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Atualmente o controle das hemoglobinopatias em nosso meio

tem sido possivel através do aconselhamento genético e do diagnostico
precoce. O esclarecimento dos heterozigotos, em especial dos casais de
risco, pode contribuir para evitar o nascimento de criangas portadoras de
uma patologia genética, muitas vezes letal. Assim, a triagem para
hemoglobinas anormais constitui a primeira etapa deste processo. O
presente trabalho € uma contribuicdo para o desenvolvimento de projetos
cientificos que tenham, entre outros objetivos, o de prestacédo de servigos a
salide da comunidade e ao controle e prevencao das hemoglobinopatias em

Nnosso meio
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I - RESUMO

A populacgao brasileira, reconhecidamente muito miscigenada, devido
as caracteristicas de nossa colonizagdo, € aos processos migratorios e
imigratérios, apresenta genes para as hemoglobinas anormais com
frequéncias variaveis, e influenciados por seus grupos raciais formadores. A
deteccao de portadores destas alteragcées genéticas € de importancia para a
saude publica, pois representam fonte de novos heterozigotos e de
possiveis homozigotos. Atualmente, o controle.das hemoglobinopatias
somente tem sido possivel por meio do aconselhamento genético e
diagnéstico precoce. O acompanhamento clinico dos homozigotos, o
esclarecimento dos heterozigotos e em especial dos casais de risco, pode
contribuir para evitar o nascimento de criangas portadoras de uma patologia
genética, muitas vezes letal.

Por essas razdes o presente trabalho teve como objetivos: a) Avaliar a
importancia da analise de gestantes para deteccdo de hemoglobinopatias
com os objetivos de detectar a prevaléncia e efetuar a prevengao, o estudo
familial e a conscientizagdo. Para os casos positivos como casal de risco,
orientar para o devido encaminhamento médico; b) Avaliar a resposta ao
programa.

Do total de 696 gestantes analisadas, 10,7% apresentaram
hemoglobinopatias, com as seguintes prevaléncias: Talassemia alfa 6,75%;
Hb AS 2,01%; Talassemia beta menor 1,29%; Hb AC 0,28%; Hb AJ 0,14%;
Hb AS/Tal. alfa: 0,14% e P.H.H.F. 0,14%.

A elevada prevaléncia de hemoglobinopatias encontrada na
populacéo de gestantes estudada, evidencia a necessidade da implantagéo
de exames para hemoglobinopatias na rotina de pré-natais, uma vez que
neste periodo as maes estdao mais propensas a se preocuparem com sua
propria saide e a de seu bebé e, quanto mais precoce forem
diagnosticadas as alteragdes das hemoglobinas, melhor e mais adequada
sera a orientagdo dada ao casal.

AVA
AVAYEY

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



Il. SUMMARY

The Brazilian population, recognizedly very mixed, due to the
characteristics of our colonization, and to the migratory and immigratory
processes, represents genes for abnormal hemoglobins with variable
frequencies, which are influenced by the founding racial groups. The
detection of carriers of the genetic alterations is important for public health,
since they represent sources of new heterozygotes and possible
homozygotes. Presently, the control of the hemoglobin pathologies has only
been possible by means of genetic counseling and early diagnosis. The
clinical attendance of the homozygotes, the orientation of the heterozygotes
and especially the couples of risk represent a more effective mode of acting
to avoid the birth of children carriers of a genetic disease, frequently lethal.

For these reasons this work had as objectives: a) Evaluate the
importance of pregnant women for the detection of hemoglobin pathologies
with the objectives of detecting prevalence, realizing prevention, the family
study and awareness. For the positive cases such as couples of risk, orient
as to appropriate medical attendance; b)Evaluate the response to the
program.

Of the total of 696 pregnant women analysed, 10,7% revealed
hemoglobin pathologies, with the following rates: albha Thalassemia 6,75%;
Hb AS 2,01%; beta minor Thalassemia 1,29%; Hb AC a,28%; Hb AJ 0,14%;
Hb AS/Alpha Thalassemia 0,14% and P.H.H.F. 0,14%.

The high rates of hemoglobin pathologies encountered in the
population of pregnant women studied shows the necessity of the
implantation of tests for hemoglobin pathologies in the pre-natal routine,
since in this period the mothers are more apt to be preoccupied with their
own healty and that of their baby and, however earlier diagnosed the
alterations in the hemoglobins, better and more adequate will be the
orientations given the the couple.
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Il - INTRODUGAO:

1..AS HEMOGLOBINAS NORMAIS:

1.1. SINTESE E ONTOGENIA:

A hemoglobina dos vertebrados € uma molécula globular e
tetramérica com peso molecular de 67.000 daltons, cuja fungao principal
consiste no transporte de oxigénio das vias respiratérias para os tecidos e
de CO, no sentido inverso. Quimicamente, € composta pela conjugagéao de
grupos prostéticos, contendo ferro, denominados heme, com a fragcao
proteica, chamada globina. A fragao protéica da molécula de hemoglobina
humana é formada por quatro cadeias polipeptidicas com um total de 574
aminoacidos. Duas destas cadeias sdo constituidas por 141 aminoacidos
cada, e denominados tipo alfa (alfa e zeta), e as outras duas com 146
aminoacidos cada, conhecidas como tipo beta (beta, gama, delta e epsilon)
(LEHMANN & HUNTSMAN, 1974).

