {(substituig3o de residuos n3o-
polares por polares): segmentos helicbides criticos; subunidades
de contatoc (especialmente entre as cadeias alfal e betal): e
posiglies vizinhas aoc grupoc heme (LEHMANN & HUNTSMAN., 1974). Dessa
forma, essas mutaglBes podem introduzir uma carga para 0 interior
da globina, modificar as interacgles entre as subunidades e/ou d
istorcer a configuragdoc alfa—hélice da cadeia afetada. 0Ouando

gualguer decses mecanismos ocorre. a molécula de hemoglobina

desnatura e precipita como globina insoltvel. Esse precipitado.

freguentemente, liga—se aps grupamentos heme e proteinas
desnaturadas da membrana, sendo denominados corpos de Heinz. gue
alteram a permeabilidade pelo calcio, e diminuem a maleabilidade

celular. Essas células. no entanto. podem ser continuamente
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removidas pelo bago, © que pode dificultar sua deteccdo em

individuos n3o esplenectomizados (ZINKHAM & WINSLOW., 1989).

fi= hemoglobinas instaveis s3o raras. e apresentam um
carater de transmiss3do autosstmico dominante. Casos de homozigose
ndo foram ainda identificados. O estado patoldgico gue as
determinam faz com gue esses genes mutantes sejam mantidos sob
pressao seletiva negativa, permenacendo nas populagtes
principalmente pela ocorréncia de novas mutagtes. Portanto., n3o &
raro encontrar—se um paciente portador de Hb instavel. cujos pais
ndo apresentam a anormalidade (BEUTLER, 1983).

A instabilidade molecular &€ um fator proeminente de um
grande numero de hemoglobinas anormais gue tem a substituicio de
aminocacidos em pontos de contatos entre as subunidades.
especialmente aguelas gue envolvem os contatos entre as cadeias
alfa e beta. representados por alfali-betal. e que apresentam
ligages firmes entre si. (uando ocorrem mudangas estruturais gue
enfraguecem essas ligagbes., as subunidades podem se dissociar
mais rapidamente que o normal. As subunidades descombinadas s3o
relativamente instaveis e essas mudangas promovem a precipitacgdo
intracelular das cadeias anormais e de suas cadeias
complementares normais. Virtualmente todas as hemoglobinas
anormais que contém deleglbes de aminoacidos — falta de 1 a ©
residuos na seguéncia estrutural de uma cadeia - podem ser
caracterizadas por instabilidade molecular. com enfraguecimento
da estrutura interna de suas subunidades afetadas.

Um grupo adicional de hemoglobinas instaveis s3o
resultantes da substituig3o de algum aminoacido, na posigio
helicoide. pelo aminoacido prolina. A estrutura do anel de

prolina geralmente €& a causa principal do rompimento da

S a

cm 1 2 3 4 5 6 7 unesp“.l 12 13 14 15 16 17 18



conformacdo estrutural e da estabilidade da subunidade da
hemoglobina afetada. por exemplo: Hb Genova (beta 28 leucina -
prolina) e Hb Madrid (beta 11% alanina — prolina). Da mesma
forma. a substituic3o de um aminoacidc interno n23o—-polar por
outro polar pode desestabilizar a estrutura molecular. por
exemplo a Hb Viena (beta 130 tirosina - &cido aspartico)}.

ﬁ maioria das hemoglobinas instaveis guando se

precipita apresenta mudancas oxidativas que podem contribuir na

patogénese da doenga hemolitica gue freguentemente acompanha

estes tipos de hemoglobinas anormais. A& formac3o de hemocglobinas
intermediarias desnaturadas — os hemicromos — se deve a oxidacd3o
do ferro do grupo heme, gue se tornam cada vez menos solidveis em
estagios mais avangados até sofrer a precipitag3o (CARRELL,
19746 WHITE, 1376}

A doenga hemolitica gue estad associada a muitas dessas
hemoglobinas anormais. também parece ser resultante. em parte. da
agressdo sofrida pela membrana dos eritrécitos gue &€ mediada por
superoxido e outras formas de oxigénioc ativado gue s3o gerados
durante o processo de desnaturacsio oxidativa. Somam—se os fatores
extrinsecos. especialmente agueles devido ac envolvimento do
bago. gque podem contribuir para esses processos hemoliticos.

Outra caracteristica das hemoglobinas instaveis & a
presenca nos eritrédcitos de inclusbties de hemoglobinas
precipitadas, conhecidas por corpos de Heinz. Os corpos de Heinz
ndoc sdHo normalmente visualizados nos eritrocitos circulantes. a
menos gue o paciente tenha sido esplenectomizado. Entretanto. a
presenca de inclusles pode ser vizualizada apéds incubagi3o dos
eritrécitos com azul de crezil brilhante ou violeta de metila. A

formac3o de corpos de Heinz e a hemolise s3o fentomenas




oxidativos. Um fator comum da mutag3o gue causa a hemoglobina
instavel €& a alteragdo do meio interno do pacote do grupoc heme.
Esse fato promove trés conseguéncias gue s3o importantes para a
formagdo dos corpos de Heinz e causa da hemSlise: (1) propens3o
oxidativa aumentada da hemoglobina: (2) diminuig3o da afinidade
da globina pelos grupos heme., e tendéncia & metahemoglobinizac3o
desencadeando a formag3o de hemicromos. A extens3doc com gue cada
propriedade & modificada est& na dependéncia da especificidade da

mutacxo (MOHANDAS e cols. 1979).

5.5. HEMOGLOBINAS ANORMAIS COM ALTA AFINIDADE PELO

OXIGENIO

A maioria dos relatos sobre hemoglobinas anormais
alta afinidade pelo oxigénioc descreve a associagio entre
hemoglobina variante e eritrocitose. 0 primeiro tipo
descoberto através da analicse eletroforética gue mostrou
fragda anormal, posteriormente denominada Hb Chesapeake.
curva de eguilibrio de oxigénia era caracteristica de
hemoglobinas com alta afinidade pelo oxigénio. Atualmente s3o
conhecidas cerca de 90 tipos diferentes de hemoglobinas anormais
caracterizadas por modificagties estruturais de globinas alfa e
beta, gue apresentam alta afinidade pelo oxigénio {(ERSLEV, 1983).
Devido & mudanga da curva de equilibrioc do oxigénioc gue

ocorre nessas hemoglobinas anormais, o sangue das pessoas

afetadas apresenta falhas na distribuig3o de oxigénioc aos

tecidos. A hipoxia relativa que resulta dessa alteragido serve

como estimulo para a producg3o adicional de eritrécitos. causando
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a eritrocitose. As anormalidades estruturais da molecula de
hemoglobina responsaveils pelas suas alteracgbes funcionais
relativas & afinidade ao oxigénio sdHo classificadas em seis
tipos: (1) anormalidades gque envolvem o pacote do grupo heme, por
exemplo, Hb Zurich {beta &3 histidina—arginina);

anormalidades que afetam o efeito Bohr e ligag3c de pontes
salinas. por exemplo., Hb Hiroshima (beta 1446 histidina—acido
aspartico}; {Z) anormalidades gue afstam as ligagtes de 2,3DPG,
par exemplo, Hb Rahere (beta 82 lisina—-treonina)l: {4)
anormalidades gue afetam o eguilibrio oxi—desoxi das subunidades.
par exemplo, Hb Shepherd—-Buch (beta 74 glicina—&cido aspartico}:
{35) anormalidades que afetam o eguilibrio entre estruturas
quaternarias, por exemplo, Hb Chesapeake (alfa 92 arginina-—
leucinal}: {6) anormalidades gque causam o aumento da dissociagdo

-

de subunidades, por exemplo, Hb Hirose (beta 37 +triptofano—

serina) (LEHMANN & HUNTSMAN, 1974; HONIG & ADAMS III, 1986).

As hemoglobinas anormais com alta afinidade pelo
oxigénio s3do relativamente raras e os casos descritos dessas
variantes foram observados somente na forma heterozigota. A
eritrocitose observada na maioria dessas hemoglobinas se
caracteriza por uma elevacdo moderada da hemoglobina e dos
eritrbcitos., geralmente com valores entre 10 a 204 acima dos
padrties. Os portadores dessas hemoglobinopatias associadas &
eritrocitose apresentam uma tipica compleigo vermelha mas. com
poucas excegbies, eles s3o assintomaticos. Ocasionalmente
entretanto, h&d casos de eritrocitose elevadissima gue provocam
cefaléia, tonturas e dores no peito. gue podem ser resultantes da
hiperviscosidade do sangue. Em alguns casos esses sintomas foram

aliviados com sucesso atraves da flebotomia. Outras causas de




origem gen&tica podem ser expressas por eritrocitose familial., e
nessas condigBes podem ocorrer dificuldades para distingui-las
das hemoglobinas anormais com alta afinidade peloc oxig@nio.
Varias formas de eritrocitose familial se devem a um aumento da
producdo de eritropoitina. Nesses casos, a elevac3o dos niveis de
hemoglobina e eritrocitos & maior Que as observadas nos
portadores de hemoglobina anormal com alta afinidade ao oxigénio.
Além disso,nessas eritrocitoses familiais a curva de dissociaglo

de oxigenio & normal (VICHINSKY & LUBIN, 1980).

5.6. HEMOGLOBINAS ANORMAIS COM BAIXA AFINIDADE PELO

OXIGENIO

A press3ic de oxigé@nic nos capilares alveoclares dos
pulmbes €& suficientemente normal para oxigenar a hemoglobina dos
eritrocitos circulantes em mais de 95% de saturago. Entretanto.
se a afinidade peloc oxigénio do sangue estiver diminuida. a maior

fragdc da hemoglobina no sangue arterial poderéa permanecer na

forma desoxigenada. Algumas das hemoglobinas anormais tem se

mostrado com baixa afinidade ao oxigé@nio., suficientemente para
produzir esse tipo de mudanga, provocando nos portadores dessas
hemoglobinopatias descoloragc3c da pele e das membranas mucosas
que adquirem cor azulada. Uma dessas hemoglobinas anormais, a Hb
Kansas (beta 102 asparagina-treonina), apresenta curva de
equilibrio de oxig@nio marcadamente desviada para a direita e com
menos de 50% da hemoglobina oxigenada em nivel arterial. A baixa
saturaclo de oxigénio da Hb Kansas & equilibrada, entretanto., por
um consideravel aumento da efici@ncia na distribuig3o do oxigénio

aos tecidos. Consequentemente, pessoas com Hb Kansas, ou com




outra hemoglobina com baixa afinidade ao oxigénio. s3o capazes de
transportar eficientemente o oxigeénio (LEHMANN & HUNTSMAN., 1974).

Algumas hemoglobinas variantes gue apresentam baiua

afinidade ao oxig@nio podem ser instaveis. Porém, a maioria

dessas wvariantes n3o causa cianose. As anormalidades estruturais
dessas variantes incluem mudancas nos residuos de aminoacidos do
pacote do grupc heme, do efeito Bohr., do eguilibrio oxi-—desoxi e
também do equilibrio da estrutura guaternaria (HOMIG & ADAMS 111,

19848) .

&. PREVENCAO DE HEMOGLOBINOPATIAS

Estudos preventivos de hemoglobinopatias tém sido
realizados nos paises onde sua incidéncia alcangca freguéncias
marcantes para a saude publica como. Italia. Grécia, Chipre e
Tailandia entre outros. cada gual enfocando da melhor maneira a
sua populacdo e o tipo de hemoglobinopatia gue a acomete (W.H.O..
1989).

A organizagfo de um programa preventivo reguer suporte
de orgdos oficiais de saiude. treinamento de pessoal capacitado
para diagnbtstico, aconselhamento genético e clinico dos pacientes
e casais de risco. 0s suportes clinicos e de puericultura s3o
importante para o bom andamento de programas de screening e
prevengdo (FESSAS5. 1987: CAC e cols., 1991).

A linguagem utilizada na comunicacg2o dos resultados e
aconselhamento genetico ¢é de fundamental importa&ncia. n3o cse
esquecendo gue a opinido da pessoa que recebe a informaclo &
fundamental para a eficacia de tais programas. Geralmente.

programas preventivos utilizados principalmente na Italis,
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incluem educagdo em nivel populacional, familial e profissional.
aconselhamento genético dos portadores e casais de risco e
acompanhamento clinico adeguado a cada caso.

0 estudo das hemoglobinopatias no Brasil vem sendo
realizado desde a década de 40 dando énfase sobretudo & variante
S. NMNo entanto. outras variantes. talassemias e associagbes. tem
sido encontradas. sendo as mais prevalentes a Hb § e as
talassemias (NAOUM, 1987).

A utilizag3o da tecnologia de DNA recombinante.
permitindo o©o diagnédstico precoce destas patologias, o estudo
populacional, o aconselhamento genético e educacional e a
informagdo de suas implicacles, s3o importantissimos para a
prevencdo do nascimentos de novos homozigotos. FPortanto. o ponto
principal de uma campanha preventiva para hemoglobinopatias &
evitar o nascimento de criancas com a forma grave da doenca,
atraves da identificac3o = orientagio de portadores
assintomaticos (BIANCO e cols., 1986).

Segundo WVULLO e cols, 1992, os motivos pelos guais
programa preventivo de hemoglobinopatias & necessario. s3o de
ordem social e econ®mica. De ordem social porgue uma doencga
genética gue ndo tem cura. & inaceitavel pela grande maioria de
casais de risco., e de ordem econ®mica porgque o programa de
terapia de homozigotos, reguer recursos relevantes para ser
realizado. 0 programa de prevengidoco €& a forma adotada em
diferentes centros médicos. especialmente na Grécia. Chipre e
Italia, para reduzir ou eliminar o nascimento de criangas
homozigotas. "Screening" de massa s3o realizados com este intuito

e devem atingir o objetivo de forma compacta. Deve—-se usar uma

linguagem abrangente & gue ndo deixe davidas aos seus portadores
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guanto & heranga do gene alterado gue possuem, além de se
considerar os riscos de se casarem com também portadores. No
entanto, ecste & um processo longo e complexo e com muitas fases.
inicia—se na adolescéncia e pode terminar na idade reprodutiva.

0 programa preventivo na It&lia para talassemia beta,
adotado pelo Centro de Microcitemia de Roma. além de variocs
outros Centros especializados em diferentes regities. consiste dos
seguintes pontos:

1. Distribuig3o de informaglo para populagio em idade pré—
reprodutiva. iniciando com adolescentes de escolas secundarias,
os guais absorvem melhor as informaghes: distribuiclo de
panfletos para casals gue est3o =se casando, para grupos de casals
e de jovens, em bairros & em orgdos de saude.

2. Screening de massa em duas populag8ies principais:

a. anualmente, em estudantes da rede oficial., na escola
secundarias

b. continuamente. em pessoas gue procuram o centro  de
atendimento por iniciativa propria.

Aconselhamento genético para todos o0s portadores de
talassemia solteiros ou casados.

Un outro meio de screening com grande relevancia &
aquele realizado com base em diagntstico pré—-natal e neonatal,
diagnosticando os possiveilis portadores e orientando o tratamento

para cada caso, minimizando. assim, 0Os graves problemas psico-

sociais e financeiros da doenca (ROWLEY e cols, 1991a; ROWLEY e

cols, 1991b:; LOADRE e cols, 1991).
A talassemia, em sua grande maioria. & transmitida
como um fator autosstGmico recessivo. Somente metodologias

sensiveis e especificas para o reconhecimento dos heterozigotos




permitem a sua identificag3o. No entanto. desde 1974 &€ possivel
realizar, na Italia, o diagnostico pré—-natal com base em
tecnologia avangada, reduzindo—-se dessa maneira, o numero de
nascimento de homozigotos para talassemia beta, através de aborto
seletivo (VULLO e cols, 1992). Os autores argumentam inclusive
que, o custo da prevencido & bem inferior ao do tratamento de um

st doente por ano.

6.1.- ESTRATEGIAS PARA UM PLANO DE PREVENCAO DE

HEMOGLOBINOPATIAS

Os pontos fundamentais do programa s3o:
Educac3do sanitaria da populagdo
Screening e reconhecimento de heterozigotos
Aconselhamento genético

Diagnbstico pre—natal e aborto seletivo

Educag®o sanitaria:

E o primeiro passo, & fundamental, para a prevengdo de
qualquer doenga, pois se a populacgi3o n3oc conhece o risco de ser
portadora, como podera agir para evitar a doenga? Com relag3ioc as
hemoglobinopatias, €& importante gque a populagio conhega esse novo
problema. de origem genética, e gue pode afetar familias
inteiras.

A educacioc sanitaria atua melhor na faixza etaria pré-—
reprodutiva {escolares e adolescentes., gue est3c preoccupados com

seu futuro e aceitam melhor as informagies). Consiste na

divulgacgdo de material educativo, escritoc e ilustrado. em

linguagem de facil entendimento, enfocando a eticlogia e




aspéctos clinicos da doenga. E importante gue profissionais da
satide recebam as informagties sobre tratamento e genética das
hemogolobinopatias, com o intuito de melhor orientar as pessoas
que DS procuram com tais problemas. Geralmente esses
profissionais =30 médicos. enfermeiros =2 assistentes sociais. A
orientac3o com relacg3o a possibilidade de diagnéstico pré natal
deve cser sempre lembrada (BIANCO e cols,., 19863 VULLO e cols,
1990). E necescsario controlar periodicamente a eficiéncia do
programa Jjunto a populag3o. visando melhorias, atualizac3o de
informaclies e modificagles guando necessario. A divulgag3o das
informacies & nivel populacional deve ser realizada atraves de
jornais, televis3o, cursos e panfletos educacionais.

0 programa de prevengdo deve enfocar principalmente a
populag3o em idade preé reprodutiva e reprodutiva. gue podem ser
atingidas através de programas educativos no préoprioco curriculo
escolar, ou atraves de programas realizados em Ta&abricas.

ambulatbrios de satde e outros centros com a distribuiglo de

folhetos explicativos (VULLO e cols, 1992).

Screening e reconhecimento de heterozigotos
A identificacgdo do heterozigoto & o segundo passo
indispensavel & prevencdo de hemoglobinopatias e €& realizado
principalmente por meio de screening. Fara tanto, & fundamental

que =se escolha o melhor periodo para gue © screening seja

executado. Silvestroni e Bianco, iniciaram o estudo na Italia,

com estudantes da escola secundaria. possibilitando ao individuo
receber informagles acerca da doenga. evitando o estresse
psicolbogico da identificagdo de uma gravidez de risco. Jja em

curso. pu da possibilidade de que 1sto opcorra em casais




heterozigotos em fase pré marital (BIANCO e cols, 1986). No
entanto. %Yullo e cols, 1992, acreditam que o screening realizado
necssa idade., resulta em um atrasoc na resposta a eficacia do
programa, pois apos obtida a informagdo. transcorrerdoc alguns
anos até gue os individuos possam usufruir do programa educativo,
e sustentam a hipdtese de gue a melhor idade para a realizaclo
dos primeiros passos do programa preventivo. {(educagio sanitaria
e screening do protador heterozigoto), seia na populacio em idade
reprodutiva.

Segundo Bianco e cols, 1986, para o casal de risco. ao
identificar—se pelo diagnostico pré—natal, uma gravidez de
crianca afetada., &€ necescario um certo tempo para gue aceitem a
idéia de um possivel aborto sendo importante. gue tais casais
recebam a informaglo do risco de gerarem uma crianga afetada,.
antes de decidirem pela sua concepgldo ou ndo.

0 screening de heteroczigotos deve levar em considerac3o
a freguéncia de hemoglobinopatias na populagio, além da
tecnologia mais adeguada para seu diagnostico. Com relagioc as
técnicas utilizadas. €& importante gue se tenha a contagem de
globulos, com determinag3o dos indices hematimétricos (HCM e
VCH}), além de testes especificos como a resisténcia osmética.,

analise da morfologia eritrocitaria, eletroforese de

hemoglobinas., dosagens de Hb A e Hb Fetal e eletroforese em pH

acido, sendo gue essas técnicas seguem um  critéric para a
identificacdo dos heterozigotos conforme ilustra o guadro 1.

A probabilidade de erro diagnéstico, principalmente
para talassemia beta heterozigota, deve—-se ao fato de gque existem
na populagdo, heterozigotos com valores hematolégicos atipicos,

por exemplo: a) heterozigotos com valores de VCM e HCM normais,
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podem ser portadores de talassemia alfa/beta. e seu correto
diagniostico pode ser dado por sintese de globina 2 estudo de DA

(VULLO e cols, 1990); b) talas=sémicos beta heterozigotos com Hb

A> normal, devido a mutagbes nos genes beta e delta: «c)

portadores de talassemia s=ilenciosa. Nesses casos € necessario o
emprego de técnicas mais sofisticadas para o correto diagnéstico,
e o reconhecimento do estado heterozigoto para o aconselhamento
genético.

Os inconvenientes dos screenings populacionais
compreendem, discriminagc3o social para certos servigos, o gue
ocorre principalmente nos Estados Unidos., para os portadores de
Hb &S. somamdo—se a isso. 0 estado de anglistia dos pais antes de
receber os resultados e menor possibilidade de matriménio. O
estado de angistia ao receber o resultado e menor possibilidade
de matrimdnioco estd3o hoje diminuidos devido a uma melhoria no
nivel stcio—cultural da populagio e pela aglo do aconselhamento
genetico. Portanto., & importante que os resultados sejam
divulgados por pessocas experientes, ou da area de saude, para gues
nio seja comprometida a estrutura do programa preventivo (VULLO e

cols, 1992).




QUADRO

1. Diagrama para a identificac3o de heterozigotos.

Modificado de YULLO e cols, 1992.

ACAO

ESPECIFICA

DOSAGEM

DE Hb FETAL DE Hb FETAL

u%m
ESPECFICA

r INDIVIDUO

VCM - HCM

Wb
€ VARIANTES '{ELETROFORESEJ‘ —> | DOSAGEM DE
Hb A2

AUMENTO __

NORMAL —> NERa A

| ESPECKFICA

MICROCITOSE
Wb A
e 2 Hb A2

SUSPEMA DE NORMAL OU e
€ JALASSEMA € ELEVADO ¢ l AUMETADA

—{ FERRO SERIO ] TALASSEMIA
BETA

|

COMPLEMENTACAD
DIAGNGSTICA

|

ESTUDO
FAMILIAR

FERROPENA €— DIMINUIDO €—

AVA
AVAVAY

4 5 6 7 unespm.l 12 13 14 15 A& LY




Aconselhamento genético

Es o terceiro passc indispensavel para um programa de
prevencio. Consiste na comunicac3o ao portador de uma doenca
hereditaria, das caracteristicas de sua doenga. do inconveniente
de ser portador. ou no caso, doente; da possibilidade de terapia:
do modo de transmiss8o e do risco do nascimento de filhos
portadores ou doentes. A informagdo deve ser realizada por
especialista ou geneticista e conter material informativo
especifico.

Alguns fatores devem ser considerados para um correto
aconselhamento, notadamente no gue se refere & pessoa qgue 1ira
fornecer a informag3o. Esse profissional devera ter conhecimento
profundo das caracteristicas da doenga (gravidade., decursoc., e
possibilidade de terapia}, modo de transmiss3o e probabilidade de

nascimento de afetados. 0 aconselhamentoc genético pode ser

direto, em consulta ao geneticista, ou indireto. por meioc de

folhetos explicativos e 1i1lustrados gque contenham todas as
informaclies necessarias ao paciente. No caso de diagnostico pré-—
natal, & importante gue o aspécto ¢ético-religiocso n23o seja
esquecido, J& qgue o aborto seletivo &€ uma opgio disponivel aos
casais heterozigotos, em paises onde a legislagio assim o peErmita

(VULLO e cols, 1992).

Diagntstico pré—natal
Fermite aos casals gue ndo renunciaram a atividade
reprodutiva, tentarem a gravidez de uma crianga normal. ou
portadora, ja& que o aborto seletivo s6 & sugerido em criangas
doentes. A técnica wutiliza analise de DNA da vilosidade

coritnica. permitindo a identificagd3o das mutaghes através da
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amplificag3do génica pelo PCR (ROWLEY e cols, 1991 a, b.: LOADER e
cols, 1991).

0 diagntstico pré—natal n3oc favorece o aborto seletivo.
como pode parecer a primeira vista; ao contrario, incentiva a
continuidade de gestagtes em 757 dos casos testados. ja que o
modo de heranca das hemoglobinopatias & autossOmica recessiva e a
probabilidade de fecundac3o de doentes & de 25%.

Segundo a experiéncia de programas de prevenglo na
Italia, apos a estimativa prévia do numero de portadores. o
proximo passo € a escolha da populag3o a ser analisada. e neste
casoc opta—-se por screening na populagl3io escolar e n3o escolar
divididos da seguinte forma:

"Screening" escolar — composto por:

— Atividade de divulgagio : consiste de uma breve informagio
sobre hemoglobinopatias, fornecida por médicos do Centro de
Atendimento., ou por professores das escolas previamente
treinados. através de texto escrito e ilustrado, enfocando
principalmente a existéncia de condigles bem distintas como o
portador s3o e o doente:; um mecanismo ilustrativo simples sobre a
forma de transmiss3o e seu mecanismo hereditario de origem da
doenga, ressaltando o perigo do nascimento de um filho doente no

caso de matrimOnioc de dois heterozigotos. E solicitado aos pais

autorizac3o para gue seus filhos realizem os exames. Durante todo

o periodo do screening., ficam expostos no mural da escola,
folhetos ilustrativos com os aspéctos principais das
hemoglobinopatias.

— Coleta das amostras de sangue : geralmente & coletado pela
manh3, 2 ml de =sangue venoso daguelas criangcas gue foram

autorizadas pelos pais. no ambulatdério da escola.




posteriormente transferidas ao Centro para as analises.
Diagnédstico: 12 fase — realizada em todas as amostras.
Consiste na resisténcia globular osmética e analise da morfologia
eritrocité&ria. A presenca de alteraci3o nestezs testes identifica
99.3% dos beta talassémicos e boa parte dos portadores de outras
hemoglobinopatias.
28 Fase — Indices hematimétricos e eletroforece
de hemoglobinas. Realizados em todos os casos positivos da
primeira fase e permite a verificacdo dos talassémicos e de

putras variantes e suas possiveis confirmagBes com guantificagso

de Hb A- e Hb Fetal.

38 fase — estudo familial, sintese de globina e
dosagem de ferro. Realizado em casos onde n3o foi possivel o
diagnostico pelas técnicas anteriores, afastando a ferropenia e
possiveis portadores de talassemia alfa.

— Comunicac3o do resultado: direcionado a familia de todos
os estudantes analisados. e geralmente feito atraveés de
informacdo impressa tanto nos casos positivos gquanto negativos, e
distribuidas pela escola. Os pais s3o convocados a comparecerem
ac Centro para maiores esclarecimentos e realizaclo de exames em
todos os membros da familis.

Aconselhamento genético: com o resultado definitivo. a
familia recebe orientac3o a respeito da forma de hemoglcocbinopatia
herdada, o modo de prevengdo e possibilidade de nascimento de
filhos doentes para casais de risco. Para adolescentes a
informac3do diz respeito a importancia da realizagso de testes
especificos em seu futuro parceirc para saber se € ou nd3o

portador de alguma forma de hemoglobinopatia.




Screening em n3do escolares — £E realizado em pesscas Qque
procuram o Centro para serem examinadas. ] =ervicgo de
aconselhnamento genético fornece informagBes adequadas a propria
condigdo diagnosticada e assisténcia familiar.

Além do aspecto informativo e educacional do programa

preventivo, este fornece dados da frequ@éncia relativa e absoluta

de heterozigotos e da incidéncia e estimativa de nascimentos de

homozigotos.




II. OBRJETIVOS

a presente trabalho intitulado “"Frevencdo das

hemoglobinopatias no Brasil, diversidade genética e metodologia

laboratorial" tem o objetivo de proporcionar aos profissionais da
area de saude, ecspecialmente hematologistas, analistas e
patologistas clinicos. bem como agueles das ciéncias bioldgicas,
notadamente os geneticistas humanos. uma sequéncia de atividades
laboratoriais = =pciailcs direcionadas a Drevencso de
hemoglobinopatias em nossa populacdo, composta por:

—estudantes

—doadores de sangue

—recem—nascidos

—criancas cadastradas em centros e postos de saude

—criangas de creches

—operarios

—familias em campanhas de wvacinacdo

—pacientes com suspeita de serem portadores de
hemoglobinopatias, encaminhados por médicos 2 laboratédrios.

Em vista desse objetivo propomos também:

1= A determinacio da amostra em gque o processo de prevengdo
foi mais eficiente:

2. 0O conhecimento do polimorfismo genético de hemoglobinas
obtido no estudo das populagles acima discriminadas., utilizando
metodologia compativel com sua aplicac¥o em laboratérios de
pesguisa e rotinas

S a8 caracterizagdo da diversidade de polimorfismos
geneticos de hemoglobinas de acordo com suas procedéncias

regionals e racials:




4. 0 conhecimento do potencial dos programas de prevencio
como meio de fornecimento de material para estudos genéticos e

moleculares:

5. A avaliag¥o dos programas preventivos com relaglo & sua

abrangé&ncia, formas de divulgag3o e aconselhamento.

AVA
AVAVE
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III. MATERIAL E METODOS

8] material utilizado para atingir os objetivos
propostos nesse trabalho refere-se a3 analisezs de s=angue de
pesscas de diferentes proveniéncias e distribuidas em diferentes
populaglies estudadas. a saber: estudantes. doadores de sangue,
recém—nascidos., usuarios de centros de saude. creches. operarios.
alem de pacientes encaminhados por médicos e laboratérios ao
Centro de Refer&ncia de Hemoglobinas.

A=s amostras foram coletadas por punc3o digital nos
programas de prevencdo em escolares e por pungioc venosa nos Casos
restantes, usando em ambas heparina como anticoagulante, e o©os
possiveis portadores foram chamados ao laboratéric para nova
coleta. com a finalidade de serem realizados testes
confirmatorios.

Todas as amostras foram testadas para triagem e
confirmaclo diagnésticas de hemoglobinopatias. Os metodos
utilizados para a triagem foram os seguintes: resi
osmbtica em solugdo de cloreto de s6dio a 0.36%. eletroforese em
pH alcalino (em agar—amido e em acetato de celulose) e anialise da
morfologia eritrocitaria. FPara confirmacglio diagnoéstica utilizamos

tecnicas de pesquisa de corpos de HbH intraeritrociarios,

eletroforese em pH acido, dosagens de hemoglobinas A, fetal e

metemoglobina, pesqguisa de corpos de Heinz, teste de precipitacao
de hemoglobinas instaveis, eletroforese de cadeias polipetidicas.,
focalizaglo isoelétrica e "fingerprint®”.

A divulgagd3o antecipada da coleta foi efetuada através de
folhetos sobre o programa e educac3o a profissionais das &reas de

saude por meio de curcscs e palestras.




8] aconselhamento genético foi realizado em reunifies

especificas para cada uma das familias qgue atenderam aos

convites. Além disso, muitos pais e familiares de portadores se
dirigiram ao Centro de Referéncia de Hemoglobinas para obter
informagties e esclarecimentos a respeito das alteraghbes

heredité&rias diagnosticadas nos diversos programas.

DETALHAMENTO TECNICO

Devido a expectativa de gue muitos servigos poderdoc se
utilizar desses métodos para realizarem com seguranga o
diagnétstico laboratorial das hemoglobinopatias, apresentamos

agueles gue foram caracterizados pela sua eficiéncia técnica.

TESTES SELETIVOS:

RESISTENCIA GLOBULAR OSMOTICA EM CLORETO DE SODIO A

0,36% (Silvestroni & Bianco, 1975)

Principio:

técnica utilizada para detectar talassemia beta
principalmente na forma heterozigota, pois nesses c©casos 0OsS
eritrocitos microciticos s3oc mais resistentes a hemélise em
solugdc de cloreto de s6dio a 0,36%. A resist@éncia globular n3o
& especifica para talassemia beta heterozigota, j& gque resultados
positivos =30 encontrados também em anemias carenciails e outras
hemoglobinopatias, como os heterozigotos para hemoglobina C.
Cerca de 974 dos portadores de talassemia beta heterozigota

apresentam positividade para esse teste.
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Reagentes:

Soluc3o trabalho

MNab L gt O e e e e s A e e e S0 L

Agua destilada g.s.p 1000ml

Procedimento

Em tubo de hemtlise colocar 1.5 ml de =soclugi3o de NaCl a
0,36 e 10 microlitros de sangue total. Agitar por invers3o,
suavemente e aguardar 10 minutos para leitura.

Interpretagao

Colocar o tubo de hemdlise com a amostra na soclug3o de
NaCl a 0.,36% a 2,0 cm de uma folha branca com linhas negras. A
resisténcia aumentada a hemolise do eritrocito torna a amostra
opaca e ndo visualiza-se as linhas negras. Em amostras com
resisténcia normal & hemblise visualiza-se facilmente as linhas
atraveés da solug3o. Submeter as amostras com resisténcia

aumentada a exames posteriores para o diagnéstico da talassemia

beta hetero=zigota.
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ANALISE A FRESCO, DA MORFOLOGIA ERITROCITARIA

Em esfregaco sanguineo a fresco analisa-se o tamanho., a
forma e a coloraglo dos eritrécitos. Os individuos portadores de
talassemia beta heterozigota apresentam moderada
anisopoiquilocitose com prevaléncia de microcitose e hipocromia
facilmente visualizadas ao microscopio optico.

Os resultados devem ser divulgados da seguinte maneira:

alteracties discretas: it)
alteraglies moderadas: {E+)
alteraglies acentuadas: (+++)

celulas normais: (—)

ELETROFORESE EM PH ALCALINO (Marengo & Rowe, 19635)

Principio:

E uma técnica utilizada para qualificagsio =
guantificacdo de hemoglobinas normais e anormais. As diferentes
mobilidades eletroforéticas das hemoglobinas anormais s3o

originadas por alteracdo de carga elétrica. causada por

substituicles de amino&cidos de diferentes pontos isocelétricos,

nas cadeias formadoras das moléculas. As hemoglobinas anormais
gue se originam de mutagl¥es onde n¥3o ocorre mudanga de carga
elétrica., migram na posigdo de hemoglobina A. Nestes casos para a
caracterizag3do dessas hemoglobinas, usam—se outros processos
eletroforéticos. Utilizamos a eletroforese em pH alcalino em e

acetato de celulose e agar—amido.
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EM ACETATO DE CELULOSE (Marengo & Rowe,19&5)
Reagentes:

Tamp3o TRIS-EDTA-BORATO., pH 8.5

Tris hidroximetil aminometano

Acido etilenodiaminotetracético

ACido I BOGI  CO S i tls tiaa st alals atalara sl a/lole atalslol olaal e sl=ter 5 20

Agua destilada g.s.p 1000ml

Corantes:

Negro de amido

Negro de amido 10RB

Alcool metilico

Acido acetico glacial....cceecanecanannsaensnns 5.0ml

Agua destilada 45.0ml

Ponceau

Fonceau S

Acido tricloroacéticD ..ccvcececccsncsncsnannnna 9,00

Agua destilada g.=s.p 100ml

Solugcdo descorante de acido acético

Acido acéetico glacial.. 100ml

Metanol

Agua destilada g.=s.p 1000ml

Procedimento:

Embeber as fitas de acetato de celulose por 15 minutos
no minimo e no maximo por & horas, em tamp3o TER pH 8,5.

— Secar as fitas entre duas folhas de papel absorvente

e colocd-las na cuba de eletroforese., conectando—as com 0Os

compartimentos eletroliticos através de tiras de papel mata—

borrio.




— Aplicar as amostras de hemoglobinas a 1.0 om da

extremidade da fita gue est& em contato com o p&lo negativo.

FPassar 300 volts por 40 minutos.

Analisar as Tfragles sem coloragdo e posteriormente
corar com MNegro de amido ou Ponceau. embebendo as fitas em um dos
corantes por 15 minutos. e posteriormente em solugioc descorante

por 30 minutos. com agitac3do da vasilha.

EM AGAR-AMIDO (Naoum. 1979)

Reagentes:

Preparagdo do gel

Colocar a mistura de &gar e amido en erlenmeyer de 240
ml e adicionar o Tamp3do diluido 4:40 em &gua destilada:; aguecer
em bico de Bunsen atée total dissolugf3io:; Distribuir o gel em placa
acrilica.

Preparag3o da cuba

Colocar em cada compartimento eletrolitico 200ml de

tampdo borato pH 8.6 — sclucglo trabalho.

TAMFAO BORATO pH 8.6 — Soluc3o estogue

fAcido Bérico




Aqua destilada (.S cD«<-inee ool e 2000ml

SOLUcAO TRAEBALHO

Fampan BOratD. . . ol siaste s aleisinie s olsia aie a2 Ml

Agua destilada g.s.p 1000m1l

Colocar a placa com as amostras aplicadas préximas ao
polo negativo, na cuba com o tamp3o e conectar com papel de
filtro Whatman 1lmm ou similr; Passar 300 Volts por 45 minutos.

Interpretacgdo:

Consul tar mapa de disposigdo de hemoglobinas

eletroforese alcalina (Figura 12).

TECNICAS ESPECIFICAS

ELETROFORESE QUANTITATIVA EM ACETATO DE CELULOSE, pH
8,5 (Dosagem de hemoglobina A2) —(Método de Marenco &

Rowe, 19635)

Principio:

0 aumento de hemoglobina AZ na grande maioria dos casos
est& associado as talassemias beta heterozigotas. Forem em
algumas condigties patoldgicas. muitas de origem adguiridas. oS
niveis dessa hemoglobina est3o acima dos normais.

Reagentes:

S3o os mesmos utilizados na eletroforese em acetato de

celulose pH 8,5 para analise qualitativa de hemoglobinas.

Procedimento:
— Aplicar 20 microlitros de soclug3ioco de hemcglobinas
com concentracdo entre 8 e 12 g%, em fitas de acetatc de celulose

com 5,7 cm de largura.
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— Passar 300 volts por 40 minutos.

— Apbds a separacgdo das fragbes de hemoglobina A2 e A,
recorta—las com tesoura e elui-las em tubos de ensaioc contendo 3
ml de &gua destilada para hemoglobina AZ, =2 1% ml de &agua
destilada para hemoglobina A.

— Deixar eluir de duas a seis horas. com agitacgdo
periddica.

— Ler az densidades 6pticas (D.0O.) em 415 nm. usando
agua destilada como branco.

Calculo:

D.0O. HbAZ X 100

D.0. Hb A2 + (D.0O. HbA = 3)

ELETROFORESE DE DIFERENCIACRO EM AGAR-FOSFATO, pH 6,2

(Metodo de Vella, 19&8).

Principio:

-~y

A eletroforese em gel de &agar—fosfato pH &.2 &

especifica para diferenciar alguns tipos de hemoglobinas mais

lentas que a hemoglobina A, como por exemplo: Hb S8 e Hb D; Hb C e
Hb = gue em eletroforese alcalina. migram em posiches
semelhantes, dificultando a caracterizagdo. For este método, as
hemoglobinas S e C se separam da hemoglobina A, enguanto as
hemoglobinas D e E migram na mesma posig¢lo da hemoglobina A. Esse
método permite também a caracterizag3o semi—guantitativa de

hemoglobina fetal.
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Reagentes:
Tamp3o Fosfato pH 6.2

Para uso nos compartimentos eletroliticos & confecg3o

WET p B S S s A oie s O SO O e na o T e oD B bE a0 o0 00580 2,02g

NaH2FP04 .H20

Agua destilada g.s.p

Gel de Agar-Fosfato

fAgar {(Difco)

Tampio foOSTato pHi 6, 2. ciciniciaiain o siataiaiain aisje s minin)e e 2OML

Procedimento:

— Em um erlenmever de 250 ml aguecer os componentes do
gel de &gar—-fosfato até completa dissolucdo.

— Pipetar 3.5 ml do gel em laminas de microscdopio.
Deivxar gelificar a temperatura ambiente.

Aplicar as amostras préximoc & porgdo média da

Fara conexdo do gel com os compartimentos

eletroliticos usar folha dupla de papel de filtro.

— Passar 100 volts por 20 minutos.

— Analisar inicialmente sem corar.

— Para melhor interpretag3oc das fragles corar
Fonceau ou Negro de Amido.

Interpretacio:

Consultar o© mapa de diferenciaco das disposigbes

hemoglobinas em eletroforese &cida (Figura 13).
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DOSAGEM DE HEMOGLOBINA FETAL (Método de Betke e

col.195%)

Principio:

A hemoglobina Fetal & alcali-resistente, enguantoc gue
as hemoglobinas A. A2 e os tipos anormais cs3o facilmente
desnaturaveis por soluglies alcalinas.

Esse metodo & sensivel para detectar peguenas
guantidades de hemoglobina Fetal. Concentraglies acima de 1%
refletem aumento de hemoglobina Fetal. Em sangue de cord3o
umbilical a guantidade da hemoglobina Fetal & aproximadamente 70

a 0%Z. Em individuos com talassemia beta homozigota a taxa decsta

hemoglobina oscila entre &0 a 98%: na interago talassemia

beta/HtE S. o wvalor varia entre 0.5 a 21.2%. Na talassemia EBeta
heterozigota. a hemoglobina Fetal pode estar normal ou
discretamente aumentada.

Reagentes:

Solugldo de ferricianeto de potassio (Drabkin)

Ferricianteo de potassio

Cianeto de potassio

figua destilada g.s.p

Solugdo de hidr6xido de sédio 1,2N

Hidroxido de sédio

Agua destilada g.s.p

Solugdo saturada de sulfato de amOGnio

Sulfatoc de AmbBnio

Agua destilada g.s.p
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Procedimento:

— Diluir ©O.56 ml da solugi3o de hemoglobina em tubo

contendo 10 ml da soluc3do de Drabkin. Homogenizar por inversso.

| ~4

- Colocar 5,6 ml da solug3o de hemoglobina diluida em
um tubo rotulado "Hb F". Adicionar ©.4 ml da solugi3c de
hidroxido de s6dio 1,2N e acionar o crongmetrao. Agitar
cuidadosamente por 10 segundos.

— Ao final de 2 minutos exatos., adicionar 4 ml
solucdoc saturada de sulfato de amnic. Homogenizar por inversao
e deixar em repouso por S a2 10 minutos. Nno maximo.

— Filtrar o contetido do tubo "Hb F" em duplo papel de
filtro:

- Preparar a solug3o padr3oc, colocando em um tubo de
ensaio de 1.4 ml da soclugio de hemoglobina diluida, ©0.6 ml de
agua destilada e 2 ml da solug3o saturada de sulfato de amonio.
Transferir 1 ml desta soclugio para outro tubo e jJuntar 2 ml de
solugdo de Drabkin. A solugc3o de hemoglobina total e 10 vezes
mais diluida gue a solugi3o de hemoglobina alcali-resistente.

- Ler a densidade o©ptica dos tubos padréo e "Hb F"
em 340 nm., usando solucdo de Drabkin como branco.

Calculo:

4 de Hb F

Interpretacfo:

Adultos normais apresentam valores entre 0.0 e 2,04 de

hemoglobina fetal.
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PESQUISA DE CORPOS DE HEINZ E AGREGADOS DE HEMOGLOBINA
H (Método de Papavannopoulos & Stamatavannopoulous,

1974)

Principio:

Os corpos de inclus2o de hemoglobina H s3o formados por
cadeias Beta. oriundas da desnaturagio do tetramero. ApoGs
coloracdo esses corpusculos apresentam—ce dispostos
homogeneamente no interior dos eritrécitos, como pequenos pontos
azulados.

Reagentes:

Solug3o salina

Cloreto de sbdio

Agua destilada g.s.p

Solugdo citrato

Citrato de soédio

Agua destilada g.s.p

Solugdo de azul cresil brilhante

Azul cresil brilhante

Solugdo salina

Solucidotcitratol o Ol ot oot L AT I L IS TN s 25ml

Procedimento:

— Colocar 50 microlitros de sangue total em tubo de
ensaioc pequeno e adicionar S0 microlitros de solug3o de azul
crezil brilhante. Agitar o tubo suavemente.

— Incubar o material a 37°C por 30 minutos.

— Fazer esfregagos finos e examinar ao microscopio em

objetiva de imersdo.




Interpretaci3o:

A presenga de hemoglobina H nos eritrécitos aparece

como fina granulacdo distribuida homogeneamente.

TESTES DE PRECIPITAgcAO PARA HEMOGLOBINAS INSTAVEIS

Principio:

As cadeias da hemoglobina (e o tretameroc) =30
estruturas altamente ecstaveis e dependem da forga coletiva de
guatro fatores:

1.) um grande contedtdo helicdide gque constitui 754 da
estrutura de cada cadeia polipetidicas

2o} o firme ligamento entre o grupoc heme e
polipetideo (globina):

3Z.) a localizagdo interna de aminoacidos ndo—polares e
hidroftbicos. gue mantém o "pacote"” de proteg3io ao grupo heme:

4.1} os contatos alfal betal gue estabilizam
integracdo entre as cadeias alfa s beta.