As cadeias do tipo alfa s&o elaboradas por genes especificos
localizados no brago curto do cromossomo 16 em uma regido de
aproximadamente 25 Kb (ANTONARAKIS et al, 1985). No complexo génico
alfa (Figura 01) existem dois genes estruturais, alfal e alfa2, que expressam
a sintese da globina alfa, e ambos permanecem em atividade durante toda a
vida do individuo. Outros genes pertencentes a este complexo génico s&o o
zeta (de atuacdo na fase embrionaria) e os pseudogenes  alfal e  zeta
que possuem sequéncias homologas aos genes estruturais ativos, porém
contém mutagcdes que inibem sua expressédo (WEATHERALL &
WAINSCOAT, 1985).

As cadeias do tipo beta s&o produzidas por genes localizados
no brago curto do cromossomo 11 (Figura 01), em uma regiao de
aproximadamente 50 Kb. Contidos neste grupo estdo também os genes
epsilon (fase embrionaria), gama-glicina e gama-alanina (fase fetal), beta e
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Figura 01: Localizagdo cromossdmica dos genes da globina humana. Faixas
escuras representam exons e faixas claras os introns; regides hachuradas
representam areas nao transcritas. Os numeros abaixo dos exons representam a
quantidade de residuos de aminoacidos codificados na sequéncia primaria.
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delta (atuantes a partir da fase final do periodo fetal € com expressividade
constante apods o sexto més de vida) (ANTONARAKIS et al, 1985).

Cada gene estrutural da globina possui trés exons (sequéncias
que codificam a globina) e dois introns (sequéncias ndo codificadoras) que
sdo transcritas nas células eritréides. O transcrito primario ou RNA

heterogéneo, formado por exons e introns, sofre modificagbes em suas
extremidades 3’ e 5’ até chegar a forma de RNAm funcional. Fazem parte
destas modificagoes, os seguintes processos: (a) "splicing", onde os introns
sdo retirados e os exons unidos, (b) formagdo de um capuz metilado na
extremidade 5' por adigdo de um acido guanilico metilado e (c) formagéo da
cauda poli-A em 3' adigdo de uma série de acidos adenilicos (Figura 02).

Apesar das fungdes destas sequéncias ainda ndo estarem bem conhecidas,
sabe-se que o capuz metilado 5' atua na formag&o do complexo RNA-
ribossomo, que controla a iniciagdo da sintese da cadeia polipeptidica e
protege o RNAmM contra o ataque de enzimas dos tipos fosfatase e
exonuclease, mantendo desta forma sua estabilidade. A cauda poli-A na
extremidade 3’, é importante para o transporte do RNAm do nucleo para o
citoplasma, protegendo o RNA da desnaturacdo pelo calor e da agdo de
ribonucleases presentes no citoplasma contribuindo também para a
estabilidade do mesmo. Com técnicas de hibridizacdo de DNA, verificou-se
que mutagdes nas regides de “splicing” e em outras regioes nao traduzidas,
produzem fendtipos talassémicos por agdo de novos sitios com diminui¢ao
ou adicdo de segmentos extras, além de provocar a instabilidade do RNA
processado (LONG et al, 1990).

O processo de “splicing’ € fundamental para a formagéo do
RNAm final que sera traduzido na globina especifica. Esse processo ocorre
devido ao reconhecimento entre introns e exons de sequéncias “consensus”
como as GU na posicao 5'e AG na extremidade 3’ dos introns.

Uma notavel caracteristica do RNAmM da globina € sua alta
estabilidade sob condi¢cdes de intensa sintese, o que contribui para que os
reticulécitos continuem a sintetizar hemoglobina por varios dias apés a
perda do nucleo (HONIG & ADAMS, 1986).
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Cada molécula de hemoglobina apresenta em sua estrutura contatos
fisico-quimicos, realizados por aminoacidos que promovem a estabilizacao
de sua configuragao tetramerizada. As globinas sao formadas por estruturas
tridimensionais semelhantes, apesar das suas sequéncias de aminoacidos
serem diferentes. A conhecida conformagao globular dessa molécula
estabelecida por Perutz em 1970, se deve a extensa disposi¢ao helicoidal
das globinas que representam 75% do total da sua estrutura. Por meio de
trabalhos com cristalografia e raio-X estabeleceu-se que cada globina tem
duas regides bem especificas denominadas superficie interna e externa. As
regides internas constituem 75% da molécula e sao caracterizadas por
estarem dobradas, ou enroladas, bem como as que fazem parte do “pacote”
que envolve o grupo heme, protegendo-o da entrada de agua e consequente
oxidacdo do ferro. As regides internas sao ainda muito sensiveis as
mutacdes de um aminoacido por outro diferente, fendmeno que provoca a
instabilizagdo e/ou desnaturagdo da molécula, podendo alterar o processo
de afinidade ao oxigénio. As regides externas, estdo situadas em locais em
que a molécula ndo apresenta dobradura; os aminoacidos da superficie
externa estabelecem contatos com o meio circundante e, geralmente, a

substituicao de um aminoacido por outro diferente nesta regiao, nao provoca
instabilidade da molécula.

A sintese de hemoglobinas, € determinada por um complexo
sistema de regulacao, devido a especificidade dos tecidos eritroides que se
caracterizam por constantes modificagdes ao longo do desenvolvimento
ontogenético do individuo, e também durante o processo de maturagéo
eritrocitaria (LABIE, 1990).