& diminuig3o da estabilidade da hemoglobina pode ser
resultante da alterag3oc de gualguer um dos quatro fatores,
geralmente sensiveis guando expostos ao calor. Em um tamp3o

apropriado. a hemoglobina normal dificilmente se precipita guando

submetida & determinada temperatura (50°9C a &09C), por certo

tempo de exposicio: sob az= mesmas condigBes as hemoglobinas
instaveis se desnaturam. Foram utilizados dois testes especificos
para detectar hemoglobinas instaveis: a) desnaturagdo aoc calor., e

b) precipitacido por isopropancl.
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TESTE DE DESNATURACAO PELO CALOR {(Dacie & Lewi=s,198%5)

Reagentes:

Solugcdo de fosfato monobasico de so6dio 0,1 M

NaHZP0O4 .H20

Agua destilada g.s.p,

Soluc3do de hidrogeno—fosfato de di—-s6dioc 0.1 M

NaZHP0O4 (anidro)

Agua destilada g.s.p

Solucdo tamp3o fosfato pH 7.4

Solucdo de NaHZFO4.H20 0,1 M 19.2ml

Soclucdo de NaZHF0O4 O.1 M 80.8ml

NaCl 0,8%

Procedimento:

1. Em um tubo de hemélise colocar 1 ml de sangue
fresco, coletado com anticoagulante. Centrifugar a 1.500rpm e
desprezar o plasma. Lavar os eritrécitos com MNaCl 0,.83% por duas
vezes. Hemolisar os eritrécitos com S ml de &agua destilada.
Homogenizar por seis vezes.

2 Transferir (=] hemolisado para um tubo maior. e
adicionar S ml do tamp3o fosfato (pH 7.4). homogenizar por seis
vezes e centrifugar por 10 minutos a 1.500 rpm.

Transferir 2 ml do =obrenadante para outro tubc e

incuba-lo a 509C, em banho—-maria, por uma hora, ou a 60°C por

trinta minutos.
4. Observar se houve precipitacdo.
Controle
E fundamental o uso de uma amostra controle. obtida nas

mesmas condiclBes da amostra teste.
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Interpretacgio

Em =angue com hemoglobinas normais €& possivel

gue

ocorra discreto grau de precipitag3o. O resultado €& positivo

guando a precipitacdo & floculenta & em grande guantidade.

Precaugbes

3 fips As amostras a serem analisadas n3oc devem exceder 72

horas apfts a coleta.

2. 0 diagnéstico da Hb instavel deve ser confirmado

por outros testes especificos: a) pesguisa de corpos de Hein

eletroforese de hemoglobinaj;c) dosagem de metemcglobina.

Z2bh)

3. A temperatura e o pH 7.4 do tamp3o s&%o pontos

criticos nesse teste.

TESTE DE PRECIPITACAO POR ISOPROPANOL (Carrel &

1972)

Reagentes

Solugdo tamp3o Tris/isopropanol pH 7,4

Tris—hidroximetil—aminometanoc

I=zopropancl puro

Agua destilada g.s.p

Ajustar o pH 7,4 com HCl concentrado

NaCl 0,85%

Procedimento

1. Colocar 2 ml do tamp3o Tris/isopropanocol em tubo
hemblise e incubar 37°C por S5 minutos.

2. Adicionar, ao tamp3o incubado. 0.2 ml da solucH

hemoglobina que se pretende examinar. Agitar o tubo

invers3o, arrolhar e deixar por uma hora a 3I79C.
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>. Observar se houve precipitac3o.

Interpretacio

A presenca de Hb instavel causa floculagi3o
primeiros 10 minutos, seguida de precipitacio.

Precaugtes

1. As hemoglobinas normais permansecem estiaveis durante
O Pprocesso. Entretanto. pode ocorrer discreta precipitacdoc em
alguns casos, ap6ts ZI0-4%5 minutos. A Hb S & mais estavel gue a Hb
A. A Hb A2 & a hemoglobina mais estavel entre as hemoglobinas
humanas.

E necessaric o usoc de uma amostra controle. obtida

nas mesmas condicles gue o teste.

%5 A temperatura e o pH 7.4 do tamp3o =3o pontos
criticos nesse teste.

4. O diagnostico de Hb instavel deve ser confirmado por
outros testes especificos: a) pesguisa de corpos de Heinz: b)

eletroforese de hemoglobina: c) dosagem de metemoglobina.

DOSAGEM E CURVA ESPECTROFOTOMETRICA DE METEMOGLOBINA

Principio
A presenca de metemoglobina pode ser originada por uma
das causas abaixo:
1. excessiva formagdo de metemoglobinaj;
diminuig3o da reconversdo de metemoglobina para
globina:

anormalidade da porgdo globinica devido =

substituicio da histidina proximal ou distal por outro

aminocacido.




As duas primeiras causas sdo evidenciadas por aumento
de metemoglobina normal. enguanto a terceira se caracteriza pela
elevac3o gquantitativa de metemoglobina anormal — ou Hb M.

A excessiva formac3o de metemoglobina pode ser induzida
por varios tipos de drogas (sulfas. fenacetina., anilina., etc.),
bem como por determinados poluentes guimicos {&xidos de
nitrogénio e enxofre, nitritos, nitratos. nitro-benzeno, etc.).
Esses agentes promovem, provavelmente, a formagl3o de peréxido de
hidrogénio intracelularmente, convertendo a hemoglobina em
metemoglobina.

A diminuigio da reconvers3do de meta Hb para oxi Hb &
causada por deficiéncia enzimatica, durante o ciclo de Embden-—
Meverhof. especificamente por funcionamento inadequado do NADH
ligado a metemoglobina-redutase ou diaforase. Essa deficiéncia
enzimatica & recessiva.

A anormalidade da porc3o globinica & devido a alterac3o
do gene estrutural gue promove a sSubstituig3ioc da histidina
proximal, ou distal., por outro tipo de aminoacido. A intensidade
das alteraclies fisiopatoldgicas si3o diferentes nos cinco tipos de

Hb ™ descritos até o presente: M Boston, M Hyde Park., M Iwate, M

Milwankee, M Saskatoon.

DOSAGEM DE METEMOGLOBINA (Gerald.P.G..19&6)

Reagentes
Solug3¥o tamp2o fosfato M/15 pH &6.6:
NaZHPO4 . 12H20

KH2ZFPO4
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Solugdo Tamp3o fosfato M/60 pH 6.6

Diluir 250 ml da solug3o 1 {(fosfato M/15) para 1 litro
de &gua destilada(g.s.p.).

Solugdo de ferricianeto de potassio 20%

Soluc3o de hidré6xido de am@nio

Cianeto neutralizado - preparar no momento de usar

a) cianeto de =s6dio (cu potassio) 10%

b) &a&cido acetico 10%

c) misturar S gotas de cianeto de sédio 10% com gotas

acético 12%.

Procedimento

Colocar em um tubo de ensaio:

1= 10 ml de tampi3oc fosfato M/&60, 0.2 ml de sangue.
Agitar e deixar em repousc por 2 minutos. Ler a DO em 630 — Di:
Leitura da metemoglobina

2. Adicionar uma gota de cianeto neutralizado. Agitar e
deixar em repouso por 2 minutos. Ler a DO em 630 — D2: Leitura da
cianometemoglobina.

3. Adicionar uma gota de ferricianeto de potassio 204 e

uma gota de hidréxido de amBnio. Deixar em repousc por 2 minutos.

Ler a DO em 620 — D3: Leitura da sulfoemoglobina.
4. Transferir ZBiml do tubo, cuja solugio foi
submetida as trés dosagens inicialis, para outro contendo 8 ml de

tamp3o fosfato M/15. Deixar em repouso por 2 minutos. Ler a DO em

540 — D4: Leitura da oxiemoglobina.
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Calculo

1. Meta Hb

D1=yD2

2. Sulfo Hb

D3 = D{ % 1100 g%
Branco: 10 ml de H20

1 gota de ferricaneto de K

1 gota de cianeto neutralizado

Interpretacio

0= wvalores normais wvariam conforme o procedimento
técnico e a fabrificag3o dos reagentes. A rigor. os valores
normais para metemogleobina n¥%o ultrapassam S%X. e os de
sul foemoglobina no ma&ximo 1%. Assim, € aconselhavel realizar o
teste usando uma ou duas amostras de sangue "normais®.

Precaucgtes

1. N3p pipetar as soluglies gue contenham cianeto.

=~

2. Obedecer rigorosamente o tempo de repouso.

CURVA DE METEMOGLOBINA{(Gerald.P.G.,19&56)

Reagentes

Solugd¥o de ferricianeto de potassio a S5%. preparada

hora do procedimento.
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Solugcdo tampio fosfato M/1S pH 6,6:

NaZHFO4 . 12H20

KHZ2PO4 .. ..ccacccasosnacccsacansnsanssansnsnnms a7 e

Agua destilada g.s.p 1000ml

Procedimento

Diluir ©0,1 ml de hemclisado em 10 ml do tamp3o fosfato
pH &6,6. Agitar por inversdo. Acrescentar 0,05 ml de ferricianeto
de potassio e deixar em repouso por 10 minutos. Fazer a leitura
das densidades oOpticas de 480 a &30 nm em espagos de 10 nm.
Analisar o resultado apdts a confecclo da curva de absorcdo.

Usar como branco o tamp3o fosfato M/15. acertando o
zero da absorbancia a cada comprimento de onda.

Interpretacdo

As metemocglobinas por defeito na ogclobina apresentam
picos de absorcdo diferentes ao da metemoglobina A (normal).

As amostras com metemoglobinemias induzidas apresentam

absorcties semelhantes as da metemoglobina A.

As metemoglobinemias causadas por deficiéncias
enzim&ticas podem exibir curva semelhantezs & da metaemocglobina A.

ou mostrar um plat® de absorgiio uniforme entre 600 e &30 nm.

ELETROFORESE DE CADEIAS POLIPEPTIDICAS (Schineider.

1974)

Principio

A caracterizaci3o estrutural das hemoglobinas anormais e
realizada em condigBes muito especiais devido ao seu alto custo
operacional e a&as dificuldades inerentes aos proprios metodos

utilizados. Dessa forma. para dar sequéncia ao estudo de uma
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hemoglobina anormal n3oc identificavel pelos métodos
gualificacdo e guantificacio, utiliza—se inicialmente
eletroforese de cadeias polipeptidicas. A separagado
eletroforética de cadeias polipeptidicas anormais se constitui
em uma pré—analise molecular., muitas vezes conclusiva para
diagntstico de hemoglcobina anormal. sem gue haja necessidade
se aplicar métodos de disposigdo bidimensicnal de peptideos
analises de aminoacidos.

Reagentes

Tamp3o Tris—-EDTA-borato pH B.4

Corante Ponceau

Uréia

2-mercaptoetanol

Procedimento

15) No dia anterior ao teste preparar o tampdo
trabalho. misturando 72 g de uréia e 140 ml de tampd3o Tris—-EDTA-
borato pH 8.4 {(tamp3o Tris—-uréia), em um "becker". Homogenizar a
scluc3o em agitador magnetico, até o momento do uso. a
temperatura ambiente.

2) Misturar SO microlitros do tamp3c Tris—uréia,

microlitros de Z2Z-mercaptoetanol e 50 microlitros de hemolisado.

em um peguenc tubo. Deixar em repouso por 30 minutos a

temperatura ambiente.

2. Adicionar 6.4 ml de 2—-mercaptoetancl ao tamp3oc Tris-—
uréia. misturar bem e colocar a soclugdo tampdoc Tris—ureéia-—
mercaptoetancl nos compartimentos eletroliticos, reservar 40 ml
dessa solugcdo para embebimento do acetato de celulose. 0 acetato

deve ser embebido durante 20 minutos (minimo) & 4 horas (maximo).




4. Retirar o excesso da solugcdo tampiic do acetato entre
duas folhas de papel de filtro e coloca—-lo bem esticado na cuba
de eletroforese.

S. Aplicar as amostras na porgdoc média do acetato.

&. Passar 150 volts por 80 minutos.

7. Corar as fitas com solugi3io corante Fonceau ou cutro
corante de proteinas. Descorar com &a&cido acetico 10%4.

Controle

E importante realizar esse processc comparando com
cadeias polipeptidicas de hemoglobina normal e de hemoglocbinas
variantes conhecidas, por exemplo: Hb A5, Hb AC, ou Hb SC.

Interpretagi3o

o mapa de disposigdo de cadeias polipeptidicas
representadoc na figura 14, facilitara a interpretac®3o dos tipos
mais freguentesz de hemoglobinas variantes. Esse mapa mostra a
disposigcdo de 33 variantes diferentes, como por exemplo, a Hb J
Baltimore da Hb J Oxford; a Hb G Philadelphia da HbB G Gaveston,
entre outras.

Precaucties

1. A solug3o tampdo Tris-uréia—-mercaptoetanol deve ser
usada no mesmo dia em gue foi preparada.

P O processo de analise eletroforética das cadeias
polipeptidicas deve ser realizadoc pelo menos em trés
procedimentos eletroforéticos. com uma ou duas fitas de acetato
de celulose por ve:z.

Z. A solugiloco de hemooglobina deve ser fresca.,

excedendo 48 horas da sua preparagcio.

4., A voltagem pode ser elevada para 250 volts,

tempo de corrida diminuido para 60 minutos.
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.-'—-____...-
/A;///}/Z//////________c ( Beta 6 LU —»LYS )

8L/ E ( Beta 26 OLU —> LYS )
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I ( Aifa 16 LYS —» 8LU )
D Punjob ( Beta 121 6LU —» OLN )
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PYRBOS ( Beta 83 LY —» ASP )

J Bongkok ( Beta 56 6LY —» ASP )
. J Baltimore ( Beta 186 OLY —» ASP )

FANNIN LUBBOOK ( Beta 119 6LY —» ASP )

N Baltimors ( Beta 95 LYS —» LU )
N Seattle ( Beta 968 LYS —» 6LU )

e U111/
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'8 YA
+
F IGURA 14. Disposig3o das mobilidades eletroforéticas

cadeias polipeptidicas das globinas alfa, beta, gama, e delta em

acetato de celulose, pH B.5 e pH 6.0. Segundo SCHINEIDER. 1974.
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FOCALIZACAO ISOELETRICA EM GEL DE AGAROSE (Macoum, 1990)

Principio:

Método ecspecifico projetado para o fracionamentoc de
espécies moleculares gue diferem somente nas suas guantidades de
cargas. Assim. desde gue a separacic nd¥o & devida & gualguer
efeito seletivo do tamanho da molécula. o seu transporte atraves
doc meio se faz com Stima resoclugio. separando as macromoléculas
por seu ponto isoelétrico com diferencas de unidades de pH de ate
0,001.

Reagentes:

Agarose I1.E.F. {(Pharmacia Fine Chemicals)

Anfolinas pH

Ph

pH
Tamp3io acido fosfdarico
Acido Fosforico

Agua delonizadacs o .e e s/ aielele:s s o 50.0 ml

Tampido hidréxido de sdédio

fAigua deionizada

Preparaci3o do gel:

FPesar 22 mg de agarose em um erlenmayer de 25 ou S0 ml.

e adicionar 13.2 ml de &agua deionizada. Colocar o erlenmaver
dentro de um becker de 100 ml com a&gua em ebuligio e rolhas de
borracha no fundo e observar constantemente &a dissclugi3io da

agarose gque devera ocorrer dentro de 5 a 10 minutos. Apois este




periodo adicionar as anfolinas nas seguintes proporgdes: 0,83 ml

de FPh 5-8:; 0,8 ml de pH 6.5-92 e 0.4 ml de pH Z-10. A seguir. o©

gel & rapidamente colocado em placas de vidro. Enguanto o gel se
solidifica, as amostras devem ser preparadas.

Preparagdo da solugido de hemoglobinas:

0 hemolisado deve ser feito com sangue recente.
eritrocitos devem ser lavados por 3 vezes com solugldo salina e ao
volume dos eritré6citos lavados., adicionar 3 a 5 volumes de agua
deionizada. A concentracido de hemoglobina devera estar proxima de
2. g/dl.

Pré—focalizacio:

(4} placa com o gel deverd ser colocada em cuba
refrigerada. Na extremidade catbdica da placa colocar uma tira de
papel de filtro embebido em tampd3oc NaDOH. Na extremidade andédica,
o papel de filtro devera estar embebido em tamp3o &cido
fosforico. A =equir. conectar os eletrodos & aplicar corrente de
S mA por 10 minutos. para gue se forme o gradiente de pH. Apos
este periodo,. desconectar os eletrodos e remover a placa para
aplicacdo das amostras.

Aplicacdo das amostras:

Embeber pequenas tiras de papel de filtro com
amostras e colocar scbre o gel.

Focalizag3o:

Aplicar uma corrente de S mA ateé gue as amostras migrem
para o gel. Neste momento. retirar as tiras de papel de filtro e
aumentar a poténcia para 8 mA até perfeita separag3o das amostra.

o gue devera occorrer por volta de 40 minutos.
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Firac3o., secagem e coloracg3o:

As placas de agarose devem ser fixadas com A&cido
tricloro acetico 204 por I minutos. A seguir, a placa deve ser
lavada em agua destilada por aproximadamente 1 minuto. Para
sSecagem, envolver a placa em papel de filtro umedecido com &gua
destilada e deixar a temperatura ambiente por 12 a 15 horas. A
coloracdo pode ser feita com Fonceau & Negro de Amido por 10 a 15
minutos, e a descoloracdo, em &gua destilada.

Interpretacio:

Apbs o fracionamento & possivel visualizar numa amostra

normal as hemoglobinas A, Ao e Aj., essa Gltima com migrac3o mais

a

rapida gue a Hb A. A resolug3o dessa técnica € superior &
metodos eletroforeticos convencionais. permitindo a separagso de
metemoglobinas A sulfoemoglobinas A, entre outras. conforme

ilustra a figura 15.
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ANALISE DE PEPTIDEOS ( NAOUM,., 1987)

Essas analises [=={=' realizadas por mapeamento

"fingerprint” de peptidecs., e se faz necessaria guando a

hemoglobina anormal nfAo pode ser caracterizada pelos métodos

anteriores. E um método sensivel que. com o auxilio de corantes
especificos para aminoacidos. permite a detecg3o do peptidec gue
possul o amincacido mutante. Muitos tipeos de hemoglobinas possuem
peptidenos alterados em posigies padriies gue, identificados por
coloracao especifica dos aminoc&cidos. dispensam a analise
guantitativa desses. Entretanto. guando h&a a suspeita de gue a
hemoglcobina anormal & uma nova variante ou a disposig3o do
peptideo alterado & diferente dos padriies. had a necessidade de se
fazer o fingerprinting preparativo para analise quantitativa de
aminoacidos do peptideoc anormal. Fode ser realizado por meio de
analise de globina integral ou da cadeia polipeptidica alterada.
previamente isoclada por cromatografia.

Preparag3o da globina

Consiste na quebra dos ligamentos entre as cadeias
polipeptidicas e os grupos heme.

Reagentes:

a) Solugdo de acetona acida (preparada no momento do

b) Acetona F.A.

c) Eter FP.A.
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Procedimento:

— Em proveta com capacidade para 100ml, colocar 75ml da
solugcdo de acetona acida e Sml de =soluci3o de hemoglobina. Agitar
vigorosamente e deixar em repousc por 3 minutos.

— Aspirar o sobrenadante { heme) e ao precipitadoc
{globina) adicionar 20 ml de acetona. Misturar e centrifugar a
Z2.000rpm por 2 minutos. Desprezar o sobrenadante e repetir o
procedimento duas wvezes.

Adicionar ao precipitado lavado Sml de eter,

homogenizar e centrifugar nas condiglies acima. Desprezar o

sobrenadante e secar o precipitado com nitrogénio ou dessecador a
VAacuo.

- A globina nestas condigbes pode ser estocada em

refrigerador por 20 dias ou ser utilizada imediatamente.

MAPEAMENTO DE PEPTIDEOS (fingerprinting)

Principio:

Consiste na conjugacdoc bidimensional de eletroforese de

alta voltagem e cromatografia. A eletroforese separa os peptideos

pelas suas cargas elétricas, e a cromatografia os separa pelas
qualidades hidrofilicas e hidrofébicas dos aminoacidos gue oOs
constituem.

Eletroforese de alta voltagem

Reagentes:

Tampdo Piridina pH &.4

Piridina

Acido acético glacial...cceeevuccaaaaa.a.16ml

figua destilada &.000ml
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Procedimento:

a)Ressuspender o digerido triptico em 0.0Zml de tamp3o
piridina pH &4.4.

b)Recortar o papel Whatman ZMM na medida de 22 x S7cm

c)Aplicar o digerido triptico a 15cm da extermidade do
papel que entrara em contato com anodo e a 4cm da margem lateral

d)Embeber o papel em tamp3o piridina e secar entre duas
folhas de papel Whatman 1MM

e)Colocar o papel no suporte da cuba deixad—l1lc esticado

fi)Passar 2.400 volts por uma hora e ligar refrigeracso
do tangue

glApbs o© processo eletroforético, retirar o papel,
deixa—loc secar ao ar, SUSpPENnsO.

h) proceder a cromatografia

Cromatografia:

Reagentes:

Solvente cromatografico

Piridina Z00ml

Alcool Isocamilico F00ml

Agua destilada 3Z50ml

Procedimento:

a)Grampear as extremidades do papel. deixando-o

forma cilindrica, = coloca—-1lo em tangue cilindrico

cromatografia com a lateral em gue foi aplicada a amostra
contato com o solvente.

b)Deixar o desenvolvimento cromatografico se processar
por 12 a 18 horas. Apbs estes processo, retirar o papel, deixa—lo
secar ao ar.

c)Proceder a coloracgso.
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Coloracido dos peptideos:

Fara a analise gualitativa utiliza-se. inicialmente. o
corante de nihidrina gue revelard as posigles dos peptideos.
Muitas hemoglobinas anormais apresentam peptideos em posigBes
alteradas, gue por serem evidentes. dispensam coloraciecs
especificas. Entretanto, quando a hemoglobina anormal mostra o
peptideo alterado em posigties de dificil identificac3o ha
necessidade de se utilizar os corantes especificos.

Coloragdo com nihidrina: Froduz um complexo colorido em
parpura devido & acdo que esse reagente exerce sobre os grupos
amino terminais gque Ticam livres apbs a digestdo.

Coloragcdioc de metionina: Especifico para colorac3o de

aminoacidos gue possuem enxofre em sua composicio.

Coloracdo de histina: Os peptideos gue contém coram—se

em vermelho. Os peptideos gue possuem histidina e tirosina coram—
Se em marrom.

Colorac3io de tirosina: E especifica para os fentis em
posicles ortolivres. e scmente a tirosina reage a este corante.

Coloracgd3o triptofano: E ecspecificoc para compostos
indol. Os peptideos gue contém triptofanc coram—se em plrpura.,
enguanto os outros perdem a cor.

Colorag3o de arginina: 0Os peptideos gue n3c contém
arginina perdem a colorag3o pGrpura da nihidrina. enguanto

agueles gque as possuem ficam com a coloragdoc laranja.
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ANALISE ESTATISTICA (Larson. 1982: Daniel, 1983)

A analise estatistica dos dados foi realizada no
Departamentoc de Analise Estatistica e Computag3o da UNESF de Sao
José& do Rio Preto. utilizando—-se teste GQui—guadrado.

(5] teste qgui-gquadradoc pode =ser usado pra testar
independéncia de variavelis categdricas. Uma variavel categt6rica é
agusela na gual os niveis de observacdo s3o categorias. isto &
guantidades n3do numéricas gue ndo PpOSSUEm as propriedades de um
numerc real. No caso da investigagdo de independéncia entre duas
variavelis categéoricas, o procedimento de comparacg3do & bacseado na
analise de como as guantidades observadas s3o distribuidas
{ frequéncias) sobre os niveis da variavel 2 para os varios niveis
da variavel 1 {ou vice—versa). Se essas guantidades =30
distribuidas., sobre o0s niveis da variavel 2, da mesma maneira
para todos o0s niveis da variavel 1. ent3oc as duas variavels
categbricas s3doc dependentes: se s3o distribuidas de maneira
diferenciada, podemos concluir gue as duas variaveis =30
independentes.

0 teste gui—guadrado ndc se restringe ao uso de
variavelis categbricas. pode também ser usado em variaveis
numéricas desde gue essas possuam niveis bem definidos. Constitua
um dos primeiros passos no dominioc de testes de hipdteses

ecstatisticas =endo aplicado nos seguinte casos:

Hg: ha independé&ncia entre as duas variaveils

contra
Hj: ha associacac entre as duas variaveis.
Al finalidade do teste gui—guadrado €& guantifticar

descritivamente o grau de dependéncia entre as duas variaveis




confrontadas. verificando—se as frequéncia observadas e

esperadas, sob hipbtese de independéncia. GQuantoc maior o valor de

gui—-guadrado (X<). mais o observado se distancia do esperado e

maior & a dependéncia entre as varidveis. A estatistica X2 tem

distribuig¢doc com {1-1) % (c—1) graus de liberdade. no gqual 1 e cC

correspondem aos numerocs de atributos das variaveis confrontadas.
41 rejeigido de Hg se da sempre gue O valor de

(probabilidade) for peguenc. QOQuantoc menor o p. maior &

evidéncia de rejeigido de H,. E usual a comparagido dos valores

p com os niveie de significancia 5%4. 1%L e 10%. A distribuigdo

X< nesses casos & aproximada e s3o necessarios certos cuidados

sua aplicagio. como garantir que todas as frequéncias esperadas

sejlam superiores ao numero de 5.
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IV. RESULTADOS

No periodo compreendido entre 1982 e 1992, analisamos
diferentes populaclies provenientes de escolas da rede estadual e
da rede particular de ensino. ambas englobando alunos de segundo
grau; instituiglies universitarias; usuarios de postos de saude e
obras assistenciais:; funcionarios de empresas e outras entidadess
doadores de sangue; recém—nascidos; familias durante campanhas de
vacinag3do; pais de portadores de hemoglobinopatias que foram
detect:cdos durante o programa preventivo nas escolas estaduais e.
finalmente, pessoas que procuraram nosso Centro por vontade
propria ou encaminhadas por médicos e laboratérios para pesquisa
de hemoglobinas anormais.

0 namero total de analises efetuadas foi de 41.235
amostras de sangue, sendo que S5.356 (12,98%4) apresentaram
hemoglobinas anormais em diferentes formas e aqui agrupadas em Hb
AS 1002 (2,42%), Hb AC 282 (0,68%), Talassemia beta heterozigota
1.718 (4,16%), Talassemia alfa 1.736 (4,21%) e outros vinte e
dois genbtipos anormais para hemoglobinas que totalizaram 618

casos (1.49%Z), conforme ilustra a tabela 11. Especificamente, os

vinte e dois gen6tipos observados, incluem talassemia beta

homozigota, talassemia alfa/beta. hemoglobinas variantes em
homozigose (Hb SS, Hb CC)., interaglies de talassemias com
hemoglobinas variantes (Hb S/talassemia beta, Hb C/talassemia
beta, Hb D/talassemia beta. Hb SS/talassemia alfa, Hb
AS/talassemia alfa, Hb AC/talassemia alfa) e outras hemoglobinas
anormais de rara frequéncia: Hb SC, Hb AI. Hb AN, Hb AD, PHHF, Hb
ABZ, Hb AJ, Hb Lepore, metemoglobinas, Hb Instaveis, Hb AM

Boston, Hb Constant Spring e Hb Koln.
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TABZLA Populacfes analisadas e JFrequéncia e nemoalobinas
variantes & talassemias.

TIPS 92 HENDGLOTINAS ToTa £0%
RNALISAD0 Th.3ETa TRLALFR QUTRAS o 5 ARORKAZS

Iscoiares e
rece estacual 42.703  12.433 (98,03) (,23) ] i {1,%6)

Escoiares ¢a
rece particui, 1,435 1,128 (98,79) L (8,35) ! - { {£,32)

Bniversicades 2.682  2.59¢ (94,4} 3 (4,50 (3,40)
Ppstos ce sal
e @ 0Iras

assisienciaisk G467 (94,6) f(8,70) {5,34)

Camparha e
vacinagio ¥ 343 07 (B4,57) { w4

Fzoresas € 0i
tras enticaces 994 £89 (98,3 "3 3 ‘ £{8,4)

Encaminhasentos
rasii 4,773 2,474 (54,8) (4,7} 79 {4,9)

incaminqarentos
Sio faulo  * 4038 2,497 (54,4) £ (4,54) 648 {46,3) (5,52)

wospital ce D, 7,403 7.082 (%5,5) ! (0,471 3% (8,32 (0,42)
Hace & R¥, L208 L2 (%2,7) (8,74) (8,46)

*ais ce porta
195 (78,0) ? (2,00 25 (40,0)

3 08S: Nestas popuiagdes foram realizacas anilises citoldgicas especificas para talassemia alfa, por meio de detecgdo ve precipifaios
intraeritrocitarios ce # ¥,

3 = Doadores ve sangue

RN = lpcem-nascicos




A caracterizaclio e confirmacd3o diagnbébstica dessas
hemoglobinas foram realizadas por tecnologia especializada
incluindo eletroforese de cadeias polipeptidicas, focalizacgdo
isoelétrica, fingerprint e testes citolégicos. As talassemias
alfa nas populaglies assinaladas na tabela 11, provenientes de
postos de saude, campanha de vacinag¢l3o, encaminhamentos. doadores
de sangue, e recéem—nascidos., foram analisadas atraves de
eletroforese alcalina e confirmacdo em analise citolégica para
agregados de Hb H. Nas populaglies restantes o diagnostico
laboratorial para talassemia alfa foi realizado através da
presenca de Hb H em eletroforese, devido ao fato de que no inicio
dessa 1investigagd3o. ainda n3o dispunhamos de toda a metodologia
com a qual finalizamos.

Dentre as 5.356 hemoglobinas anormais identificadas
deve-se destacar dois grupos basicos. um composto por programas
preventivos e outro constituido por amostras enviadas por outras
instituigtes de saude (hospitais, laboratérios) e médicos. para
diagnostico de "anemias a esclarecer”. No grupo constituido por
programas preventivos, no gual est3do incluidos os escolares da
rede estadual, rede particular e universitarios. postos de saude
e obras assistenciais. empresas, campanhas de vacinagdo (Sabin),
doadores de sangue, sangue de cord3o umbilical (recém—nascidos).,
e pais de portadores, observou—-se a prevaléncia de Hb AS (1,56%)

sobre talassemia beta heterozigota (0,82%), entre os 3I.73%4 de

hemoglobinas anormais, nas 32.424 amostras analisadas. Por outro

lado, no grupo composto por instituiglies e médicos que enviaram
amostras para esclarecimento sobre anemias, constatou-se que a
maior prevaleéncia coube a talassemia alfa (17.04%), seguida de

talassemia beta heterozigota (15,46%) e Hb AS (5,58%), do total

150

%m 1 2 3 4 5 6 7 lj'1(as;r).ml 12 13 14 15 e I7 18




de 46.98% de hemoglobinas anormais em 8.811 amostras analisadas.
A figura 16 1ilustra a distribuigdio das hemoglobinas anormais
observadas nas diferentes populagtes.

A analise da populagdo escolar da rede estadual foi
subdividida entre escolas de S3%o José do Rio Preto (tabela 12) e
de sua sub-regi3o (tabela 13) na qual estlo incluidas quinze
cidades. Assim, em S3o José do Rio Preto foram analisados 8.421
estudantes na faixa etaria entre 15 e 18 anos. durante os
programas de prevengcdo nessas escolas no periodo compreendido de
1982 a 1987. Desse total, 156 (1,9%4), apresentaram hemoglobinas
anormais, destacando-se a Hb AS como a forma mais prevalente
(0,9%4) seguido da talassemia beta heterozigota (0,3%). Por outro
lado, a analise de escolares provenientes de quinze cidades da
sub-regidc de S3o José do Rio FPreto, que totalizou 4.282
estudantes, mostrou 94 (2,19%4) casos de hemoglobinas anormais.
Nesse grupo, a prevaléncia de formas alteradas também Toi de Hb
AS (0,93X) seguida de talassemia beta heterozigota (0,774).

A analise da populagdo escolar proveniente da rede
particular de ensino envolveu 1.135 estudantes, dos quais 0,61%
eram portadores de Hb AS, seguido de Hb AC (0.,35%X). conforme
mostra a tabela 11.

Como continuidade do programa preventivo em escolares,
convocamos O0OsSs pais ou responsavels e familiares de portadores
para esclarecimentos, bem como para efetuar analises para
detecc3do de hemoglobinas anormais nos familiares. Das 250 pessoas

que compareceram as reunibies, 55 delas (22,.2%) apresentaram

hemoglobinas anormais. com maior frequéncia para talassemia beta

heterozigota com 25 (10,0%X) amostras, seguida da Hb AS com 19

(7,6%.) portadores, conforme ilustram a tabela 14 e a figura 17.
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FIGURA 16.—~ Distribuiglo gr&afica da hemoglobinas variantes e

talassemias observadas nas diferentes populagtes analisadas.




TABELA i2. Tscolas de rede estadual de SRo José do Rio Preto, 8P, en
GuE Foram Fealizreos 0% progranas prevent ivos  para hemoalobinas

BAADFEMA 3

Tipos e hemngiodinas Total com i3
anoraais

o Th., BETR TAL AR 4TRAS  Daservagdo

Latdrios e 32 74 (i00)
antonio ce &, Serra 919 (99,0)
Pacre Clesente % (99,8
Justino J. Tarias 76 (97,3) 2 (2,6)
gstar A, Pires 54 (98,2 { i (1,8
%a'r Cuaha 127 (97,0 2 (4,5 ¢ 4 (3,1)
Fraacisco . Caputo 23 (94,5) £ (L, 30,4
fzecuiel lamos &7 ( 109) 4 0
Cenoaeiian §. Serra %2 (95,8) 2 (2,4} 2 (2,4} 4 (4,2}
farceal iese 500 (99,2) 2 (9,4) 2 (8,4) 4 (4,8)
¥oasenhor Gongalves) L4476 (98,5) 13 (8,9 4 (8,3) 2 (8,1) 24 (4,4
Victor 2. 3astos 381 (98,4) 2 (9,5 2 (9,5) 4 (4,0
taira Chalela 98 (99,2) 2 (8,3) £ (0,3) 36,8
felicio Xiziara 546 (98,3 4 (9,8 2 (0,4) 3 (8,6 § (4,7
Pin X 75¢ (99,4) 4 (6,3} 3 (4,4) 7@
Alderto ncaio 4699 (97,3) (0,9 5 (9,2 9 (9,4 g (6,5 82,70
acair G, Fogaga 238 (97,3) 4 (4,6 2 (8,9 6 (2,3)
Filaceipho G, Neto 735 (98,4} 70,9 i 06,9 3 (0,4) H i2 (1,6
Bacy Bassitt {326 (95,4) 8 (2,9 2 (4,8 L (8,3 15 (4,4}
Jaril {awan 452 (97,4) 7(4,9) 44,9 i 2,4)

(t,
(&,
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TABELA £3. iscolas da rede estadual da sub-reaifo de S&o Jose do Rio Preto,

em que foram realizufos os programas preventivos para Lempglobinopatias.

Procecencia Total Total coa i
analisato anoreis
Thi. BETA AL ALTA

¥pvz branaca 285 275 (94,5) 1 (8,35) 3 (4,95 3 (1,79 10 3,50)
Feraanidpolis (031 108F (96,1) £2 (1,38} £ (0,09 7 (8,40 28 (1,93)
Cecrai %8 35 (98,0 2 (6,55 i (0,20 3 (6,83 i 7 14,%)
Potireatala 163 160 (93,%) 2 (4,22 i (8,48:) 3 (4,84
fonte Aprazivel 37 3% (994 2 (8,59) 2 (0,59)
Polont 8 898 £ (1,20) £ (1,20) 2 (2,48}
alestina i 100 (%6,1) 4 (3,84 4 (3,84)
Kova Alianga 85 83 (7.8 £ (L7 2 (2,35}
¥irassol 1 37 (97,0 8 (0,83) 4 (0,4¢) 6 (6,62 2 (2,28)
José Boaificio a4 (97,4 3L i (8,38) 3 (L0 7 (2,38
tchoa 52 45 (99,3 £10,69) { (0,63
ipird 15 18t (94,2) 2 (1,9 2 (1,%) 4 (3,20}
Paulo de faria 241 (95,0 5 (2,27 4 (4,89) ? (4,09)

icéa 86 (93,8} P L (1,4
Orindiiva 4 ( i0)




TABELA 14. Pais

P OOrERNA

UTRAS  Daservagdo

193 (78,6 17 (7,6} 3 (2,88

8 (59,0) i (39,9)

faurasdices - L85 (8, 4) ¢ 2,2 52,260 23 (i4,9) ER

Ere
Vi o

L

BN (20 PFCL),

%m 1 2 3 4 5 6 7 llr‘(assr).ml 12 13 14 15 e I7 18



Outras Hb

Tal.alfa

Tal.beta heteroz,

FIGURA 17.- Distribuigdo gr&fica das hemoglobinas variantes

talassemias €M JELE cler wortadores de hemoglobinopatias.
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Na populagdo de universitarios provenientes da UNESP,
Faculdade de Direito e Administrac3o. todas de Si3o José do Rio
FPreto e da Fundag3o Educacional de Votuporanga. do total de 2.&82
amostras coletadas, 91 delas (3,4%) apresentaram hemoglobinas
anormais, com maior Tfreguéncia de talassemia beta heterozigota
(1,60%Z) seguida de Hb AS (0,90%). A distribuig3do das hemoglobinas
anormais entre os estudantes analisados nas escolas da rede
estadual, particular e universidades esta ilustrada na figura 18,
evidenciando a maior prevaléncia das Hb AS e talassemia beta
heterozigota.

A populagdo proveniente de postos de satde e obras

assistenciais, conforme especificagdo na tabela 11, foi formada

por criancas gque procuravam postos de saude em S3o José do Rio

Preto e FPresidente Prudente e das sequintes obras assistenciais
de S3o José do Rio Preto: Associacdo Lar de Menores - ALARME.
ARPRON, Obra Assistencial S%o Judas Tadeu e 0Obra Assistencial
Basilica Nossa Senhora Aparecida. Do total de S5.776 criancas
analisadas 307 (5,34%) apresentaram hemoglobinas anormais sendo
que as duas formas mais prevalentes foram Hb AS (2.99%4). e
talassemia beta heterozigota (1,15%X). A disposig3o da proporgao
grafica das hemoglobinas anormais podem ser observadas na figura

195
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FIGURA 18.— Distribuicdo gré&afica das hemoglobinas variantes e
talassemias entre estudantes das escolas das redes estadual =]

particular e universidades.
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FIGURA 19.- Distribuic®o de hemoglobinas variantes e talassemias

entre usuarios de postos de salde e obras assistenciais.
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Durante a campanha de vacinac3o. realizada em agosto de
1992, analisamos familias que se dirigiram até um dos postos de
vacinacdo, localizado na UNESP de Rioc Preto. Em 363 pessoas
analisadas para o diagnéstico de hemoglobinopatias. observou-se

que 356 (15,42%) apresentaram hemoglobinas anormais. A talassemia

alfa foi a mais prevalente (9,91%) seguida da talassemia beta

heterozigota (3,58%) conforme mostram a tabela 15, que especifica
a distribuig3o por origem racial e faixa etaria, e a figura 20.

Na populac3o caracterizada como funcionarios de
empresas de S3o José do Rio Preto, analisamos somente adultos
totalizando 904 pessoas, dentre as quais 15 (1,65%) apresentaram
hemoglobinas anormais, com maior preval@&ncia para Hb AS (0,81%),
seguida de Hb AC e talassemia beta heterozigota, na mesma
proporg3do, conforme ilustra a figura 21.

Entre as amostras de sangue encaminhadas por
instituigles e médicos, o volume foi de tal representatividade
que optamos por dividir suas proveni@ncias por regities
administrativas. Destaca-se que a faixa etaria dessa populacgdo
foi amplamente variavel (zero a 86 anos).

Os encaminhamentos provenientes de outros estados foram
separados por regilies administrativas, e totalizaram 158 cidades
em 21 Estados, conforme especifica a tabela 16. Do total de 4.773
amostras analisadas, 2.299 (48,1%) apresentaram hemoglobinas
anormais, sendo mais prevalentes as formas de talassemias alfa e
beta, seguida da Hb AS. Além disso, caracterizamos vinte
diferentes genttipos de hemoglobinas variantes e talassemias
interativas. @Quando comparamos a frequéncia de hemoglobinas
anormais por regi3o administrativa, notamos que a regido Norte

apresenta maior porcentagem de hemoglobinas anormais (81.8%)
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TABELA 15. Recultado das andlises para hemoglobinas variasntes e

talaceemias obtido em amostras coletadas durante campanha de wea-

cinacFo "Sabint, e 22 b agosbto e L9702, no UNMESP te S50 Josd i

Rio Preto, SP

Tal.Beta Tal.Alfa Total com Hb
analisado n % i A fl % anormais

13(3,58) 34(9,94) 96 (13,42)

0/45 ANOS

10g8(8e2,29)

16/58 ANOS

14%9(B7.43) 6(3,9) 14(8,186)

CAUCASOIDES

270(B4,37) 6(1,87) £ (0,31) 13(4,06) 30(9,37)




seguida da regilio Nordeste com &67,4%. A analise estatistica para
a presengca de hemoglobinas anormais nas diferentes regibies
mostrou ser significativa com valores de X2=49,74b e p £ 0,05.

As amostras provenientes de encaminhamentos por
médicos, hospitais e laboratérios do Estado de S3c Paulo.
totalizaram 4.038 pessoas de exatamente 100 cidades. Desse total.
45,6% apresentaram hemoglobinas anormais, e a forma mais
prevalente foi a talassemia alfa, conforme ilustra a tabela 17.
As 100 cidades analisadas estdo distribuidas pelas 11 regities
administrativas do estado, sendo que & regido 8, que inclui S3o
José do Rio Preto, somaram—se 48 cidades. Nessa regidio especifica
foram analisadas 3.612 pessoas e destas, 44X apresentaram
hemoglobinas anormais. Nas 10 regifies restantes, 52 cidades foram
analisadas e, de 426 pessoas testadas para hemoglobinopatias,

58,74 apresentaram hemoglobinas anormais. Esta diferenca foi

estatisticamente significativa com valores de X2= 28,97 e p <

0,05. Os diferentes genotipos encontrados incluem interaclies de
talassemias com hemoglobinas variantes e algumas hemoglobinas
raras como Hb Koln e Hb AM Boston. Do total de hemoglobinas
anormais encontradas, a talassemia alfa foi a forma mais
prevalente (17,8%4)., seguida da talassemia beta heterozigota

(16,3%) .
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Tal alfa

FIGURA 20.~ Distribuigi3o gr&afica das hemoglobinas variantes e

talassemias obtidas durante a campanha de vacinagio de 22 de

agosto de 1992.
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Outras Hbh

al, Beta Heteroz.

FIGURA 21.- Distribuicdo gr&afica das hemoglobinas variantes e

talassemias em funciondrios de empresas.
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TABELA £6. Resultados #das analises para hemoglohinas variantes = talassemias
provenientes de emcaminhamentos ce outros estados do frasil, agrupacos Em regices
administrativas

Total coa i3
anoreais
BUTRAS  Daservagio

Bl

REGIAD NRTE (18,20 (U, (6,3) 7 (24,5)

RE63A0 NORDISTE _ (32,50 18 ({4,680 (4,6) (16,3) (18,6} 14 (54,3)
REGIRD SHIESTE £3 (53,40 282 (5,7} & (L3 (14,6 (46,8) 236 (4,4) (46,8}
GIRD S 33 H5 146,39 (03 40 (i2,8) i (25,80 I (1L,2) (33,7)

REGIRO CENTRO-QESTE 142 (37,5 § (7,1) (7,4 28 (5,8 (7,1} 1§ (4,1 (62,3)

o773 2474 (54,8) 285 (6,80 B (4,7 TR0 (16,5) 82 (17,00 332 (6,9) 2299 (48,1)

AJ,AS/RLFR TALASSENIA (3),55 (40),D/3ETA TAL (2),LEPORE,S/BETA TAL (4),INSTAVEL (2),XETAHD(2),5/C; AF (£1), S/C (5), XETA' (24), S/BLTA
TAL (24), S/NFATAL , ALSS(34), AS/AFA TAL (5}, L/3ETA TAL (5), ALFA/BETA TAL (15, AC/ALFA TAL (4), CC(2),D/8ETA TAL, A% BOSTON,
INSTAVEL(B), AD (2), AJ (A), AB2, AN(2), %4= S/DETA TAL (B),NETAMD(S),INSTAVEL(4),55,AF(6),D/BETA TAL(2),Kb PIRTC ALEGRE,S/C,AD(2),
LEPORE (2}, ALFA BETA TALi 3= AF(5),5S,METAHS(2), AS/ALFA TAL, C/BETA TAL(4),S/C,0C, INSTAVEL; %6= Al

CIDADES ANALISADAS £X CADA REGIRO

RE6IR0 NORTZ: Rio 2ranco (AC), ¥anaus (AN), Jelém (PR),

RE61RD NORDESTE :Maceio (AL), Itaduna (3A), Paulo Afoaso (BA), Piri (3A), Salvacor (34), Fortaleza (CE), S3o Luiz (A), Jodo Pessoa (7B),
Caruary (Pt} Recife (PE}, Teresina (PI), Natal (RN}, Aracajd (SE).