As hemoglobinas, especialmente as humanas, diferenciam-se
entre si por possuirem caracteristicas fisico-quimicas e mobilidades
eletroforéticas distintas relacionadas com as diferentes configuragées de
globinas tipo alfa e tipo beta. As suas fungbes, importantes desde os
primeiros dias de gestacdo, modificam-se durante o desenvolvimento
embrionario e fetal devido a necessidade adaptativa de cada fase, até
estabilizar-se por volta dos seis meses ap6s o nascimento (Figura 03).
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PERIODO EMBRIONARIO

TIPOS DE Hb CONCENTRACDES
:!!t - Hb Sowaer -1 20-40 %
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wly - Hb Fetal

't'l - Hb Ap
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M eene aTvo

GENE IMATIVO
CR - CROMOSSOMO

F_igura 03: Reprt?sentagéo esquematica das hemoglobinas presentes nos
diferentes estagios do desenvolvimento (NAOUM, 1987).
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A primeira hemoglobina embrionaria a se desenvolver é a Hb
Gower1 (£2¢2), predominante nas quatro primeiras semanas. Presentes
até a décima segunda semana estdo as Hb Portland (£2y2) e a Hb Gower2
(x2€2). Ao término desse periodo a sintese das cadeias £ e £ é suprimida,
embora possam continuar a ser sintetizadas em pequenas quantidades em
recém-nascidos normais ou em grandes quantidades em criangas com
aberragdes cromossOmicas, como no caso da trissomia do cromossomo 13
(BROUSSIUS & BERTLES, 1982, RAMALHO, 1986). Ainda no periodo
embrionario inicia-se a sintese das cadeias gama, que participam da
constituicdo da Hb Fetal («2y2), que gradativamente substitui as
hemoglobinas embrionarias, atingindo sua produgdo maxima por volta do
terceiro més de gestacdo. Ha dois tipos de cadeias gama, que diferem entre
si por conterem o aminoacido glicina (y®) ou alanina (y*) na posigédo 136 da
cadeia. Entretanto estas duas variantes sdo designadas frequentemente sob
o nome de Hb Fetal, que representa o principal componente hemoglobinico
da vida intra-uterina. A Hb A (a2B2) comega a ser sintetizada a partir da
décima semana mantendo-se em niveis néo superiores a 10% na trigésima
semana. Ao nascer, as concentragdes das hemoglobinas A, e Fetal estdo
proximas de 20 e 80% respectivamente, tendo suas sinteses invertidas até
estabilizarem-se, em média, no sexto més de vida. Da mesma forma, a Hb
Az (¢282) é sintetizada na fase final do periodo embrionario e estabiliza-se

ap6s o nascimento. O individuo com hemoglobinas normais € classificado
como portador de Hb AA, com as seguintes concentragées: Hb A = 96,0 a
98,0 %; Hb A2 =2,5a 3,7 % e Hb Fetal = 0,0 a 2,0 % ( NAOUM 1998).

1.2. FISIOLOGIA:

O sangue humano transporta diariamente por meio da
hemoglobina cerca de 600 litros de oxigénio dos pulmobes para os tecidos.
Nessas condicdes, a hemoglobina no sangue arterial esta com saturagao de
O, proxima de 96%, e em sua passagem pelos tecidos libera cerca de um
terco do oxigénio que transporta. O transporte de oxigénio pela hemoglobina
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esta baseado na capacidade dos seus atomos de ferro se combinarem de
forma reversivel com o oxigénio molecular. Estruturalmente, o grupo heme e
0 aminoacido histidina com o qual o ferro esta ligado sdo os mesmos em
todos os tipos normais de hemoglobinas. As hemoglobinas encontradas nos
eritrocitos dos vertebrados tém quatro grupos heme ligados a dois pares de
cadeias com tamanhos desiguais e sequéncias diferentes de aminoacidos
(LEHNINGER et al, 1995).

O processo de ligagao do oxigénio, foi demonstrado por Bohr e
colaboradores em 1904, ao descobrir que a afinidade da hemoglobina pelo
oxigénio estava significativamente reduzida na presenca de concentragcoes
elevadas de didoxido de carbono. Estudos posteriores revelaram que este
efeito se deve a diminuigdo do pH no interior dos eritrocitos nos tecidos
periféricos. Assim, nos pulmodes, a expulsao do didéxido de carbono causa
um efeito inverso - denominado efeito Bohr alcalino, que resulta no aumento
da ligagao entre a hemoglobina e o oxigénio. O maior mediador fisiolégico
da afinidade pelo oxigénio € o 2,3 bifosfoglicerato (2,3 BPG), um fosfato
organico, intermediario do metabolismo da glicose. Trabalhos realizados por
Benesch et al em 1968, demonstraram que a remoc¢ao de fosfatos organicos
da hemoglobina provoca um rapido aumento da afinidade pelo oxigénio,
independentemente do pH (MATHEWS, 1990).

No processo fisiologico da oxigenagdo a molécula de
hemoglobina desoxigenada se encontra numa primeira etapa, com 2,3 BPG

inserido entre as duas cadeias de globina beta (Figura 04).