REBIRO SLOESTE: Cachoeiro co Itapemeria (ES), Vitdria (£5), Araxd (NG), Belo orizente (NS), fronteira (XG), frutal (¥G), Itapasipe
(K6}, Juiz ce Fora (MG), Lauras (MG), Patos ée Ninas (MG),lherada (¥6), Woerldadia (¥6), Campos (U}, Rio de Janeiro (RJ), Terezipolis
(&), fstaco ce Sdo Paulo.

RGIAD SHL: Cascavel (PR}, Curitida (PR), Lonérina (PR}, Narinea (PR), Paranavai (PR),Itajai (RS), Xarau (88), Passo Funco (RS), Porto
Aiegre (RS), Sio Josquim (35), Santa Maria (RS), Criciuma (SC), Floriamdpelis (), Joiaville (SC).

RGIAD CENTRD-OESTE:Brasilia (IF), Araguaiana (BD), Bom Jesus do Goias (60), Goidnia (60}, Itumbiara (6D), Amambai (XT), Cuizdd (XT),

Ronconopolis (X1}, Agua Clarz (XS), Campo Gramde (MS), Paranafba (MS), Araguai (TO),
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TABELA 7. Resultacos cas analises para hemoslodinas variantes e talassemias provenientes ce eacaminhasentos do fstado ce Sdo Paulo,

Separaco por regioes acministrativas,

Total com Hi
anoreais

2 2020 (54,8 82 (5,8 7 O(4,02) 579 (14,80 M5 (17,9 48 (4,1) 159 (44,0
C.dRio Preto

itras Resioes
co tstaco 424 76 (44,3) 25 (5,1 24 (5,6) B (49.9) 45 (ie,8) 75 (47,6) t#) 26 (58,7)

W8 A9 (W4 A7 5,42) 8 (4,51) &0 (15,3) 6% (17,8) 223 (5,92 1841 (45,8)

H=hF (L4), §/C (S), ¥ETRWD (24), S/RLTA TAL (24), S/ALFA TAL , AJ,5S(34), AS/BLTA TAL (5), C/BETA TAL (5), ALFA/BTTA TAL (45), AC/ALFA
TAL (4, CO(2),D/3ETA TR, AX BOSTON, INSTAVEL(S), A3 (2), AJ (4), A32, AN(2).=IC (2, AL (), AJ (4), S/AFA TAL, META'S (4) , D/BETA
TAL, INSTAVEL (6), b CONSTANT SPRING (2), AF (3),HAGHARDN, S/BETA TAL, A, AN, 2= S/C (3), K[TAid, AF (2), C/ALFA TAL , CC, INSTAVEL
(2).SAETA TAL (2),5/5, S/AFA TAL, C/3ZTA TAL, META , INOTAVEL.ACFA /BETA TAL. S/BETA TAL, AL, C/BETA TAL. &7, S5, LDPORE. S/3ETA
TAL, S5, S/RLFA TAL. S5(2), S/C, AJ2), ¥TARD, C/B1TA TAL, S/BTTA TAL.

REGIGES ADNINISTRATIVAS 0 ESTADO DE SO PAILO - CIDADES ANALISADAS EM CADA REGIRO

REGIRD {- GRANDT SRO PAUEO= Mogi das Cruzes, Saato Andre, S3o fermaréo o Campo, S3o Paulo

REGIRG 2- {TT0RAL= Santes

REGIZT 3- VALT 00 PARAIBA= 530 José dos Campos, Taudateé

RE62A0 4- SDACCASA= Sorocada

REGIRD 5- CAMPINAS= Laapinas, iseira, Piracicada, Santa fardara D:feste, Sio Jose o Rio Pario

GIRD - RIFCIRRD PRETO- Araracuara, Darretos, dedecouro, Colina,itapolis, Jaboticabal, Jaboranci, Yotoca, RiseirZo Preto, Santa fuciz,
S3a Carlos, Sio Josquim fa Barra, Taquaritinga

REBIRD 7- PARRG= faurd , Iacanga,iins, Mongai

REGIED 8- SRO JOSS 00 RI0 PRETO= Adolfo, Bady Bassitt, 3alsama, Barosa, Castilho,Cedral, Estrela DeBeste, Fernandopolis, Floreal,
bonzaga ce Cawpos, Duapiagu, Ibird, Icea,ipioud, Irapud, Itajobi, Jaci ,Jales, José ZJomifdcic, Yacaudal, Karinopolis, ¥endonga,
Kirassal, Mirassolinéia, Monte Aprazivel, Mova Aliaaca, Kova Graaada, Nhanéeara, Nova itapirema, Neves Paulista, Kovo lorizante,
Dlispia, Onca Dranca, Dnda Verce, Palestina, Paulo ce Faria, Paranapud, Pindorasa, Planaito, Poloni, Poates Gestal, Populina,
Potireadasa, Rioldmdia, Sales, Saata Aljertina, Saata Adélia, Saata Fé do Sul, S3o José do Rio Preto , Sedastiandpolis do Sul,
Severinia, Tanadi, lchoa, Uaido Paulista, Urupes, Votuporansa, Tacarias

REGIAD 9- ARACATUZA= Aragatuda , Aarifiama, Birigui, Gemeral Salgase, Mirandopolis ,Nova Luzitdnia, Peadpolis, Sui Meauc:

EGIAD {0~ PREGIDINTE PRUDENTE= Pirapozinho, Presicente Prucente

REGIRD L4~ MARILIA= Assis, Marilia.
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fAAs analises efetuadas em doadores de sangue e recém—
nascidos do Hospital de Base de S53o Jose do Rio Freto, no periodo
compreendido entre 1990 e 1992, mostrou que em 7.403 doadores
testados 4.,60% deles apresentaram hemoglobinas anormais, sendo a
Hb AS a forma mais prevalente (2,0%X) seguida da talassemia alfa
(1,17%4). Entre os 1.208 recém—nascidos pesquisados 7 . 20%
apresentaram hemoglobinas anormais e a forma mais prevalente foi
a talassemia alfa (5,624) confirmada através da presenga de
Hb Bart’s na eletroforese e agregados intraeritrocitarios de Hb H
na analise citolbgica.

As talassemias beta n3o aparecem na tabela 11 devido ao
fato dos casos suspeitos n3o terem retornado ao nosso laboratério
para testes confirmatorios. A figura 22 ilustra a distribuig3o
das hemoglobinas anormais nestas duas populacgities.

GQuando observamos as diferentes populaglies com relaclo
& origem racial notamos gue dos 16.289 caucasotides testados 2,354
apresentaram hemoglobinas anormais, e entre 1.256 negréides 9,31%
apresentaram anormalidades, conforme ilustram as tabelas 18 e 19.
A diferenga com relagdo aos totais de analisados nas populacbies
deve—se ao fato de que nem todas as amostras testadas
apresentaram a especificagdo para o tipo de cor de pele.

A prevaléncia dos diferentes fentotipos encontrados nas
diversas populagles, listadas na tabela 19, e separados segundo a
origem racial, mostra que entre os escolares da rede estadual a
talassemia beta heterozigota foi mais prevalente entre os

caucasbides, enguanto gque entre os negroides prevaleceu a Hb AS.

A figura 23 ilustra esta distribuig3o. Entre os escolares da rede

particular de ensino a Hb A5 foi mais prevalente entre os

caucastides e, entre os negroides apenas um caso de Hb AC foi




detectado. Entre os universitarios a talassemia beta heterozigota

foi mais frequente entre o0s caucasodides e a Hb A5 entre os

negréides, conforme ilustra a distribuig3o grafica na figura 24.

Na populaci3o proveniente de postos de saide e obras
assistenciais, apenas 539 pessoas apresentaram especificag3o para
origem racial. Destas, 340 eram caucasoides e 199 negroides.
Entre os caucastides a talassemia alfa foi a forma mais
prevalente (2,05%X), engquanto que entre os negroides a Hb AS foi a
forma mais frequente (8,50X) conforme ilustra a figura 25.

A talassemia alfa foi a forma de hemoglobina anormal
mais frequente. tanto em negréides quanto em caucasdides, nas
familias analisadas durante a campanha de vacinagdo, conforme
demonstra a figura 26.

Entre os funcionarios de empresas e outras entidades a
Hb AS foi a forma de hemoglobina anormal mais frequente, tanto em
negroides quanto em caucastides., seqgundo ilustra a figura 27.

Para os pais de portadores, entre os caucasobtides a
forma mais prevalente foi a talassemia beta heterozigota, e entre

os negréides foi a Hb AS. A figura 28 ilustra esta distribuicao.
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FIGBURA 22.- Distribuic¥o grafica das hemoglobinas variantes e
talassemias entre doadores @ receam-nascidos do Hospital de Rase

de S&o José do Rio Preto, SF.
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TABELA 4i8. Resultados da prevaléncia de hemogliobinas anormais entre
caucasdides e neardides nas diferentes populiactes analisadas

POPLLACEES CAUCASGIDE NCGRGIDE

ANALIGADAS - oo vmommmmm s em e e
TOTAL NORMAL ANORMAL TOTAL NCR¥AL

N % N z % N

Escolares da
rece estadual ‘4. $9.857 (98,44) 472 (90,97)

Escolares ca
rece particul. £.043 1.029 (98,66) ¢ (98,91)

Universidaces 2.576 2.497 (94,93) 3 (88,79}

fostos cde Sal-
e g garas
accistenciais 3 (96,18) (3,82) (87,44)

Campanha e
VAL inzgE0 270 (84,37) (15,62) (86,05)

EMpresas e
outrac entica
ges 745 (98,64) ¢ (1,33) : (96,73)

Pais ce
portadores L85 (80,43) ) (5¢,0)

16.289 £5.906 (%97,64) 383 (90,468)

03S: Nao foram compubados os indivicuas e as populagdes em ghie a origem racial nip estava especificada
na sua identiticagio.

%m 1 2 3 4 5 6 7 lj'1(as;r).ml 12 13 14 15 e I7 18



TABELA 4i9. Resultacdo da prevaléncia de hemoglodinas wvariantes €
talassemias nas diversas populagies analisadas, separadas por oriaen

POPLLACRD ToTAL TIPS DE HEMDGLORINAS TOTR £2¥
TRULATTR  TRLLALFA DUTRAS B i AMDRMAIS

Escolares € 1,629 10.8%7 88 &8 (6 12
i3 rece
estadual N 443 B (99,97) (1,35 2 (8,3 (8,49 (0,3 8 (9,8

iscolares © 1,840 4,029 (98,6) (8,67} 0,280 2 (9,19 0,49) 4 (4,30
£3 rece
particular N b2 gL (98,%) (4,08) - £ (5,08)

vniversi- C (96,%) (0,820 % (0,30 4 (4,59) (¢,34) (6,13) (3,08)
eaces K (£8,8) (6,50} 3,7 ¢ (6,9 = e = (i1,2)

*ostos ce C (96,2} (9,60) (6,30) 2  (9,60) (2,09) (4,9) (3,82)
salie e
ob.assist, K (87,4) (8,56) ¢ (8,59 2 £,00) (2,50} = (42,5}

Campanha C (84,37) & (i,B7) (6,3) 43 (4,86) W (9,30 (45,62}
ie
vacinagio N (69,43) - - - - - 6 143,99 (13,95

igpresac e C (98,60) 4 E00,40) 3 (8,40 (6,13 5 {19
outras
enticades N Mg (%, 3 ({,30) - - (2,30)

incasinhasentos
Brasit

Ercaninhamentos
S3o Paulo

Hospital de
Base

Maisee € 85 (B9, 4) % (2,08 (1,9 (1,30 &
portadores N ) (56,8) {0 -

(97,44) 189 (0,23 154 (0,90 &2 (0,38 2% (¢,42) 30
(99,68) 20 (1,4 5 37 12

035: N30 foraa computados os incividuos ea cue a orioea racial ado estava especificaca na sua icentifticagdo.
* Jopulagdes onde nic foi possivel ifeatificar a origem racial com exatidsn.

€ : Caucasoices

K . Negroices
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FIGURA 23.- Distribuilglioc grafica das hemoglobinas wvariantes e
talassemias entre caucasdides e negridides em escolares da rede

Estadual.
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FIGURA 24.~- Distribuiglo gr&fica das hemoglobinas wvariantes e

talassemias entre universitérios separados por origem racial.
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FIGURA 25.~ Distribuilgio grafica de hemoglobinas wvariantes e
talassemias em postos de salde e obras assistenciais, separados

por origem racial.
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FIGURA 26.- Distribuigio gr&afica das hemoglobinas
1l assemias em familias analisadas

origem racial.




EAPRESAS I QUTRAS ENTIDADEY

W e SR

R =

. Wy e ESEEC

P A

R L. Wewes WEiRe e T

HEhFﬂlDEk

?
i
iﬂh A Y
TIROY DE HERDGLOBIAGS AMORMAT

FIGURA 27.- Distribuicio grafica das hemoglobinas variantes
talassemias e&m funciondrios de empresas. separados por origem

racial.
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FIGURA 28.~ Distribuic3o grafica das hemoglobinas wvariantes
talassemias em pais de portadores de hemoglobinopatias, separados

por origem racial.
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ANAL ISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os dados desse trabalho s3o provenientes de registros
envolvendo varios tipos de populagles, podendo essas serem
diferenciadas sob varios aspectos, sendo um deles a prevaléncia
de hemoglobinas anormais. O comportamento das populagles guanto a
esse parametro pode ser avaliado, de certa forma, através do
registro da origem racial dos individuos (classificados em
caucastides e negroides). Dessa forma, consideramos os seguintes
fatores para cada individuo: procedéncia, origem racial e tipo de
hemoglobina encontrada nas analises. Com base nesses fatos & que
foram realizadas as analises estatisticas, utilizando—se teste
gqui—quadrado para a verificac3io de associagdo ou ndo entre os
fatores, ou comparacdo de proporcges. Cabe ressaltar gue na
presenga de uma amostra insuficiente a validade do teste qui-
quadrado comprometida.

Os resultados obtidos com base nas amostras observadas
em cada populagdo, levando em consideragdo a origem racial e a
presengca ou auséncia de hemoglobinas anormais foram relacionados
na tabela 20.

Observando os resultados dos testes de associacdo entre
os fatores origem racial (caucastide e negrobide). e presenga ou
auseéncia de hemoglobinas anormais dentro de cada populacgdo
estudada, constatamos que para os individuos de escolas da rede
estadual ha uma forte associacdo entre a origem racial e o tipo
de hemoglobinopatia. Esse fato pode ser verificado através da

probabilidade de significa@ncia calculada a partir da estatistica

gui—guadrado (p<0,001 - altamente significativo), observando-se

uma diferenca significativa entre a proporgido de negrétides com

178
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hemoglobinas anormais e caucastides com hemoglobinas anormais,
8,88% e 1,454 respectivamente.

Resultado semelhante observamos entre os usuarios de
postos de saude, onde 10,31%Z dos negréides, e 1,087 dos
caucasoides apresentaram hemoglobinas anormais. Tal diferenga foi
significativa em um nivel inferior a 0,001. Quanto as demais
populacgies nada se ptde concluir com base nas amostras
disponiveis, devido aoc numero insuficiente.

Outro aspécto interessante na exploracdo dos dados foi
a comparagdo das populagles duas a duas. A tabela 21 apresenta os
cruzamentos entre as populacglies e a proporgdaoc de hemoglobinas
anormais com os respectivos calculos de gqui—quadrado.

Da analise dos resultados pAde-se constatar que a

populagio formada por escolares (rede estadual, rede particular e

universidades), apresenta uma diferenga significativa da
proporgdo de hemoglobinas anormais com relag3o a campanha de
vacinagcdo, postos de salude e doadores de sangue, sendo que entre
os escolares ha uma proporgado inferior de casos de hemoglobinas
anormalils, {(como mostram os cruzamentos 2, 3 e 4).

A populagado de postos de sadade apresentou uma
diferenciagio estatisticamente significativa das Empresas e
Recém—nascidos., sendo que as duas Ultimas apresentaram menor
numero de portadores de hemoglobinas anormais (cruzamentos 6 e

).
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TABELA 20. Calculo estatistico e wvalor da probabilidade de
significancia do teste gqui—quadrado, nas populagoes onde a origem
racial estava determinada.

origem racial
populacdo — -
caucasoide negroide

Auséncia Presencga Auséncia Presencga
% %

Campanha de
vacinagldo 23,10 - 100,0
Empresas 98,80 F 96,73 X
Escolas
particulares 98.66 X
Escolas
estaduais 98,55 8,88 183,16 0,001(s)
Postos de
saude ?8.20 3 ] 10,31 18,92 0,001(s)
Universida

97,27 11,32 X

N3¥o & apropriada a utilizagl3o do teste qui-—-quadrado em fungao
do tamanho da amostra ser insuficiente para garantir o resultado.
(s)— valor significativo a um nivel inferior a 1%

Aus@éncia = corresponde & aus@éncia de hemoglobinas anormais
Presenga = corresponde a presenga de hemoglobinas anormais
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TABELA 21. Qui—quadrado e probabilidade para o teste de igualdade
de proporgties.

FProbabilidade

Cruzamento popul aglies
1 Escolares x Empresas
1.97%4 1.55% SR
2 Escolares x Campanha
1,97% 6,12% 0,000 (s)
> Escolares x P.Saude
1,97% 4,93% 0,000 (s)
Escolares » Doadores
1,97% 3,47% 0,000
Escolares R.N
1,974 1.67% 0,480

Empresas
1,55%
Campanha
b5,12%
Doadores
3.47%
P.Saude
4,93%
Campanha
6,12%
Campanha
6,12%
Campanha
6,12%
Empresas
15 D07
Empresas
1SS L
Doadores
3.47%
Velho
2,04%

P. Satde
4 ,93%
P. Saude
4 ,93%
P. Saltde
4 ,93%

R. N.
1.67%

: Empresas

1,55%

: Doadores

3,47%
R. N.
1,67%

¢ Doadores

3.47%
R. N.
1.67%4
R. N.
1,67%
Novo X
3.34%

0,000
0,457
0,081
0,000
0,000
0,012
0,000
0,001
0,836

0,001

0,001

(s) valor significativo a 5%

X comparagidoc entre os métodos de analise antigos e novos
P.Satiide = postos de salde e obras assistenciaisg
R.N. = recém—nascidos.
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P8de—se destacar através dos resultados da analicse
estatistica que a populagldoc designada por campanha de vacinaclo
mostrou maior indice de portadores de hemoglobinas anormais
(6,127.) e na comparagi3o com as outras populaglies, verificou-se
que somente com postos de salde apresentou uma porcentagem cuja
diferenca n3o se mostrou significativa (cruzamentos 7. 10, 11 e
12).

No cruzamento 15 observa—-se uma maior proporgdoc de
hemoglobinas anormais entre os doadores, quando comparados aos
recém—nascidos, com diferenga estatisticamente significativa,
porém, oOs casos de talassemias alfa, muito frequentes entre os
recém—nascidos analisados, foi suprimido, e entre os doadores
ocorre uma "seleglo" dos portadores de talassemia beta
heterozigota, que podem apresentar hematécrito levemente
alterado, n3o sendo aceitos, portanto para doagdo.

Comparando as técnicas de analise para
hemoglobinopatias wutilizadas anteriormente por nosso laboratorio
e a tecnologia hoje disponivel, observamos atraves do cruzamento
14 que a nova tecnologia permite detectar com maior precisdo as
diversas hemoglobinas anormais, evidenciando uma maior proporgao
de portadores de hemoglobinopatias nas populac@ies onde essas
técnicas foram utilizadas, com nivel de significancia inferior a
0,1%Z. Vale ressaltar que para estas comparaglies a talassemia alfa

foi retirada da proporg3do, pois no inicio dos programas

preventivos, o diagné6stico n3o era baseado em testes citolbgicos

especificos.
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ANALISE DO PROGRAMA DE PREVENCAO (abrangéncia, formas de

divulgag3o e aconselhamento)

Por se tratar de um programa que foi realizado ac longo
de dez anos, com diferentes grupos populacionais, a metodologia
aplicada foi também diversificada, sem contudo deixar de
considerar seis fases sequenciais:

1.Programagdo de atividades e selegdo de locais de coleta.

2.Conscientizagdo do programa para os escallies superiores ou
dirigentes, dos locais onde se procederam as coletas, e a seguir,
para as pessoas que seriam submetidas aos testes.

3.Coleta das amostras de sangue e identificag3do individual.

4 _.Analises laboratoriais.

S.Comunicagdo dos resultados.

6.Reunizdio de esclarecimento aos portadores de

hemoglobinopatias, aos pais ou responsaveis, 2 analise familiar.

Dentro do esquema proposto, a metodologia para
prevencdo foi aplicada em sua totalidade nos seguintes grupos:
Escolares e Universitarios, Postos de saude e Obras
assistenciais, Doadores de sangue, Recém—nascidos, Empresas e
Campanha de vacinagdo (Sabin). No grupo caracterizado como
"Encaminhamentos", a metodologia utilizada considerou as fases 3,
4 e 5 acima propostas.

E importante destacar que a metodologia utilizada foi
sendo gradativamente expandida e melhorada & medida que o
programa se desenvolvia e se tornava mais abrangente. Um exemplo
desse progresso refere-se a fase de conscientizag3do que, no
inicio, era realizada apenas por meio de palestras, a seguir,

sentimos a necessidade de incluir um boletim explicativeo -

18=
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modificado & medida gue o programa foi sendo desenvolvido - e
finaimente foi editado um audio-visual, com diapositivos e
gravacio. Por outro 1lado, o desenvolvimento das técnicas
laboratoriais foi sendo realizado e implantado gradualmente. No
inicio do programa de prevengdo, de 1982 a 1984, utilizamos para
screening dos portadores técnicas eletroforéticas em pH alcalino
e acido, permitindo as microanalises com grande eficié@éncia, pois
as coletas eram realizadas por pung3o digital. A partir do inicio
de 1985, a introdug3do do teste de resisténcia globular osmética
em NaCl 0,36% auxiliou o screening das talassemias beta,
permitindoc uma sensivel elevagdio na detecgdo dessas alteractes.
Em 1987, com a adigdo da analise da morfologia eritrocitariaz a
fresco, também utilizada para o screening de talassemias beta.,
houve um grande aumento na frequéncia de casos detectados. E
importante destacar que a introducgldo dessas duas técnicas exigiu
apenas a coleta adicional de uma gota de sangue {(aproximadamente
90 microlitros). Entretanto. com a microtécnica de pesqguisa
citoldgica de Hb H intraeritrocitaria, através da coloragido com
Azul de Crezil Brilhante, também introduzida em meados de 1987,
tornou—se possivel a detecgdo de talassemia alfa com maior
sensibilidade. Dessa forma, nossos programas preventivos atuais
consideram como metodologia laboratorial basica para o screening
de hemoglobinopatias, as eletroforeses em pH alcalino e acido,
testes de resisténcia globular osméotica em NaCl 0,36%, analise da
morfologia eritrocitaria, e pesgquisa intraeritrocitaria de Hb H.

= diversificagdo dos grupos estudados exigia

diferenciag3o com relag3o a comunicagdo dos resultados e a

utilizada em estudantes foi a mais completa, motivo pelo qual foi

aqui apresentada na integra. Entretanto, sem prejuizo do objetivo
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da divulgaglo e conscientizag3o, as comunicagBes para os outros
grupos estudados foram realizadas utilizando expresstes gue
permitissem o entendimento do programa, dos resultados dos
exames, etc. Assim, passamos a descrever os resultados da
metodologia utilizada no grupo de estudantes de escolas das redes
estadual e particular, seguido dos outros grupos.

1) Fase de programag3o de atividades e selegiio de escolas —
A forma de execuglo das atividades incluiram: nominag3o do
Programa; contatos com a Delegacia Regional de Ensinoc de S3c José
do Rio Preto; seleg3o das escolas; formas de coleta das amostras
de sangue; identificag3o dos escolares, catalogagdo e transporte
das amostras; técnicas 1laboratoriais para a detecgio e
identificac3do de hemoglobinas anormais. O nome escolhido para o
programa foi "Vocé tem anemia hereditaria?". A seleglo das
escolas fundamentou-se naquelas que possuiam o segundo grau
escolar. Com relag3o Aas escolas da rede particular, foram
consideradas todas as cinco em funcionamento na epoca.

2) Fase de conscientizag3o do programa aos professores e
alunos das escolas selecionadas - Inicialmente apresentamos o
programa a diregdio da Delegacia Regional de Ensino, 6rgd3o oficial
do governo estadual, responsavel pela coordenagdo das escolas
estaduais de S¥o José do Rio Preto e regi3o. Por meio deste brgio
foi possivel realizar uma reuni3o de esclarecimento aos
professores de Ciéncias e Biologia, bem como aos diretores e
representantes das escolas envolvidas. Nessa ocasi3o foram
apresentados os objetivos do programa e nogBes basicas sobre as
Causas e consequéncias das anemias, e anemias hereditarias com

enfase especial para talassemias e falcemias heterozigotas e

homozigotas. Na oportunidade, solicitou-se aos professores




divulgagdo das informaglies aos estudantes. Vale ressaltar que a
aceitag3o do programa por parte dos dirigentes e professores das
instituiglies escolhidas foi grande e com intensa participaci3o de
todos.

A conscientizagdo dos escolares foi realizada em cada
escola selecionada, precedendo as coletas de sanque, através da
distribuic3o de folhetos ilustrativos que explicavam sucintamente
as seguintes questes: o que & anemia; gquais as causas de anemias
o que & anemia hereditaria; o que deve fazer o portador de anemia
hereditaria. A seguir, eram explicados os objetivos de nossa ida
agquela escola, e finalizando, projetava—-se um audio visual sobre
o programa, com durac3o de quinze minutos abordando os seguintes
topicos: retirada de sangue; composigcdo e fungdo especifica de
cada tipo celular sanguineo; anemias e Suas causas: anemias
hereditarias: causas e origens: talassemias e falcemias;
distribuig3o geografica dessas hemoglobinopatias no Brasil e
paises da Europa, Africa = Asias; importancia das
hemoglobinopatias para a saude publica, genética, hematologia e
bioquimica; analises laboratoriaisg cuidados basicos que oOs
portadores de hemoglobinopatias devem ter. Apos esta explanagao

iniciava—-se a coleta de sangue.

3) Fase da coleta de sangue - optou—-se nesta atividade pela

pung3oc digital por meio de lancetas descartaveis e armazenamento
do sangue em tubos capilares heparinizados, obtendo-se desta
forma cerca de S0 microlitros de amostra de cada escolar
previamente identificado por nome, sobrenome, idade, sexo, cor da
pele, e procedéncia. Os tubos capilares preenchidos com sangue, e
vedados em uma das extremidade com massa de modelar, eram

alojados em compartimentos plasticos com capacidade para vinte e
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cinco tubos, cujos numeros coincidiam com o0s da folha de
identificagdo correspondente. Muito poucos alunos das escolas
analisadas deixaram de realizar as coletas, estando sempre
bastante interessados com o programa.

4) Fase das analises laboratoriais das amostras - As
analises foram efetuadas no maximo 24 horas apos a coleta, e
compreenderam trés etapas: a) técnicas seletivas para detecgdo de
hemoglobinopatias; b) técnicas especificas para identificacgdo de
hemoglobinas anormais; c) técnicas para caracterizacgdo estrutural
de alteracglies de hemoglobinas variantes, que foram se compondo
conforme ja exposto. Todas as amostras foram submetidas as
analises e aqgquelas gue apresentaram alteraglies foram separadas
para estudos complementares.

As amostras que exibiram anormalidades no processo
seletivo, foram submetidas a eletroforese em agar—fosfato pH 6.2,

identificando assim as Hb S e C nas combinaglies usuais (AS., AC,

85, 6SC); As amostras que apresentaram aumento de Hb Fetal, ou

formas variantes diferentes, foram submetidas a técnicas
especificas como dosagem de Hb Fetal, ou caracterizacgao
estrutural. As amostras suspeitas de apresentarem talassemias,
foram coletadas novamente e submetidas as analises orientadas
pelo grupo de trabalho da Organizag3o Mundial da Saude para o
diagnostico destas patologias.

As técnicas utilizadas para caracterizagdo estrutural
de hemoglobinas variantes raras, n3o qualificaveis pelos métodos
anteriores, foram submetidas a eletroforeses para separagdo de
globinas em acetato de celulose, usando tamp3o TRIS-EDTA-BORATO
com Uréia &M e 2-mercaptoetanocl 0,05M nos pH 6,0 e 8,9. e

fingerprinting de hemoglobinas por analise de péptidos isclados
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por ac3o triptica e submetidos, a sequir., a eletrocromatografia
bidimensional. As amostras coletadas foram suficientes para a
realizacg3o das duas primeiras etapas de analises laboratoriais.
As caracterizaglies posteriores requereram novas coletas de sangue
por punci3oc venosa.

S5) Fase de comunicagdo dos resultados aos portadores de
hemoglobinopatias — Os resultados foram divulgados a cada
portador por membros componentes da equipe. Na ocasi3do era
entregue uma carta explicativa sobre o tipo de alteragao
identificada, onde se destacava o0os cuidados basicos que o
por tador deveria tomar e convidava—-o Jjuntamente com seus
familiares, a participarem da reunifio de esclarecimento em data
previamente estabelecida.

&) Fase de reunilies de esclarecimentos aos pais ou

responsaveis dos portadores de hemoglobinopatias - Essas

reunibties, realizadas para cada grupo de quinze a vinte e cinco
portadores, tinham durag3o total de noventa minutos e foram
padronizados para a abordagem dos seguintes temas: sangue, seus
componentes e suas funglies; o que & anemia e quais suas causas
mais comuns; anemias graves e moderadas; O que s3o anemias
hereditarias e quais as formas de transmiss3do; anemia hereditaria
imperceptivel (heterozigota) = perceptivel {homozigota):
talassemias: causas e efeitos nas formas homozigota e
heterozigota; quais os cuidados basicos que o talassémico deve
ter; falcemias (Hb S): causas e efeitos nas formas heterozigota e
homozigota; quais os cuidados basicos que o falcémico deve ter;
hemoglobinopatia C e suas manifestaglBies nas associaglies com
outros genes anormais (Hb S/C, Hb C/talassemia); noglles gerais

sobre a origem das anemias hereditarias no Brasil; aconselhamento
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genético. A Gltima parte da reuni3c com duracdoc de trinta
minutos, foi destinada a perguntas pelos portadores e seus
familiares. Ao final da reuni3o os portadores recebiam suas
carteiras de identificagdo da anemia hereditaria, sendo
orientados no sentido de apresenta-las a cada consulta médica. Em
seguida efetuavam-se as coletas de sangue de seus familiares para
a analise de detecglo dessas alteragBes hereditarias. A resposta
ao chamado das reunifljes de esclarecimento esteve dentro das

previsfies do nosso laboratério, com intensa participaco de pais

e familiares, que mesmo apbs as reunides encaminhavam outros

parentes ao laboratério para analise.

As analises em obras assistenciais e empresas seguiu
basicamente o0 mesmo esquema para coleta e analise laboratorial
utilizados nos escolares.

Para amostras provenientes de postos de saude, doadores
e recém nascidos, a coleta era realizada em seus locais de origem
atraves de pun¢3o venosa, usando-se EDTA como anticoagulante, e
encaminhadas ao nosso laboratério com as respectivas
identificagbes, e dados relativos & idade e cor de pele, sendo
que este ultimo nem sempre era preenchidc pelos responsaveis
pela coleta das amostras, provavelmente devido a inexperiéncia em
identificar as caracteristicas referentes a cada origem racial.
Todas as amostras foram inicialmente submetidas a trés testes:
analise da morfologia eritrocitaria, teste de resisténcia
osmotica em solugdo de NaCl 0,36%, e eletroforese em pH alcalino.
As amostras que apresentaram alteracties na morfologia
eritrocitaria ou resisténcia osmotica., ou ainda em ambos, foram
submetidas & hematimetria, dosagem de hemoglobina A; e pesquisa

de agregados intraeritrocitarios de Hb H. As amostras que
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apresentaram anormalidades durante o processo seletivo de
eletroforese em pH alcalino, do tipo Hb § ou C, foram submetidas

a confirmaglies em eletroforese de pH acido, e as interaglies de

hemoglobinas variantes e talassemias foram submetidas a testes

especificos para suas caracterizagles. As variantes diferentes
das Hb S e C foram submetidas a técnicas especificas para sua
caracterizacdo.

Durante as analises realizadas na campanha de vacinagao
de 1992, orientamos os familiares e as criangas que seriam
vacinadas, por meio de folhetos explicativos sobre as anemias
hereditarias. Coletamos as amostras por pungdo digital,
realizando os testes de resisténcia osmbética e morfologia
eritrocitaria no mesmo dia. A seguir todas as amostras foram
submetidas a eletroforese de pH alcalino em acetato de celulose,
e pesquisa de agregados intraeritrocitarios de Hb H. Os
portadores que necessitavam de dosagens e testes complementares
foram chamados ao nosso laboratério para nova coleta de sangue. A
divulgagd3o dos resultados foi realizada por meioco de carta,
pedindo o comparecimento da familia ao laboratorio para receberem
a orientag3o necessaria referente ao tipo de hemoglobina anormal
detectada. A totalidade dos casos detectados compareceu aoc nosso
laboratério para receberem informaglies sobre as alteracgbes e
aconselhamento genético e educacional, assim como, seus
familiares.

No periodo compreendido entre 1982 e 1992, o
laboratérioco de hemoglobinas desenvolveu atividades de Centro de
Referéncia para o diagnostico de Hemoglobinopatias, e dentro
dessa atividade, realizamos analises em milhares de amostras

encaminhadas atraves de solicitacgbes de hematologistas,
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analistas clinicos, patologistas clinicos, biomédicos e
geneticistas. Os pedidos encaminhados incluiam pacientes
suspeitos de serem portadores de hemoglobinopatias, pacientes com
anemia refrataria a tratamentos convencionais, pacientes com
anemias hemoliticas de causa desconhecida, e portadores de
hemoglobinas de dificil identificaglo. As amostras de sangue
foram coletadas por pung3o venosa 2 com uso de anticoagulantes.
Os meios de transporte utilizados foram o aéreo e o rodoviario:
algumas amostras foram encaminhadas por Sedex, da Empresa
Brasileira de Correios e Telégrafos. A forma de acondicionamento
utilizada foi caixa de isopor, geralmente com gelo reciclavel em
seu 1interior. A identificacido das amostras seguiu o mesmo padr3oc
das anteriores.

Todas as analises foram desenvolvidas por métodos
padronizados em nosso laboratébrioc para o diagnéstico de
hemoglobinas anormais e talassemias, sendo que inicialmente todas
foram triadas pelos testes de resist@ncia globular osmé6tica,
analise da morfologia eritrocitaria e eletroforese de pH alcalino
em acetato de celulose. A comprovagdo de Hb S e C foi feita por
eletroforese em gel de agar, pH &.2. Para a caracterizagl3o de
outras variantes hemoglobinicas foram utilizadas a focalizagdo
isoeletrica, eletroforese de cadeia polipeptidicas em pH alcalino
e acido e mapeamento peptidico, quando necessario. Diante da
suspeita de hemoglobinas instaAveis realizamos testes especificos
de estabilidade molecular, determinaci3o qualitativa e

guantitativa de metemoglobinas e pesquisa de corpos de Heinz. As

dosagens de hemoglobinas A; e Fetal foram realizadas nas

suspeitas de talassemias e em suas interacBes com hemoglobinas

variantes. Para as talassemias alfa, foi pesquisada a presenga de
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agregados intraeritrocitarios de Hb H, bem como a presenca de Hb

H em eletroforese de acetato de celulose.

AVA
AVAVE
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V. DISCUSSAO

A populagio brasileira & reconhecidamente muito
miscigenada, devido as caracteristicas de nossa colonizac3o, gue
absorveu lentamente, grandes contingentes populacionais, e
portanto, apresenta genes que sao caracteristicos de determinadas
origens raciais. 0Os genes responsaveis pelas hemoglobinas
anormais, sdo encontrados em nossa populagdo com prevaléncias gque
variam de regildo para regido dependendo de seus grupos raciais
formadores. A detecgio dos portadores heterozigotos, e
sabidamente assintomaticos, & de grande importa8ncia para a sauade
publica, pois representam fonte de novos heterozigotos e
possiveis homozigotos.

Programas de prevengio se revestem de grande
importancia para a conscientizag¢gdo dos heterozigotos., fornecendo
dados para que possam decidir de maneira responsavel sobre seus
descendentes, favorecendo o direcionamento clinico para os casos

brandos, e acompanhamento adequado aos portadores de formas

graves. A melhor idade e a populag3o ideal para esse tipo de

estudo s3o discutiveis. Uma adequada tecnologia para (=]
diagntstico é indispensavel, utilizando-se varios testes
laboratoriais, dados clinicos e estudo familial, bem como a
formag3do de pessoal capacitado para o correto diagnéstico,
conscientizagdo da populagldo e acompanhamento dos portadores.
Recentemente a Organizagao Mundial da Saude divulgou as
dificuldades que alguns paises tém para realizar tratamento
adequado e eficiente aos portadores da doenga Tfalciforme e
estimula a execugdo tanto de programas educativos para

profissionais da salde e populagdo em geral quanto de prevengido




(W.H.O., 1989).

A populagdo brasileira & formada por 44%Z de negros, é
pobre e a mortalidade infantil reflete a falta de satude e infra
estrutura basica. Mesmo assim, & importante a conscientizagdo e a
prevencdo de doengas genéticas como a anemia falciforme e as
talassemias que podem ter seus quadros clinicos agravados nestas

situagles. Tais doengas eram tidas ha alguns anos atras como uma

sentengas; hoje, no entanto, s3o passiveis de cura, e as

perspectivas melhoram a cada dia com os avangos da terapia
genética. Com base nesses dados e no trabalho classico de
Silvestroni e Bianco (1975), na I1talia, o Centro de Referéncia de
Hemoglobinas vem realizando estudos preventivos de
hemoglobinopatias desde 1982.

As primeiras comunicacglies sobre prevaléncia de
hemoglobinopatias no Brasil datam do inicio da década de 40.
Dessa época até o final dos anos 60, as analises dispunham de
tecnologia limitada, e certamente por este motivo, as
hemoglobinas anormais descritas tenham sido apenas Hb AS. Hb AC,
Hb SS e Hb SC, nas populagles examinadas. Nos trabalhos
publicados neste periodo quase nada se refere as talassemias.
Evidéncias mais consistentes a4 respeito de hemoglobinopatias no
Brasil podem ser encontradas nos trabalhos de Monteiro Marinho,
em 1970, sobre Hb S no Rio de Janeiro; Naoum em 1982, a respeito
de hemoglobinopatias no Estado de S3o Paulo, Culpi e Salzano em
1984, abordando hemoglobinopatias em Curitiba; Ramalho em 1986,
sobre talassemias no Estado de S3o Paulo; Alvares Fo. em 1990,
sobre a distribuigi3o de Hb S no Brasil. Em nosso pais a
prevaléncia de hemoglobinas anormais & extremamente variavel e

influenciada por fatores ecolégicos e raciais, variando ainda
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conforme a regi3o analisada, de & a 12%, mas de modo geral, a
estimativa de hemoglobinas anormais & de 4% (SALZANO, 19793 HUTZ,
19813 ZAGO e cols, 19813 ZAGO e cols, 1983: NAOUM e cols, 1983;
NAOUM, 19843 RUIZ e cols, 19863 NAOUM e cols, 1987; GUERRA e
cols, 1987; SONATI & COSTA, 1990; NAOUM e cols, 1991; MEDEIROS e
cols, 1992).

o presente trabalho descreve os resul tados da

prevaléncia de hemoglobinas anormais em diferentes populaglies do

Brasil, de diversas procedéncias, especialmente do Estado de S3o
Paulo, analisadas com técnicas laboratoriais que foram se
compondo num espago de dez anos, em uma metodologia hoje proposta
pela sua eficiéncia e, finalmente, apresenta os resultados
obtidos em programas de prevengdo, que foram melhorados
gradualmente no curso de sua aplicag¥o.

(41 diversidade da populag3o analisada pode ser
constatada, inicialmente, pela heterogénea amostragem gque inclui
recem—nascidos, criancas de postos de saude e de obras
assistenciais, adolescentes de escolas de segundo grau, adultos
de universidades, empresas e doadores de sangue, além daqueles
provenientes de campanhas de vacinagdc com ampla variedade
etaria. Para todo este conjunto foi possivel proceder a aplicagado
de programas preventivos, que resultaram em investigaglies de
familiares e aconselhamento genético. Por outro lado foram
incluidas também analises efetuadas por encaminhamentos médicos e
laboratoriais de pacientes ou amostras de sanque coletadas nos
locais de origem. Enfim, todas essas anAlises possibilitaram que
fossem realizadas pesquisas em 41.235 amostras de sangue, de 158

cidades pertencentes a 21 Estados brasileiros.
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As analises efetuadas possibilitaram detectar 5.356
hemoglobinas anormais, caracterizando um total de quatorze
genotipos especificos e que incluem as seguintes hemoglobinas
variantes e suas associagles: S (AS, SS, SC), C (AC, CC), I (AI),
N (AN), D (AD), B2 (AB2), J (AJ), Lepore (A-Lepore), ™M (AM
Boston), Koln (A-Koln), Constant Spring (A—CoSp), além de
metemoglobinemias e hemoglobinas instaveis n3o identificadas; e
os seguintes tipos de talassemias: talassemia beta heterozigota,
talassemia beta homozigota, talassemia alfa (incluindo as com um,
dois e trés genes afetados), associaghes entre talassemia alfa e
beta, persisténcia hereditaria de hemoglobina Fetal e as formas
interativas: Hb S/talassemia beta, Hb C/talassemia beta, Hb
D/talassemia beta, Hb SS/talassemia alfa, Hb AS/talassemia alfa,
Hb AC/talassemia alfa.

Analisando esses resultados, observa-se a formidavel

diversidade genotipica de hemoglobinas variantes e talassemias

numa amostragem que representa apenas uma pequena frag3o da

populag3o brasileira. Entretanto, & necessario considerar que as
Hb AS e AC predominam entre as hemoglobinas variantes e as
talassemias alfa e beta heterozigotas entre as formas
talassé&micas. Em vista destas consideragbes iniciais, os
resul tados gerais obtidos ndo apresentam diferencas
significativas quando comparados com oOs da literatura.
Entretanto, ao efetuarmos as analises dos resultados especificos
para cada populagi3o examinada observamos algumas diferencgas,
notadamente em relag3o as amostras coletadas durante o programa
de prevengdo na campanha de vacinag3o "Sabin", cujos resultados
mostraram uma prevalé@ncia de 15,42% de portadores de hemoglobinas

anormais, com destaque para talassemia alfa (2,914), e entre os
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recem—nascidos que resultaram em 7,207 de portadores, também com
maior prevaléncia de talassemia alfa. E provavel que na
amostragem proveniente do programa de campanha de vaciang3o, o
alto indice de alteraglies de hemoglobinas deveu-se aco fato de
terem sido analisados varios membros de grupos familiares (pais.
filhos, irm3os), destacando-se, porém, gue a coleta foi realizada
sem preéevio aviso de que as analises para anemias hereditarias
(hemoglobinas anormais) seriam efetuadas. Desta forma, acredita-—
se que a alta prevaléncia de talassemias possa ser explicada pela
eficiéncia dos testes aplicados. A aus@ncia na literatura de
analises em grupo populacicnal semelhante impede a comparagi3o dos
resultados obtidos. Nessa populagio a resposta ao programa
preventivo foi altamente efetiva, abrangendo de maneira uniforme
os grupos familiares estudados.

Com relaglc aos recém—-nascidos, destaca-se que os
resultados deste trabalho n3o divergem dos obtidos por outros
autores que estudaram amostras semelhante em outras regidies do
Brasil (RUIZ e cols, 198&6; COSTA e cols, 1989), no entantoc, com
relagdo a divulgaclo dos resultados e aconselhamento genetico e
educacional, essa amostragem ficou prejudicada pois n3do tivemos
contato direto com os possiveis portadores e seus familiares e
sim com o hospital que encaminhava as amostras. Os resultados
foram encaminhados ao hospital que se encarregaria de anexa-los
aos prontuarios, mas n3%o obtivemos retorno dos portadores e
familiares para estudos complementares.