Inicia-se entdo a oxigenagdo dos grupos heme das duas
globinas alfa. Ocorre em seguida, o ajustamento da conformagao
tetramérica provocado pelo processo de oxigenagao que ao se completar
nos grupos heme das globinas alfa comeca a abranger as globinas beta. O
movimento de adaptacao a este processo € provocado pela aproximagao
entre as globinas beta, e a desacomodacgao do 2,3 BPG que é expelido, e
finalmente, a oxigenagao da molécula de hemoglobina se completa, apés a
captagao de oxigénio por ambos os grupos heme das globinas beta.
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Substituicoes de aminoacidos que fazem contato com o
2,3 BPG resultam em hemoglobinas anormais com afinidade aumentada
pelo oxigénio. Outras situagdes que alteram a afinidade da hemoglobina
pelo oxigénio se devem a associacdoes de subunidades homogéneas, como
ocorre com as Hb H (B4) e Hb Bart’s (y4). Essas hemoglobinas anormais
tém afinidade pelo oxigénio doze vezes maior que a Hb A (ROSA et al,
1975). A Hb Fetal, por sua vez, € uma hemoglobina normal para a fase fetal,
pois seu desempenho fisiolégico intra-uterino € altamente especifico e
caracterizado por afinidade pelo oxigénio maior do que a Hb A. Isto se deve
provavelmente ao fato do 2,3 BPG ligar- se a Hb A por intermédio da
histidina (aminoacido carregado positivamente) na posicao 143 da cadeia 3.
Na Hb Fetal esta posicao da cadeia y € ocupada pela serina, que sendo um
aminoacido neutro nado pode ligar-se a um composto carregado
negativamente como o 2,3 BPG (NAOUM,1997).

2- HEMOGLOBINOPATIAS: Variantes de hemoglobinas e
talassemias.

As hemoglobinopatias ocorrem fundamentalmente por: a)
alteracées envolvendo genes estruturais que promovem a formagao de
moléculas com caracteristicas bioquimicas diferentes, denominadas
variantes de hemoglobinas, e b) por mutacbes e/ou delecbes genes
reguladores que promovem o desequilibrio do conteudo quantitativo das
cadeias e consequentemente das hemoglobinas, originando as talassemias.

2.1 - VARIANTES DE HEMOGLOBINAS:

A maioria das variantes estruturais € originada por simples
substituicbes de aminoacidos, que resultam em mudancgas nas sequéncias
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dos nucleotideos. Alguns casos de variantes estruturais ocorrem por
delecdo de aminoacidos, produzindo profundas alteragdes na molécula de
hemoglobina, tornando-as instaveis. As alteragbes estruturais, com
consequéncias nas atividades fisico-quimicas da molécula, estdao na
dependéncia da extensao do processo mutacional e dos locais em que estes
ocorrem. Assim, as hemoglobinas anormais podem originar-se por:

a) Substituicao de um aminoacido por outro com caracteristicas
diferentes na superficie externa, e que nao produzem alteragdes
significativas no comportamento funcional da molécula, com excecao feita a
hemoglobina S;

b) Substituicdo de aminoacidos na superficie interna da molécula,
especialmente aqueles que fazem parte do “pacote” do grupo heme e dos
contatos «1p31, causando modificagbes, com formacao de hemoglobinas
instaveis e/ou de metahemoglobina;

c) Substituicdo de aminoacidos que participam dos contatos 132 das
ligacbes com o 2,3 BPG e do residuo histidina C-terminal da cadeia beta,

promovem a formagéo de variantes de hemoglobina com alteragcées na

afinidade pelo oxigénio.

d) Adicao de um ou mais aminoacidos na posicdo C-terminal das
globinas alfa e beta, as quais manifestam-se como fenétipos talassémicos;

e) Fusédo entre duas cadeias de globinas diferentes, em especial
delta-beta (Hemoglobina Lepore) ou beta-delta (Hemoglobina anti-Lepore).
Outras fusdes tém sido descritas na literatura e todas as ocorréncias se
devem ao crossing-over desigual no pareamento dos cromossomo (NAOUM
1987).

Em 1996, o IHIC ( International Hemoglobin Information Center)
publicou uma lista com mais de 700 variantes de hemoglobinas, sendo que
poucas dessas variantes, estdo associadas a manifestagoes clinicas e/ou
hematologicas. As duas hemoglobinas variantes mais frequentes na
populagao brasileira, sdo as Hb S e Hb C (NAOUM et al, 1984, DOMINGOS,
1993; ALVARES-FILHO et al., 1995).
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2.2 - TALASSEMIAS:

As talassemias representam um grupo heterogéneo de
sindromes provocadas pela diminuigdao geneticamente determinada na
sintese de uma ou mais cadeias polipeptidicas, gerando um desequilibrio
entre as subunidades produzidas, dificultando o processo de eritropoiese e
causando hemoglobinizacao deficiente dos eritroblastos. A nivel periférico,
as talasssemias expressam-se com quadros morfolégicos com alteragcoes
de intensidade variavel, conforme o tipo de talassemia e o numero de genes
envolvidos. As talassemias sao classificadas, segundo a cadeia
polipeptidica produzida em taxa reduzida. Os tipos alfa e beta sao os mais
frequentes e melhor definidos, mas ha também os tipos delta, delta-beta e
gama-delta-beta. Existe ainda um outro grupo, que se caracteriza pela
manutencao da hemoglobina Fetal em quantidades aumentadas na vida
adulta que € designado por Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal -
PHHF (HONIG & ADAMS, 1986; THOMPSON et al, 1993).

Os mecanismos que determinam as talasssemias podem ser
agrupados em dois tipos: aqueles que se relacionam as mutagoes nas
porcdes codificadoras, e os que se devem a alteracbes em regides nao

codificadoras, mas de importancia na expressao génica (KAZAZIAN Jr. et al,
1982).

Os tipos de talassemias mais prevalentes em nosso pais, com
numeros que variam segundo a origem racial da populagao analisada, sao
as talassemias alfa e beta nas suas diferentes formas, heterozigota,
homozigota e interativa (RAMALHO, 1986, NAOUM, 1987, DOMINGOS,
1993; NAOUM, 1997 ).