Nas populaglies onde foi possivel a caracterizagio

racial, a analise estatistica para prevaléncia de

hemoglobinopatias correlacionada aos grupos negroides e

caucasoides, mostrou ser significativa entre os escolares da rede

194

%m 1 2 3 4 5 6 7 lj'1(as;r).ml 12 13 14 15 e I7 18



estadual (p<0,001) e em postos de saide (p<0,001). 0 restante das
populagies ndo apresentaram numero suficiente para a utilizacl3o
de testes estatisticos.

As diferentes populaglies analisadas duas a duas,
excetuando os encaminhamentos e os casos de talassemia alfa, para
observar a prevaléncia de hemoglobinas anormais, nota-se que a
populagdo formada por escolares (rede estadual, rede particular e
universidades) apresenta diferenga significativa em relagi3o a
amostra formada por: campanha de vacinag¢do, postos de satude e
doadores de sangue, sendo que entre os escolares a proporgdo de
hemoglobinas anormais foli menor que nas outras populagles. Tais
resultados podem ser explicados pelo fato de que, entre os
escolares, a metodologia diagn6stica utilizada foi basicamente
eletroforética, e portanto, grande parte das talassemias passaram
desapercebidas.

A amostra de postos de saude apresentou diferengas
estatisticamente significativas, quando comparadas as empresas e
recém—nascidos, com fregquéncias menores de hemoglobinas anormais
nas duas Gltimas. Do total de 5.776 criangas analisadas, apenas
939 apresentaram caracterizagldo racial, o que se deve em parte,
pela dificuldade das pessoas que realizaram as coletas das
amostra, em identificar corretamente tais caracteristicas. Desse
montante, 340 foram caucasotides e 199 negroides, e a forma de
hemoglobina anormal mais frequente entre os caucastides foi a
talassemia alfa e entre os negroides a Hb AS.

A amostra analisada na campanha de vacinag3do mostrou

maior proporcao de hemoglobinopatias e a diferenga foi

significativa em todas as comparagles exceto com postos de satde.

Este fato evidencia a facilidade de analise familial e sua
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abrangéncia com relagdic ao diagnéstico e aconselhamento
educacional, aliada ao uso de técnicas adequadas para o
diagnostico.

Com relagdo a doadores e recém—nascidos, a proporc3do de
hemoglobinas anormais foi maior no segundo grupo com diferencgas
estatisticamente significativas, © que pode ser explicado em
grande parte, pelo fato de os possiveis portadores de talassemias
beta e seus pais ndo terem retornado ao laboratério para analises
complementares, e confirma¢3o diagnt6stica, o que provavelmente,
elevaria o numeroc de hemoglobinas anormais entre os recém—
nascidos, podendo apresentar resultados estatisticos diferentes.
Entre os doadores, a talassemia beta heterozigota apresentou

menor frequéncia, provavelmente devido aoc fato de que os

portadores desta patologia podem apresentar alteragles no

hematdcrito, o que os impossibilitaria de realizarem doaglies de
sangue. Entre os doadores de sangue a resposta ao programa
preventivo foi positiva. Grande parte dos portadores compareceram
ao nosso laboratorio para estudo familiar.

Comparandoc o conjunto de técnicas utilizadas no inicio
da campanha de prevengl3o, em 1982 e as realizadas atualmente no
Centro de Referéncia de Hemoglobinas, nota—-se que o aprimoramento
técnico desenvolvido ao longo deste periodo nos permite
diagnosticar com maior precisdo as diferentes hemoglobinas
anormais, principalmente as talassemias. Vale ressaltar que as
analises estatisticas excetuaram a talassemia alfa, pois no
inicio desse programa preventivo os testes especificos para essa
alteragdo n3o eram ainda aplicados.

Progressos significativos tém sido observados nas

ciéncias basicas relacionadas aos servigos de saude, mas
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programas educativos e de prevengao =¥ {a] necessarios,
principalmente em paises onde a mortalidade infantil por causas
nao genéeticas, alcangam indices preocupantes {(WALKER, 1992). As
hemoglobinopatias s3o as mais comuns das alteraclies que acometem
o gene da globina humana e s3o consideradas sérios problemas de
satide publica em paises onde os indices s3o relevantes. Em nosso
pais estes 1indices s3o significativos em algumas regilies, no
entanto, muito ainda deve ser realizado em termos de salUde
piblica, em beneficio da nossa populacfio. Diante destes fatos, os
programas preventivos e educativos para hemoglobinopatias ainda
constituem um meio bastante eficaz para a conscientizacgio
populacional, na tentativa de diminuir ou minimizar os efeitos
dessas alteracglies em nossa populagso.

A intensa diversidade fenotipica das hemoglobinopatias
e principalmente das talassemias pode ser hoje explicada por

técnicas de DNA recombinante (CAO e cols, 1991). Programas

preventivos para o controle de talassemias baseados em screening,

aconselhamento e diagnéstico neonatal, aliado a tecnologia de
ponta, torna tais programas altamente efetivos. resultandoc em
sensivel declinio na incidéncia de homozigotos, como observado em
paises que fazem uso desta tecnologia (W.H.O., 1989). 0O crescente
namero de pesquisadores e profissionais que tém se dedicado ao
estudo das hemoglobinas anormais, aliado a melhoria técnica dos
laboratéorios clinicos, tém permitido obter informaglies cada ve=z
mais consistentes acerca da importancia que as hemoglobinopatias
representam para a saude publica de nosso pais.

Durante o periodo de 1982 a 1992, as amostras
encaminhadas ao Centro de Referéncia por médicos., laboratérios e

instituigtes de saude, para o diagnostico de hemoglobinas
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variantes e talassemias, foram de tal representatividade que
optamos por dividi-las em dois grupos: do Estado de S¥o Paulo, e
de outros Estados do Pais. A faixa etaria foi bastante variavel e
a caracterizagdo racial nem sempre acompanhou os pedidos de
encaminhamento, provavelmente devido a dificuldades em reconhecer
tal caracteristica.

As amostras provenientes de outros Estados da federagdo
foram separados por regilies administrativas, totalizando 158
cidades em 21 Estados. Do total de 4.773 amostras analisadas,
22959 (48,1%) apresentaram hemoglobinas anormais, sendo as
talassemias alfa e beta heterozigotas as mais freguentes seguidas
da Hb AS. Vinte gendtipos diferentes foram detectados incluindo
hemoglobinas variantes e talassemias interativas destacando,
portanto, a grande diversidade desse tipo de alterag3c genética
em nossa populagido. A regidio Norte foi a que apresentou maior
prevaléncia de hemoglobinas anormais seguida da regi3o Nordeste.
A diferenga de prevaléncia de hemoglobinopatias nas diferentes
regibfies administrativas foi estatisticamente significativa.
Quando observamos a prevaléncia de diferentes hemoglobinas
anormais nestas populagles fica evidente a grande dificualdade de
outros centros em identificar e diagnosticar corretamente as
diferentes formas de talassemias e variantes raras, mostrando a
necescidade continua de formag3o de recursos humanos capacitado.

As amostras provenientes do Estado de Si3o Paulo
totalizaram 4.038 pessoas de exatamente 100 cidades. Deste total,
45,6% apresentaram hemoglobinas anormais. As cidades estudadas

encontram—-se distribuidas pelas 11 regidies administrativas do

Estado, e a oitava regi3o, que inclui S¥o José do Rio Preto,

somam—se 48 cidades, com uma amostra de 3.612 individuos, dos
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quais 447 apresentaram hemoglobinas anormais. Nas outras regibes,
das 52 cidades estudadas, as 426 amostras analisadas apresentaram
58,7% de hemoglobinas anormais.

Destaca—se ainda que, a grande maioria das amostras
encaminhadas era suspeita de apresentar algum tipo de
hemoglobinopatia ou possuia anemia & esclarecer, o que pode
explicar a alta frequéncia encontrada. Tais fatos evidenciam
ainda mais a import&ncia da realizag3o de programas preventivos e
a continua necessidade de formagdo de recursos humanos
capacitados para a realizag3o de diagné6sticos corretos em seus
centros de origem, bem como a orientagdoc de portadores e de seus
familiares.

Os programas preventivos a nivel neonatal s3o
amplamente difundidos em paises da Europa, principalmente por
possibilitarem a profilaxia de homozigotos precocemente.
Favorecem, ainda, a sobrevida, minimizando os efeitos deletérios
da doenga, com redug3do significativa da morbidade & mortalidade
infantil, além de apresentarem excelente retorno em nivel de
aconselhamento genético (ROWLEY e cols, 1991; LOADER e cols,
1991). As hemoglobinas anormais e talassemias atingem em média 4%
da populagdo brasileira, com nitidas variaglies regionais. Assim,

se faz necessaria uma maior sensibilizagl3o dos orgdos oficiais de

saude para que programas de tal envergadura possam ser realizados

em nossa populagdo, ja que a estimativa de nascimentos de uma das
formas de hemoglobinas anormais, como €& o0 caso da anemia
falciforme (Hb SS), & de 1:2.500 criangas por ano. Estudos
populacionais realizados por varios pesquisadores brasileiros,
indicam que o gen6tipos mais frequentes na nossa populagl3o s3o os

da Hb AS e as talassemias alfa e beta heterozigotas. 0 uso de
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técnicas mais precisas para o diagnbstico, e de pessoal
capacitado, foram fundamentais. Técnicas como a focalizacglo
isoelétrica e analise molecular, auxiliaram na identificag3o de
novos mutantes facilitando o diagnbostico, sendo certamente
responsaveilis pelo aumento no nGmero de casos de algumas
alteraglties como as talassemias alfa. No entanto, para a realidade
econmica de nosso pais, ndo e possivel a utilizagdo de tais

técnicas em laboratéorios de rotina e estas ficam restritas a

poucos centros de pesquisa, dificultando o estudo a nivel

populacional. As talassemias alfa sdo bastante freguentes na
China, Malasia, Nova Guiné, India, Arabia Saudita e em populacglies
do novo mundo que descendem destes paises, bem como de regilies da
Africa e Mediterraneo, entre outras. A frequéncia de talassemia
alfa em nosso pais, ja foi estimada pela presenga de Hb de Bart
em recem—nascidos, com prevaléncias que variam de 0,7 a 11.9%Z na
populag3doc negra e miscigenada, estando por volta de 4% entre os
caucastides (ZAGO e cols, 1983; SONATI, 1987; PEDROLLO e cols,
1990).

A metodologia utilizada para o diagnéstico mostrou-se
importante para estudos populacionais, e este fato pode ser
constatado com a evolug3do das atividades praticas. No inicio do
programa preventivo nas escolas eram utilizadas basicamente
técnicas eletroforéticas e, por 1isso. a talassemia alfa
apresentou indices abaixo do observado na literatura atual:
escolas estaduais (0,10%), escolas particulares (0,0%),
universidades (0,30%), empresas (0,104), pais de portadores
(1,30%4). Quando acrescentamos testes especificos para o auxilio
diagnostico das talassemias, a saber: analise da morfologia

eritrocitaria. resisténcia osmbtica e pesquisa intraeritrocitaria
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de Hb H, o aumento no numero de casos foi sensivel: campanha de
vacinacgdo (2,91%) e recem—nascidos {5,562%4). Para os
encaminhamentos médicos de anemia crdnica ou a esclarecer este
indice chegou a 17,0% evidenciando a grande dificuldade técnica
em diagnosticar corretamente estas alteragles. Para os recém—
nascidos a utilizag®3o da técnica de focalizaglo isoelétrica foi
decisiva na identificag¢do das fraglies confirmadas por pesquisa
citoldgica dos corpos de Hb H.

E sabidamente comprovada a existéncia de determinadas
hemoglobinopatias em alguns grupos raciais, podendo—-se relacionar
seus polimorfismos as origens raciais, como € o caso da Hb S para
negros africanos e a talassemia beta para povos do mediterraneo.
Com o uso de tecnologia de DNA, pode ser determinado exatamente o
haplotipo caracteristico de uma determinada populagldo, e no caso
de nosso pais, determinar quais as populaglies que tiveram
influencia na sua formag3o. Muitos estudos, no entanto, tém sido

feitos relacionando—se as caracteristicas fenotipicas raciais aos

tipos de hemoglobinas anormais. Com este intuito, nas populaglies

analisadas em nosso trabalho, e nas quais obtivemos informaglies
acerca da origem racial (caucastide ou negroide), foram
realizadas analises estatisticas para verificar a associagdo de
hemoglobinopatias com as populagles estudadas. Observamos que
entre os escolares da rede estadual esta associaglo foi
significativa para os negroides (p< 0,001). Resultado semelhante
foi observado entre as criancas de postos de saiade (p< 0,001). As
amostragens com determinaglo da origem racial nas outras
populagties, ndo apresentaram numero significativo para analise

estatistica.
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A intensa diversidade fenotipica das hemoglobinopatias
e principalmente das talassemias pode hoje ser explicada por
tecnicas de DNA recombinante (CAQ e cols, 1991). O diagné6stico
pré—natal vem sendo amplamente divulgado e realizado em outros
palses com altos 4indices de hemoglobinopatias, porém, para o
Brasil, esta realidade est& muito longe de ser efetivada. Nossa
legislac3o n3o permite o aborto terapéutico, normalmente sugerido
abs casails em que homozigotos s3o detectados, e soma-se ainda, os
custos destas anadlises, que por serem muito altos tornam bastante
dificil sua aplicag3o em nosso pais. O diagntstico tardio destas
alteraglles em nosso meio, motiva a implantagdoc de programas
preventivos neonatais. Ainda se faz necessaria a concientizagdo
em nivel profissional para melhor atendimentoc de doentes e
portadores, bem como o retorno desejado em estudos neonatais em
nivel de aconselhamento e analise familial. Todos estes fatos
evidenciam a importancia da implantag3oc de programas educativos e
de prevengilo, o que poderia modificar a realidade vivida pelos ja
portadores destas alteragles, e auxiliaria outros tantos que
pudessem surgir.

Em nosso programa de prevengldo., a amostra que

apresentou melhor resposta a nivel de aconselhamento genéticoc e

educacional, foi a de escolares, coincidindo com a vis¥oc de
Silvestroni e Bianco, 1975, em seu estudo preventivo para
talassemia beta na Italia, no entanto, o uso de tecnologia
adequada tornaria os estudos em tal populagido muito mais efetivos
e abrangentes, o que p8de ser observado nos estudos familiares na
amostra de campanha de vacina¢o, sendo significativo para
estudos preventivos. Sem nenhuma duavida, a utilizac3o de

tecnologia diagndstica adequada aliada ao aconselhamento genético
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e estudo familial, favoreceriam o controle desta alterag3oc em

nosso meio. Vale ressaltar também, que a constante formag3o de

recursos humanos capacitado para o diagnéstico e aconselhamento

de tais alteragles s3o fundamentais para o seu conhecimento e

controle em nosso pais.

AVA
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V1. CONCLUSOES

i. No presente trabalho foram analisadas amostras de sangue de
41 .235 individuos sendo que S.356 (12,98%) apresentaram
hemoglobinas anormais em diferentes formas, das quais destacamos
a Hb AS (2,42%), Hb AC (0,68%L), talassemia beta heterozigota
(4,16%), talassemia alfa (4,21%), e outros vinte e dois gentotipos
diferentes com 1,49%Z incluindo talassemia beta homozigota,
talassemia alfa/beta, interaglies de talassemias com hemoglobinas
variantes {Hb S/talassemia beta, Hb C/talassemia beta, Hb
D/talassemia beta, Hb S/talassemia alfa, Hb AS/talassemia alfa,
Hb AC/talassemia alfa), Hb AS, Hb S5, Hb AC e hemoglobinas de
raras frequéncias como Hb SC, Hb AI, Hb AN, Hb AD, PHHF, Hb ARZ,
HbAJ, Hb Lepore, metemoglobinas, Hb AM Boston, Hb Constant Spring

e Hb Koln.

2. Para melhor analise as populaglies estudadas foram separadas em
dois grupos: as dos programas preventivos e as encaminhadas por
médicos e instituiglies. Nas populaglies estudadas durante os

programas preventivos de hemoglobinopatias foram analisadas

32.424 amostras de sangue, dentre as quais as hemoglobinas mais

prevalentes foram Hb AS (1,56%) e talassemia beta heterozigota
(0,82%). A frequencia de hemoglobinas anormais neste grupo para
cada uma das amostras foi a seguinte: Escolares da rede estadual
(1,967%.), Escolares da rede particular (1,32%), Universidades
(3,40%), Postos de saude (5,34%), Campanha de vacinagdo (15,42%),
Empresas (1,65%Z), Doadores de sangue (4,560X), recém—nascidos

{(7,20%), pais de portadores (22,2%). A prevaléncia media de
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hemoglobinopatias nos programaspreventivos foi de 7,01%.

Entre os escolares da rede estadual foram analisadas 12.703
amostras e as hemoglobinas anormais mais frequentes foram a Hb AS
(0,93%), as mais prevalentes entre os negroides, e talassemia
beta heterozigota (0,60%L), a mais prevalente entre os caucastides
analisados Em escolares da rede particular de ensino foram
analisadas 1.135 amostras e as formas mais frequentes de
hemoglobinas anormais a Hb AS (0,61%), seguida de Hb AC (0,35%),
sendo a Hb AS a mais frequente entre os caucasotides, e o uGnico

caso de Hb AC detectado entre os negroides.

4. A analise de 250 pais e familiares de portadores de
hemoglobinopatias mostrou 22,2% apresentaram hemoglobinas

anormais destacando a talassemia beta heterozigota (10,0%)

seguida de Hb AS (7,6%). Entre os caucastides a talassemia beta

heterozigota foi mais frequente e entre os negréides a Hb AS.

S. Entre os universitarios obtivemos 2.682 amostras, das quais
3,4% apresentaram hemoglobinas anormais. com maior prevaléncia de
talassemia beta heterozigota (1,60%Z) seguida de Hb AS (0,90%),
sendoc a talassemia beta heterozigota a forma mais prevalente
entre os caucasbides e a Hb AS a mais frequente entre os

negroides.

6. Para um total de 5.776 criangas de postos de saiude e obras
assistenciais, 5,34% apresentaram alguma forma de hemoglobina
anormal, sendo as mais prevalentes a Hb AS (2,99%Z) e a talassemia

beta heterozigota (1,15%).
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7. Em um dos postos de vacinag3o, durante campanha "Sabin"
realizada em agosto de 1992, foram analisadas familias que vinham
vacinar seus filhos, computando um total de 363 pessoas. Descse
grupo 15,42% apresentaram hemoglobinas anormais, sendo as
talassemias alfa (2,91%) e beta heterozigotas (3,58%), as formas
mais prevalentes. A talassemia alfa foi a mais prevalente tanto

em negroides quanto em caucasbides.

8. Entre os 904 funcionarios de algumas empresas de Sao José do
Rio Preto, 1,65% apresentaram hemoglobinas anormais, sendo a Hb
AS (0,81%) a forma mais prevalente seguida da talassemia beta
heterozigota e Hb AC com a mesma proporgdo (0,3%4). A Hb AS foi a

mais frequente tanto em negréides como em caucastides.

10. Durante o periodo de 1982 a 1984 os programas preventivos
revelaram indices de hemoglobinopatias relativamente pequenos
como podem ser observados em escolares da rede estadual (1,958%),
escolares da rede particular de ensinoc (1,32%), universidades
(3,40X) e empresas (1,65%), pois as técnicas laboratoriais
utilizadas baseavam—se apenas em eletroforeses. A partir de 1985,
com a introdug3do do testes de resistencia globular osmé6tica em
NaCl a 0,36%, observou-se um sensivel aumento da prevaléncia de
talassemias do tipo beta, e esse aumento foi maior ainda apts a
introdug3doc da analise morfolbgica dos eritrocitos, a partir de

margo de 1987.

11. No periodo compreendido entre 1990 e 1992 dos 7.403 doadores

de sangue, 4,607 apresentaram hemoglobinas anormais, sendo a Hb

AS (2,0%) a mais prevalente, seguida da talassemia alfa (1.17%4).
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Tais alteragties n3o apresentam qualquer tipo de sintomatologia. e
no caso das talassemias alfa tecnicas mais precisas auxiliaram

sua detecco.

12. Entre 1.208 recém—nascidos analisados, 7,207 apresentaram
hemoglobinas anormais, sendo a forma mais prevalente a talassemia
alfa, cuja confirmacao diagnéstica foi realizada por

identificacgdo de fraglies de Hb de Bart utilizando as de

focalizagdo isoelétrica e pesquisa de corpos de inclus3oc de Hb H

intraeritrocitarios. As talassemias beta n3o foram relacionadas
porque os casos suspeitos e seus familiares ndo retornaram ao

laboratédrio para testes complementares.

13. Dentro das amostras analisadas durante programas preventivos
a frequéncia de hemoglobinas anormais foram as seguintes: pais de
portadores (22,2%), campanha de vacinag3o (15,42%), recém-—
nascidos (7,20%4), Doadores de sangue (7,20%), postos de

satide/creches (2,99%4), escolares (2,15%) e empresas (1,565%4).

14. Os encaminhamentos de médicos e de instituigles, para anemias
a esclarecer, ou suspeita de hemoglobinopatias, provenientes de
100 cidades do Estado de S3%o Paulo, totalizaram 4.038 pessoas, e
deste grupo 45,6% apresentaram hemoglobinas anormais. As formas
mais prevalentes foram as talassemias alfa e beta heterozigotas.
Nas amostras provenientes dos outros 21 Estados da federacdo, de
158 cidades, 4.773 amostras de sangue revelaram 48,1% de
hemoglobinas anormais, sendo que as formas mais prevalentes
também foram as talassemias alfa 2 beta. Diante disto conclui-se

que as talassemias constituem um grupo de alteraglies de grande
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dificuldade de diagntstico laboratorial.

15. Nas populaglies onde foi possivel a caracterizagl3o racial. a
analise estatistica para a prevaléncia de hemoglobinopatias
correlacionada aps grupos raciais estudados mostrou que a
diferenga entre caucasbbides e negroboides & significativa entre os
escolares da rede estadual (p<0,001) e em postos de salude

(p<0,001).

16. Comparando os agrupamentos das amostras analisadas para
observar a prevaléncia de hemoglobinas anormais, excetuando—se os
casos de encaminhamento médico constituem um conjunto previamente
selecionado, e a talassemia alfa, por apresentar discrepancia de
prevaléncia devido a tecnologia diagnostica utilizada no inicio
dos programa de prevenglo, observa-se que as diferengas s3o
estatisticamente significativas nas seguintes comparagcbtes:
Escolares X Campanha (p<0,000); Escolares X Postos de Saude
(p<0,000); Escolares X Doadores (p<0,000); Empresas X Postos de

Saude (p<0,000); Postos de Saude X Recém—nascidos (p<0,000);

Campanha X Empresas (p<0,000); Campanha X Doadores (p«<0,012):

Campanha X Recém—nascidos (p4€0,000); Empresas X Doadores

(p<0,001); Doadores X Recém—nascidos (p<0,001).