3 - VARIANTES DE HEMOGLOBINA:

Entre as principais variantes de hemoglobina, as mais comuns,
encontradas na populacao brasileira em ordem decrescente de frequéncia
sao:Hb S, Hb C, Hb D, Hb E e Hb J.
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3.1 - HEMOGLOBINA S: originada por mutacdo puntiforme no
gene da globina Beta, resultando em alteragdo estrutural na molécula. Por
ser uma anomalia de cadeias beta, as caracteristicas clinicas do estado
homozigoto s6 serdo perceptiveis apds a estabilizacdo da producgdo destas
cadeias, o que ocorre por volta dos 4 a 6 meses de idade. No gene da
globina S, ha a substituicdo de um codon GAG para GTG, que resulta na
troca do acido glutédmico por valina, na posi¢cao 6 da cadeia. A valina &€ um
aminoacido neutro enquanto que o &cido glutdmico é carregado
negativamente e esta alteracéo resulta em mobilidade mais lenta da Hb S
quando comparada com a Hb A, em eletroforese em pH alcalino. A carga
negativa do acido glutamico auxilia no afastamento das moléculas de
hemoglobina, enquanto que a valina, por ser neutra, favorece a
polimerizagdo sob condigbes de baixo teor de oxigénio. No estado
oxigenado, as moléculas de Hb S estéo “relaxadas”, ou seja, as globinas
beta ficam mais proximas. No estado desoxigenado, as moléculas ficam
‘tensas”, e as cadeias beta mais separadas. Esta mudanca de estado
favorece o contato entre as regides da desoxihemoglobina, o que ndo é
possivel no estado oxigenado. Ha regides de contato tanto laterais quanto
axiais e que estdo envolvidas na formacao do polimero de hemoglobina.
Uma vez formado o polimero, a célula passa da forma discoide e flexivel,
para a forma alongada e mais rigida, caracteristica da Hb S (EDELSTEIN,
1986, FRANCIS & JOHNSON, 1991).

A polimerizagdo da hemoglobina e a falcizacdo da célula séo
dependentes da concentracdo de Hb S e podem ser mediados pela perda
de oxigénio e desidratacao das células, fatos que as tornam mais densas e
facilitam o processo de falcizagao (FABRY ef al, 1991).

As alteragcbes de membrana resultantes da polimerizagao
podem ser revertidas com a reoxigenagao celular, porém, como 0 processo
de falcizagdo é repetitivo, as alteragdes funcionais aumentam e a célula
torna-se irreversivelmente falcizada. Individuos homozigotos (Hb SS)
possuem de 4 a 44% de eritrocitos falcizados irreversiveis na circulagao
periférica. Os eritrocitos falciformes irreversiveis sao retirados rapidamente
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da circulagcéo, sendo 1/3 por hemodlise intravascular e 2/3 por fagocitose
(EDELSTEIN, 1986).

Dentre as alteragbes de membrana em eritrocitos falcémicos,
vale destacar os seguintes eventos: a) rearranjo das proteinas espectrina-
actina; b) diminuicdo de glicoproteinas; c) geracdo de radicais oxidantes (a
deficiéncia de vitamina E no plasma e nos eritrocitos facilita a auto-
oxidagdo) e d) orientagdo anormal de fosfolipideos (BIERI et al, 1983,
BLUMENFELD et al, 1991; SCHRIER & MOHANDAS, 1992; NAOUM, 1996,
DOMINGOS et al, 1997).

A alteragdo celular causada pelo processo de falcizagao
influencia intensamente o fluxo sanguineo, aumentando sua viscosidade. Os
eritrocitos falciformes irreversiveis tém capacidade aumentada de adesao
ao endotélio vascular, devido principalmente, a alta viscosidade do sangue e
elevagao dos niveis de fibrinogénio, que ocorre como resposta natural a
infeccdes. A deposicéo de eritrocitos alterados na superficie endotelial pode
reduzir ou eventualmente obstruir totalmente a luz dos capilares, podendo
causar estase venosa, com consequente hipoxia tecidual e tromboses. Os

tecidos com deficiéncia de irrigacao sofrem infartos com necrose e formagéo

de fibroses, principalmente no bago, medula éssea e placenta (WAGNER et
al, 1985; FABRY et al, 1992).

3.1.1 - Doenca Falciforme (Hb SS): Termo genérico utilizado
para determinar um grupo de alteragdes genéticas que incluem a Hb S,
sendo usado tanto para o homozigoto (Hb SS) como para as interagdes com

sindromes talassémicas e outras hemoglobinas anormais (W.H.O., 1982)

O gene da Hb S apresenta alta prevaléncia em vérias regides
da Africa em outras partes do mundo onde a maléaria por Plasmodium
falciparum € endémica ou onde existam grupos de imigrantes portadores do
gene S. A alta prevaléncia de Hb S nessas areas pode ser explicada por
dois mecanismos: selecdo de heterozigotos em areas altamente
malarigenas e imigragdo expontanea ou for¢gada dos portadores do gene
alterado (ALLISON, 1964).

AVA
AVAVEY

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



Outras sindromes genéticas que associam a Hb S a diferentes
hemoglobinas anormais e/ou talassemias, produzem estados clinicos que
variam de moderada a acentuada, semelhante a desenvolvida pela anemia
falciforme (Hb SS) (HONIG & ADAMS, 1986). Dentre as doencas falciformes
com clinica mais grave destacam-se as resultantes de heterozigose (Hb
S/Hb C, Hb S/Hb D; HbS/Hb O Arabia), onde a formagdo de cristais é
facilitada pela presengca das hemoglobinas anormais, favorecendo a
modificagao do eritrécito. A frequéncia de acidentes vasculares, comuns na
anemia falciforme, estao diminuidos nos duplos heterozigotos (LAROS Jr. et
al, 1971; RODGERS et al, 1986; POWARS et al, 1986; LAWRENCE et al,
1991; RIEDER et al, 1991).

A associacdo da Hb S com talassemias, promove melhora
clinica ao portador, quando comparada com a anemia falciforme (Hb SS),
devido ao fato da concentragcdo de Hb S ser menor (SONATI et al, 1991).
Em recente estudo efetuado por Lima, 1997, numa populacdo de 89
pacientes com interagdo Hb S/talassemia alfa, observou-se que a alfa
talassemia representa um modulador de parédmetros bioquimicos e clinicos
relacionados a hemolise e ao comprometimento hepatico na anemia
falciforme, apresentando um efeito benéfico aos doentes falcémicos. O
portador de Hb S/Talassemia beta® apresenta as hemoglobinas S, Fetal e A;
e na talassemia beta'/ Hb S, verificam-se as presengas de hemoglobinas A,
S (esta com maior concentragdo em relacdo a Hb A), Fetal e A,. Assim,
diminuigdo na concentragdo da Hb S minimiza a clinica da doenga, com
episodios de crise mais espacados (COSTA et al, 1989; RIEDER et al,
1991). Homozigotos para o gene beta S associados a talassemia alfa
(HbSS/talassemia alfa), ou com presenca significativa de Hb Fetal
apresentam curso clinico benigno, com expectativa de vida aumentada
(RODGERS et al, 1986; HONIG & ADAMS, 1986; STEIMBERG, 1991,
MAIER-RIDELSPERGER et al, 1994).

Segundo Chang et al em 1995, os niveis de Hb Fetal em
individuos adultos com anemia falciforme (Hb SS) sao variaveis e
dependentes de fatores genéticos ou ndo, como idade, sexo, numero de
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genes da globina alfa envolvidos, hapldtipos da globina beta® e um locus

ligado ao cromossomo X que regula a produgao de celulas F (Production of
Cell Fetal - FCP). A partir de estudos realizados em uma populacdo de
portadores de Hb SS na Jamaica, foi proposto ser o locus FCP responsavel
por mais de 40% desta variagao, sendo que dentro de cada fenétipo FCP, a
modificacao € modulada por fatores associados com os trés haplétipos de
globina beta® mais comuns na regido (Senegal>Benin>Car) além de outros
fatores ainda nao identificados.

Tais observagdes incentivaram estudos nos genes responsaveis
pela hemoglobina Fetal (gama glicina e gama alanina) na tentativa de ativar
estes genes, pouco funcionantes nos individuos adultos, com o objetivo de
aumentar a produgdo de Hb Fetal e assim, minimizar as consequéncias
clinicas das alteracées ligadas a Hb S (BALLAS et al, 1991, LANCOS et al,
1991; ELION et al, 1992).

Ha duas caracteristicas fisiopatolégicas importantes
relacionadas a anemia falciforme, a anemia hemolitica cronica e a vaso
oclusdo resultando em danos teciduais. A anemia hemolitica € causada
pelas propriedades anormais da Hb S e/ou destruicao precoce das células.
A lesdo tecidual é principalmente produzida por hipdxia oriunda da
obstrugcado de vasos por acumulo de eritrocitos falcizados. Sofrem maior
risco os 6rgaos com “sinus” venoso onde a circulagao do sangue € lenta e a
tensao de oxigénio e pH séo baixas (Ex: rins, baco, figado e medula 6ssea)
ou aqueles com limitada suplementagao de sangue arterial (Ex: olhos;
cabeca do fémur) (POWARS, 1990).

Os sintomas de hipoxia também podem ser agudos com crises
dolorosas, ou insidiosas, e os efeitos dos danos teciduais agudos ou
cronicos, podem em ultimo caso, resultar na faléncia do orgéo,
principalmente em pacientes com idade avangada. Um problema adicional e
menos reconhecido nos pacientes falciformes € sua vida sob condi¢cdes de
estresse psicossocial, pois além do fato de serem portadores de doenga
cronica, convivem com o problema da natureza de sua doenga, cuja
repeticdo incomum afeta sua atuagao tanto na escola quanto no trabalho e
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reduz potencialmente seu senso de auto estima (TAVARES NETO, 1981;
CHARACHE et al, 1991).

A deteccao efetiva de diversas formas de sindromes falcémicas
requer diagnostico laboratorial preciso, baseado principalmente em técnicas
eletroforéticas, hemogramas e dosagem de Hb Fetal. Muitas vezes, a
associacdo de eletroforeses alcalina e acida é decisiva para o correto
diagnéstico. Entretanto, ha casos em que o padrao eletroforético da anemia
falciforme & similar ao de algumas associa¢des (Ex: Hb S/ Talassemia beta)
e nessas situagoes, as analises laboratoriais devem ser especificas, ja que
o quadro clinico do paciente pouco difere em cada uma delas. Nos casos de
suspeita de Hb S/P.H.H.F., a pesquisa da distribuicao intraeritrocitaria de Hb
Fetal devera ser realizada (CHARACHE et al, 1991). A associagao de Hb
SS com talassemia alfa ocorre com frequéncia de 32,6% entre os doentes
com diagnostico clinico de anemia falciforme.