17. A intensa diversidade fenotipica das hemoglobinopatias e suas
implicaglies sejam elas sociais ou clinicas, mostram a importancia
destas alterag¢Bies genéticas para a salde publica e evidenciam a
necessidade de implantag3o de amplos programas preventivos e de
formag3do de recursos humanos, visando a melhoria das condigles de

saude de nossa populagldo. Tais programas s3o de grande
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importancia para o controle desta alteragles em nosso meio, tanto

a nivel de formag3ioc de recursos humanos capacitado para o

diagnéostico, quanto para deteccgao de heterozigotos

aconselhamento genetico adequado a doentes e portadores.

18. Embora a nossa populag3o apresente caréncia em muitas Aareas

da saude puablica,

programas de tal porte podem contribuir para o

beneficio de individuos portadores de hemoglobinas anormais,

especialmente aqueles com as formas patolédgicas.

AVA
AVAVE

6 7 unespwl 12 13 14 15 16 17 18



VII. RESUMO

Uma caracteristica importante das hemoglobinas anormais
& sua distribuigdo heterogénea pelo mundo, atingindo indices que
chegam a mais de 50%, dependendo da regi3o estudada. Nestes
paises as hemoglobinopatias, especialmente as falcemias e
talassemias s3o consideradas um problema sério de saude publica.
A populagdo brasileira e reconhecidamente muito miscigenada,

devido as caracteristicas de nossa colonizagdo, & aos processos

migratorios e imigratorios. 0Os genes para as hemoglobinas

anormais s3o portanto. encontrados em nossa populag3ic com
frequéncias variaveis, e assim, influenciados por seus grupos
raciais formadores.

A detecgldo de portadores destas alteragBies genéticas e
de importancia para a saude publica, pois representam fonte de
novos heterozigotos e de possiveis homozigotos. A dificuldade
diagndstica e de aconselhamento destes portadores evidencia a
necessidade de programas preventivos a nivel de screening
populacional, aconselhamento genético e educacional e formag3o de
recursos humanos capacitados para o diagnéstico.

Por essas razles o presente trabalho teve como
objetivos as seguintes verificaglies: analise do processoc de
prevengdo das hemoglobinopatias em populaglies de diferentes
procedéncias, a saber: estudantes, doadores de sangue, recem—
nascidos, criangas cadastradas em centros e postos de saude,
criancas de creches, operarios, pacientes com suspeita de serem
portadores de hemoglobinopatias, encaminhados por médicos e

laboratérios; determinar qual a populagdo em que o processo de
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prevencidoc e mais eficiente; an&lise do polimorfismo genético de
hemoglobinas obtido no estudo das populaglies acima discriminadas,
utilizando metodologia compativel com sua aplicag¢3do em
laboratérios de pesquisa e rotinaj relacionar a diversidade do
poclimorfismo genético de hemoglobinas com as populaglies de
diferentes procedéncias, com caracterizag3o regional, racial e
etaria; avaliar o potencial dos programas de prevengldoc para
constituir um continuo fornecimento de material para an&alises de
biologia molecular e, dessa forma, contribuir para o
aper feigoamento técnico de sua implantacgido em nosso meio; avaliar
o grau de abrangéncia desses programas nos niveis familiar,

cientifico e de salade publica; avaliar as formas de divulgagdo e

abordagem dos programas de prevengido; Analise do processo de

aconselhamento genetico, visando o seu aperfeigoamento,
especialmente para talassemias e falcemias.

Do total de 41.235 amostras de sangue analisadas no
periodoc de 1982 a 1992 em diferentes populaglies observamos uma
prevaléncia de hemoglobinas anormais de 12,98%, sendo as formas
encontradas a Hb AS (2,42%), Hb AC (0,68%L), Talassemia beta
heterozigota (4,16%), Talassemia alfa (4,21%) e outros vinte e
dois gen6tipos diferentes que incluem talassemias interativas e
hemoglobinas variantes raras (1,49%).

A diversidade de prevaléncia dos diferentes tipos de
hemoglobinas anormais nas diversas populagtes analisadas
evidenciam a necessidade de cuidados na escolha da populag3o a
ser estudada em programas preventivos de hemoglobinopatias. bem

como da técnologia laboratorial utilizada.
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VIII. SUMMARY

An important characteristic of abnormal hemoglobins is
their heterogeneous distribution around the world., reaching
numbers of more than 50X, depending on the region studied. In
these countries the hemoglobinopathies, especially sickle cell
anemia and thalassemias are considered serious problems of public
health. The Brazilian population is known to be very miscigenous,
due to our colonization characteristics and to the migration and
immigration process. The genes for abnormal hemoglobins are
therefore, found in our population with variable frequencies, and,
thus, influenced by its racial groups.

Carrier detection of these genetic alterations is
important to public health, because they represent a source of

new heterozygotes and possible homozygotes. The difficult

diagnosis and counselling of these carriers turns evident the

necessity of preventive programs considering populational
screening, genetic and educational counselling and formation of
human sources with capacity for diagnosis.

For these reasons the present work had as goals the
following verifications: process analysis of hemoglobinopathy
prevention in populations with different origins, ie: students,
blood donors, newborns, children recorded in health stations,
nursery children, workmen, patients suspect of being
hemoglobinopathy carriers, directed by doctors and laboratory;
determine what is the population in which the process of
prevention is more efficient; analysis of genetic polymorphism of
hemoglobins acquired by the study of the above mentioned

populations, using compatibile methodology with its application
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in research and routine laboratories; report the variety of

genetic polymorphism of hemoglobins with populations from

different origins, with regional and racial characterizations;
evaluate the potential of prevention programs in forming a
continuous supply of material for analysis of molecular biology
and, in this way, contribute for the technical improvement of its
implantation in our countryj; evaluate the degree of extension of
these programs on family, scientific and public health levels:
evaluate the patterns of divulging and coming to grips with
programs of prevention: analysis of the genetic counselling
process, having in view its improvement, especially for
thalassemias and sickle cell anemia.

From the total of 41,235 samples of blood analysed in
the period of 1982 to 1992 in different populations, we cbserved
a prevalency of abnormal hemoglobins of 12.98%, being the
patterns found: a Hb AS (2.42%), Hb AC (0.68%), thalassemia beta
heterozygous (4.16%), alpha thalassemia (4.21%) and others 22
differents genotypes that include interative thalassemias and
rare hemoglobins variants (1.49%).

The diversity of prevalency of different types of
abnormal hemoglobins on the different populations analyzed makes
evident the necessity of care in the choice of population to be
studied in preventive programs of hemoglobinopathies, besides the

laboratorial technology used.
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ANEXOS

Referem- se a folhetos explicativos, cartas, carteirinhas e fichas

de identificac¥o dos programas preventivos ¢ encaminhamentos.
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VOCE TEM ANEMIN
HEREDITARINANT

0 Instituto de Biocié&ncias, Letras [
Cléncias Exatas (UNESP), de SH20 José do Rio Preto,
es3tid empenhado em s33ber se voc 8 portador de  anemia
hereditiria. Para isto serao necessarias apenas duas
gotas de sangue, e vocd serd informado do resultado em
cazo positivo.

0 QUE d ANEMIN?

A anemla 4@ caracteriza por um e€ttado de
fraqueza, dasdnimo, mal -estar & palidez. Por €xames
laboratorlaie, a anemia & demonstrada por diminuigio
dos gldbulos vermelhos do sangua. Esida diminuigio pode
ser do tamanho e/ou da quantidade doe gldbulos.

QUANAIS AS CNAUSNS DLE ANCMIA?

S50 multas a3 caudnd que Provocam a anemia.
As princlpales €80 a subnutriglno € as hemorrayias,
Entretanto, ae anemiax podem ser causadac pOr

infecclas bacterlanas, doengas nos 4rgfos  produtores
de sangue, intoxicaches a drooas € inseticldas, Uma
outra cau3a multo Importante & a anamla hereditdria.

0 QUE & ANEMIN HEREDITARIA?

Anemla hereditdrina ¢ aquela que [
tranamitida de pala para filhoa. Este tipo de anemia
pode se transmltir por multas geracides. A anemla
hereditdria e mani festa de duas formas a

AVAVEY

lmeercept ivel e a perceptivel. Na forma Imperceptivel,
também chamada de heterozigota, a anemla estd presente
sem que a2 pe330a a perceba, pola quase nSo hd 3lnaia
de anemia. Na {orma perceptivel, também chamada de
homozlgota, a anemia & facllmente percebida, e a
pessoa além de ter muita fraqueza « mal-estar, &
tambdm amarelada (ictdrica).

Atualnente, um em cada trinta brasileiros ¢
portador da forma imperceptivel, enquanto um em cada
cinco mil & portador da forma perceptivel de amnemia
hereditdria.

COMO SE TRANSHMITE N ANEMIA HEREDITARIA?

Ar flguras a tegulr representam familiags com
o3 pals e« quatro fllhos. A figura n2 1 mo3tra wuma
situagSoco em que o pal e a mle nAo tem anemia
hereditdria e, conagauentemente, os fllhos também nio

apresentarfo esca anemia.
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-
A figura nt 2 moctra duas cituagoes que
ocorrer um do3 epala tem 2 anemia hereditdria

podam
ot fllhot gerados t&€m =a

Impercept (vel &, necce caco, o
probabllidade de S0X da herdar a forma Impgrcept ive

trancmitida por um dot Pale,

U I 1

A flgura nt 3 moctra uma fam(lla em quu
tanto o pal quanto a mie ufo Dﬂrtld?Flﬂ de forma
impercept ivel de anemim., Nesta sltuacio a chance de
gerar fllhos com a forma perceaptivel ?c anemia
hereditdria o de 25X, com a forma Imperceptivel & de
50X e, sam anemia, d de 25X.
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0 QUE DEVE razcr 0O PORTADOR DE ANCMIN
HEREDITARIN?

0 Portador de anemia hereditiria
Impercept ivel, E€mpre que for ao médico se consultar,
deve mostrar O cartSo de identldade da anemia
heredlitaria, que e distribuido pelo Centro de
Referéncla de Hemoglobinas. 0 médico deverd informd-lo
dos culdados que o portador da anemia deve tomar.
Entretanto, Para melhor eiclarecimento, deve ser
Procurado wum medico hematologlista. GQuanto a0 portador
da forma Ppercept ivel, este deve ger imaediatamente
encaminhado ao hematologicta.

Maiores Informac3es podarSo ser obtidai no Centro de
Referdncla de Hemoglobinag - UNESP - S3o José do Rio
Preto com Prof. Dr. Paulo Cesar Naoum e Profa. Claudia
Regina Bonini Domingos.

No3sso Fndereco:

Centro de Refer@ncia de Hemoglob inas - UNESP
Joid do Rlo Preto

Rua Crictivio Colombo, 22¢%

Fone: 24-4746 Ramal 74

Balrro: Jardim Nazareth

CEP: 1350354 -000 - 550 Joad do Rio Preto - SpP.
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AL CEMIA IETEROZIGOITA

& Falcemia teterozigota é o nome dado & um tipo de anemia
bz b Er A imperoeptivel  pressnbs adma pessos aparentsmenbe
SEG A .
fegm pessoa €, portanto, um portacdor assintomdtico (3o doente)
e uma albteragdEo o3 hemoglobins, Gue @ ums probeian e 38
encontra no interior dos gldbulos vermelhos.

A pess03 qQue que tem 3 Falcemia Hefterozigoba 2 noirmal,  Com
reslitacos odant itat ivos e alidabhlios veraelhos € o8 nemoalobing
dEntro 05 padroEs e aormal bbaite.,

portador de Talcemin Heteroziagota nlo deve,entretanto,
TR En 52 Srogas ou mEdicamnentos que T GuEimam OxXigenin’,  por
exemp ol inalacio de éter, langa-perfume € anestesia geral S &l
o igenasiEn suplementar . Tamaem 05 exercicios Fisicos muibo
intensos devem ser evitados, pois "queimam © oxigénio® €O
2xihrems rap bz, A meEsma Forma, devem s@r Evitado o mErginiho
prolonaaco € a pratica de nataciio em Aguas muito frias.

Tins e3825 Caidains estio relacionados com 3 SimingiciEn
oxianio,pois  quanco falta quant idade sufticiente deste gds
pEas0E g e Faloemisa Heberozigonta,ns gidnnios  vermeihgs
e ﬁrmum, msiGango sua forma alobular para a de “Joice’ ou “wmeia-
Yiiaiil vad o nome faiciforme. Com 3 forma alterada, o5 gladbsios
vermelnos além de ndo desempenhar com eficifncia & sus  TUNGRO,
gz 2@ 0 Eransporte de oxigSnio, provocam, btambém, alteracio na
circulisgio do SangueE. E NECESSAErio dizer que esses efeitos sHo
AL o rissretos o portaanr e Faloemia tmberozigobn, mas poeiEm
€& L{Ornar PErigosos SE a  quEeima de oxigadnio’ ocorrer por  longo
pEriodn ( anestesia geral sem supleEmentacio e oxigSnio ¥ ou
gcorrer e forma acuda (cneiro de éter ou langa-persume ).

Dutro fato maito importante @ o seguinte guannd voos For
Casar ol optar por ter Filh08, H& NECESSIGAGE UE 68U noive ol
e iva Fasgs 0 ExEmes para sabker se 2le o 2lm @ porbtador i anemnia
nerecitaria  imperceptivel. No caso dos dois terem esse tipo de
BECEN 2 ishe @ ﬂQaa:Jr):naﬁe R ABBCEF MR CF ERNTE R poserE
recedser as partes anfmicas do pai e da mEe € RAssSim apArecerd ums
BIOTMIA MLITOD Jrave.

i identidficaci&o de Falcemia Heterorigota € realizada por
me2in ve analises laboraboriais especificas.

Para um melhor esclarecimento procure um sServico mégico
especializado, giue ihe dard  informagoss mais dekalhzdias

Servigo de AlencifHo ao Portador de Anemiz
Hier2dicdria
CENTRO DE RETFFERESENCIA DE IIEMOGLOBINAS
UNESP - SXO J0OS¢ DO RIO PRETO
Rua Cristovio Colombo 2265
D LE5G54-GGdG Tel (@L7232449446  Ramal
S&o José do Rio Preto-GP
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TALAGHEMIA HETERODZIGHTA Nl TALAGSEMIA
FMIENOR

GROG & Ml ©ip0 G BNENIA KEFSCGIiTArida Presente  numsa pesson
aparsntamante EEC Tl Fesn  pe2ssoR,®  portanto, e porteetor
assintomatico (rido doente) de uma aiteragio da hemoelobinw, que
2 uina probeing  gue 52 encontrs no interior  dons  gldbuios
VEFHEI 0S8 .

A Talasssemia Heberozigobs, oo Talassemia MeEpnor, & 0 0 noms

Nessa alteraclo, o portador de Talassemia fleterozicota tem
=% g Rt
aldoulos wvermelhos com o tamanho dimninuido, em relaglo a outrs
SEm EALIASSEmia . A diminunicEo do btamanho  $os  globaios
vermnelags  ecuz  a  ouant idade de  henoalolina dentro  deseas
ce2inlas VT CBEFIGILE . Comd sz sabhe, o8 OKigEnio Ge respirams
& transportaco pela hemogslobina € distribuido i toco o
DGR SMo . 3 oxig8nin 2 nossa principal  foate de energia.
Besin, QUARNGO OCOrye CiminuliGao aa quant idade de hemoglobina -
oA Talassemis veterozignta esss Fabo aconbsos G R T
ciescreta - O Xigénio transportado também ¢iminui. Senco O
DX gEn in A priacipal fonte e snergis, sua diminnicin embora
PEQUENER NESSE  CASO, POGE CRLUSAY  periodicamente  cansagn, dores
s lares nas paraasy @ palider o isorelfa
A Taiassemia feteroziaola POGE ProvOCar Giscreio  Grag
BEE S, s nraEtanto, L, ident ificaco somente E: i ha
ANEL 1 8Es taboratoriaie especidicas,
G pEss0mE guE f portasdora ae Talassemia Heberozigobs tem  oam
senvolivimento “Fisico, sedual & intelectual normat. £ maior
Lifano porem, 2 guanso 52 decide ter filhos. Nesse2 caso @ g2
fundamental importfncia que 0 seu parceiro Tags €SsSE EeXame pPara
BEDEE SE 2 portmior g2 anemia heresitsria imperceptivael. No ocaso
Cos  Gois  LEeremn AnEmia  aEerecitaicia imperceptivel gmiate @
PPEE PN E L aahE VRFAF M3 CE ARG QT posera FEEDEE 3
prartes alteracs GO pai € da MAE, PrOVOCANCOo uUMa anemis muito
JitAVE W
TERER melhor esclarecimento pProcure um SErvigo mnecico
sepecializatn, que lhe dars explicagdes detalhadas.
4 osen tipo e Taiassemia eterozicota icentidicaco € Hosso

tanoratdrin 2!

s
1
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Servico o Atengiio ao Poriazdor oo Anemiz
Pthrrzd i TAri A
CENTRO DE REFERf£NCIA DI IIEMOGIL.OBINAS
UNESP - SZX0 JOSE DO RIO PRETO
Rfua Cristovao Colombo 2245
SRR LS540 ¢  Tel (GL723244944 Ramal 74




HEMOGLOBINA C

Prazadolal !

Venho por  weio desta intTormé~-lo que, durante  =ne

afetgnidas Bm SEi 3ARNYWE, ODSEFvaIms um Lipo e ansmia
hereditaria inpercept ivel, o seda, uma forma de anemia que
pessoa tem mas ndo percehe. a2 anemia gue identificamds em vood 2
conhecicda por Hemoglobina C.

fesa anemia nRo € observads em exames de sanaue
ChoEmoag rama ) . Somante i} mkoins  sspeciais 2 possivel
identitica~1=

.

& pessoa  que tem essa anemia & NORMAL.NSo afeta o

desenvolvimento Fisico, sem o meEntal @ rEm D osexual.

N&ao ha nenhuma proibigio & priatica de esportes,

alimentacEn ou madicamentns pars guem tem 2sse tipo de anemia. S5
uma coisa € importante: quando vocd for se casar € importante que
SR PEal baeE EBEE EKamE para saber a2 0 sEn fuburo mae bdn (@%17
portador de anemiza hereditadria. iss0 @ importante,
Pois, D CAasn 32 seun nnivo (o fAniva) ter  anemia hereditsria,
existe a possibilidade de um de seus Filhos ter uma &anemis Qrave,
provenisnte da contaminagio o parte anémica 40 pai com 3 parte
anémica da mie.
Servico ce Aleng=o no Poritzdor de Anemiszx
Hzrazdibdria
CENTRO DE REFERE£NCIA DE HEMOGLOBINAS
UNESP - SXO JOS£ DO RIO PRETO
Rua Cristovio Colombo 2265
PASG54-00e  Tel (GE7R21244744  Ramal

& Jos6€ do Rio Preto-8P




nome_....... PR i

tipo de anemia

IDENTIDADE DE
ANEMIA HEREDITARIA

idade data do diagnostico  / /

Universidade Estadual Paulista - UNESP
Instituto dc Biociéncias, Letras e Ciéncias
Exatas - IBILCE
CENTRO DE REFERENCIA DE HEMOGLOBINAS
15,100 Sao Jose do Rio Preto SP

IDENTIDADE DE
ANEMIA HEREDITARIA

nome=-_-—-— ... -

idade data do diagnostico /. /
tipo de anemia TALASSEMIA HETEROZIGOTA

Universidade Estadual Paulista - UNESP

Instituto de Biociéncias. Letras e Ciéncias
Exatas - IBILCE

CENTRO DE REFERENCIA DE HEMOGLOBINAS
15.100 Sao Jose do Rio Preto SP

O portador da talassemia heterozigota
nao deve tomar remédios € nem vitaminas que contenham
ferro ou sais ferrosos, pois o sangue de quem tem ta-
lassemia sempre apresenta quantidade suficiente de ferro.
Assim, ao ser tomado, o ferro do medicamento vai para
o sangue, aumentando a sua quantidade. O ferro em ex-
cesso no sangue € muito perigoso, pois se deposita em
determinados orgaos (ex.. figado, bago, coracao), nas
veias e nos tecidos, alterando-lhes as funcoes e. com o
passar do tempo, pode provocar ouiras doencas. Reco-
mendamos que vocé informe os médicos, por ocasiao das
consultas, sobre esse tipo de anemia hereditaria que vocé tem

IDENTIDADE DE
ANEMIA HEREDITARIA

n D me T T L T T TP —

idade data do diagnostico  / /
tipo de anemia FALCIFORME HETEROZIGOTA

Universidade Estadual Paulista - UNESP

Instituto de Biociéncias. Letras e Ciéncias
Exatas - IBILCE

CENTRO DE REFERENCIA DE HEMOGLOBINAS
15,100 S3o Jose do Rio Preto SP

O portador de anemia falciforme hetero-
zigota nao deve fazer uso de drogas ou medicamentos
que “queimam o oxigénio”, por exemplo inalagao de eter
e cloroformic, cheiro de langa-perfume, anestesia geral
sem oxigenagao durante e apos a cirurgia. Os exercicios
fisicos muito intensos também devem ser evitados.
pois “queimam o oxigénio” rapidamente. Um esporte que
deve ser evitado é o mergulho prolongado em rios. pis-
cinas, lagos ou mar.
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IENTIFICACAD - ROME SOBRENOME SEX0 IDADE DESCENDENCIA

DATA DA COLETR PROYENIENCIA DO PACIENTE MEDICO RESPONSAVEL

Solicitache felta por: Resomo Clinico

Enderace

Cidade Telefone

Informacides Laberatorials

Eritrécitos: Hemoglodina:
Hematocrite: HCM: YCM:
Outras:

Diagnostico Presumivel:

SOLICITACAO DE TESTES PARA HEMOGLOBINOPATIAS

TESTES RESULTADO TESTES RESULTADO
Eletroforese (Femétipss) ' Dosagens
Acatato de celulose ! Hb A2 k 2,1-3,7%
Rgar-losiate , Hb Fetali W 0,0-1,2%
Etetreforese de Globina i MetaHb N 0,0-3,0%
f-6P0 I Instabllidade - Isoprepanol
Hb Fetal intra-eritrech. ' I Pesquisa de Talassemia alta
Resisténcla Osmética " Outro: M E

fancizzde: Data Responsidvel:
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