3.1.2 - Traco Falciforme (Hb AS): Caracteriza o portador
assintomatico, heterozigoto da Hb S. Ndo padece de doenga e nem possui

anormalidades no numero de eritrocitos. Nessa condigao heterozigota,
ocorre heranga de um gene normal (beta A) e outro anormal (beta S),
resultando na producédo de cadeias beta normais e anormais, sempre com
predominio de Hb A. O diagnéstico laboratorial € realizado através de
técnicas eletroforéticas.

O traco falciforme pode estar associado ocasionalmente a
condigdes clinicas que incluem hipostenuria, hematuria, risco aumentado a
infecgOes do trato urinario durante a gravidez e retardo constitucional na
puberdade (BRITTO et al, 1984, POWARS et al, 1986; GONCALVES &
RAMALHO, 1990). Os portadores de Hb AS quando iniciam quadro de
hipéxia raramente desenvolvem sintomas relacionados a vaso oclusao.
Existem entretanto, relatos de morte subita e complicagées clinicas em
portadores de Hb AS expostos a condicdes de baixa tensdo de oxigénio,
como anestesias prolongadas e esforgos fisicos extenuantes (HUTZ et al,
1983; SULLIVAN, 1987, CHARACHE, 1988).
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3.1.3 - Biologia Molecular da Hb S :Todos os individuos séao
geneticamente diferentes e muitos produtos génicos sdo conservados por
varias geracgOes. Estas diferengas representam variagdes patologicas ou
silenciosas de DNA. As variagdes silenciosas ou neutras sdo designadas
polimorfismos e podem ser detectadas por duas vias:-

a) Analise sequencial de fragmentos de DNA clonados. Através de
técnicas de biologia molecular, é possivel hoje isolar determinado gene do
restante do genoma humano;

b) Muitas vezes as substituicbes de nucleotideos neutros podem

remover ou introduzir sitios clivados por endonucleases de restricdo. Varias
enzimas deste tipo sdo comercializadas tornando possivel a analise de um
pequeno fragmento de DNA com diferentes sitios de clivagem para detecgcéo
de polimorfismos (ANTONARAKIS et al,1985).

Kan e Dozzy, 1978, descreveram o polimorfismo de DNA para o
gene beta globinico, através da localizagdo de um sitio de clivagem pela
enzima Hpa | e, a frequente associagao de sua auséncia com o alelo da Hb
S foi utilizado pelos autores como ferramenta para o diagnéstico pré-natal.
Apbs esses achados, um grande numero de outros sitios polimoérficos no
gene beta foram identificados.

Grupos génicos ligados a tais polimorfismos, designados
haplétipos, sdo uteis marcadores para analises genéticas, relacionando os
segmentos especificos do cromossomo a populacao que esta sendo
avaliada.

As caracteristicas clinicas da anemia falciforme sdo marcadas
pela diversidade de manifestacdo entre seus portadores, devido a fatores
como concentragdo de Hb Fetal aumentada, associagéo entre a Hb S e
talassemia alfa, fatores ecoldgicos (ex.: clima), condigdes sdcio-econémicas
e atengcdao médica. Entretanto, a maioria das diferencas clinicas e
hematologicas deve-se a fatores genéticos relacionados a outros genes que

podem estar ligados ou ndo ao gene da globina B° e que sdo capazes de

modificar a expressao da doenga. Portanto, o curso clinico e a gravidade da
anemia falciforme (Hb SS) estao relacionados ao haplétipo herdado, que
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pode ser caracterizado pela agcdo de enzimas de restricdo. Até o presente,
foram identificados cinco haplétipos diferentes para o gene da globina B°, e

existem indicios de que todos originaram-se separadamente. Sdo eles:
Arabe-Indiano (Asiatico), Senegal, Benin, Bantu ou Republica Centro
Africana (RAC) e Camardes. Os haplotipos Benin e Bantu estdo associados
ao aumento da gravidade clinica da doenga e sdo os mais frequentes na
populagdo mundial. Os portadores dos haplotipos Senegal e Arabe-Indiano
apresentam niveis de Hb Fetal significativamente elevados, diminuindo
assim, as consequéncias dos processos fisio-patoloégicos da falcizagdo. Na
Africa, os individuos com anemia falciforme sdo haplotipicamente
homozigotos. Nas Américas, devido ao alto grau de miscigenagdo, os
portadores de anemia falciforme sao haplotipicamente heterozigotos
(ABBES et al, 1991; NAGEL & RANNEY, 1991; RIEDER et al, 1991). No
Brasil, estudos realizados em diferentes regidoes, mostraram que a maior
frequéncia do gene da Hb S é proveniente do haplétipo Bantu seguido de
Benin, com exce¢ao da Bahia, onde ha uma proporcao ligeiramente maior
do haplotipo Benin. Esses achados mostram concordancia com os registros
histéricos de trafico de escravos. Entre 1701 e 1816, o Brasil recebeu cerca
de 1,9 milhdo de escravos, dos quais 68% vieram de Angola (haplétipo
Bantu) e os demais da Bacia de Benin (ZAGO, 1993).

3.2 - HEMOGLOBINA C: A Hb C € uma hemoglobina anormal
originada pela substituicdo do acido glutamico por lisina na posi¢ao 6 da
globina beta. Essa troca de um aminoacido de carga negativa por outro de
carga positiva altera sensivelmente a mobilidade da hemoglobina, sendo
facilmente diferenciavel da Hb A em eletroforeses de pH alcalino e acido. E
frequente em povos da Africa Ocidental, onde atinge valores entre 15 e 30%
(LEHMANN & HUNTSMAN, 1974).

Os heterozigotos (Hb AC) nao apresentam anemia ou
evidéncias de diminuicdo no numero de eritrocitos. A analise da morfologia
eritrocitaria pode demonstrar células em alvo. A identificacdo desses
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portadores é feita por eletroforese de pH alcalino e como outras
hemoglobinas anormais migram na mesma posi¢ado neste pH, devido a
semelhanga entre seus pontos isoelétricos, a caracterizagao deve ser
realizada por eletroforese em pH acido ou focalizagdo isoelétrica. O
diagnoéstico dos portadores heterozigotos é fundamental para a realizagao
do aconselhamento genético, ja que a associagao dessa variante com Hb S,
talassemias, ou em homozigose (Hb CC), apresentam alteragées clinicas.
No Brasil a prevaléncia da Hb AC é de 0,6 a 1% em diversas regides, sendo
as formas interativas mais raras (NAOUM et al, 1984, DOMINGOS, 1993;
NAOUM, 1997).

3.3 - HEMOGLOBINA D: E uma variante de cadeia beta que
demonstra a mesma mobilidade eletroforética da Hb S em pH alcalino,
diferenciando-se entretanto por eletroforese em agar pH acido. Além disso,

nao apresenta falciformacao dos eritrécitos e sua solubilidade é semelhante
a da Hb A. O portador heterozigoto (Hb AD), é assintomatico e a fracao
anormal constitui cerca de 35 a 50% da hemoglobina total. A homozigose
para a Hb D é de ocorréncia muito rara, sendo sempre importante a analise
familial para os casos suspeitos de homozigose que apresentam discreto
grau de anemia e sdo assintomaticos (HONIG & ADAMS, 1986).

Entre as variantes de hemoglobinas, cinco foram classificadas
como Hb D, apesar de serem bioquimicamente diferentes: Hb D Los
Angeles ou Punjab, D Bushman, D Ouled Rabah, D Iran e D Ibadan. Dentre
estas a mais prevalente € a Hb D Los Angeles ou Punjab, sendo sua
frequéncia proxima a 3% entre os habitantes do noroeste da india. No Brasil,
a Hb D Los Angeles ou Punjab tem sido observada na razao de 1 caso para
5 mil pessoas analisadas (NAOUM, 1997).

3.4 - HEMOGLOBINA E: E uma variante de cadeia beta onde o

aminoacido lisina da posicdo 26 é substituido por acido glutdmico. Em
eletroforese de pH alcalino migra na mesma posicdo de Hb C, e a
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diferenciacdo laboratorial entre estas hemoglobinas € realizada por
eletroforese em agar pH acido. Nos heterozigotos a fragcdo de Hb E constitui
30 a 45% da hemoglobina. Outra caracteristica interessante dessa variante
€ a discreta instabilidade molecular observada nos testes de desnaturacao
ao calor. Os portadores heterozigotos para Hb E séo assintomaticos. Os
homozigotos, por sua vez, apresentam geralmente esplenomegalia e
discreto grau de anemia, com microcitose e células em alvo. Os sinais de
hemdlise sdo minimos, podendo em certas circunstancias, como por
exemplo febre, se tornarem mais evidentes. Nesses pacientes observa-se
reducado da fragilidade osmotica. Os portadores de Hb E associada as
talassemias alfa ou beta, ou com outras variantes, especialmente a Hb S,
podem apresentar sintomas clinicos mais importantes. Em algumas regides
da Tailandia, onde a prevaléncia da Hb E chega a ser de 50%, podem
ocorrer formas complexas de interagcoes com talassemia alfa que resultam
em interagoes com talassemia beta, causando anemia. Entretanto é possivel

que seja detectado em imigrantes e descendentes de pessoas provenientes
do Extremo Asiatico (LEHMANN & HUNTSMAN, 1974; NAOUM, 1997).

3.5 - HEMOGLOBINA J: Forma variante com mobilidade
eletroforetica bem caracteristica em pH alcalino, movendo-se ligeiramente
mais rapida que a Hb A. Em eletroforese em agar de pH acido, a mobilidade
e semelhante a da Hb A. Os portadores heterozigotos (Hb AJ), sao
assintomaticos e apresentam valores hematoloégicos normais. Os casos
descritos de associagao entre Hb J e beta talassemia revelam discreto grau
de anemia. Foram relatados varios tipos de Hb J, todos apresentando as
mesmas caracteristicas de mobilidade da hemoglobina nos pH alcalino e
acido. Entretanto, por meio de eletroforese de cadeias polipeptidicas, é
possivel diferenciar alguns tipos de Hb J mais frequentes. O fingerprint de
péptidos permite caracteriza-las estruturalmente. Entre os vinte e trés tipos
de Hb J, destacam-se trés variantes que tem sido identificadas em
diferentes regides do Brasil, no estado de heterozigose: Hb J Oxford: «15
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Gli = Asp; J Baltimore: 316 Gli > Asp; e Rovigo: «53 Ala ->Asp (NAOUM
et al, 1984, DOMINGOS, 1993). A forma J Oxford e J Rovigo, por serem
mutantes de cadeia alfa, permitem identificar, alem da fracdo J, um menor
componente, o J2, oriundo do tetramero «’, §*,. entre as posicées de Hb A,
e Hb S. A Hb J Baltimore, por ser mutante de cadeia beta, ndo apresenta
este componente menor. Uma outra propriedade que permite diferenciar
essas trés variantes, € determinada pela concentracdo de Hb AJ nos
portadores heterozigotos. Apesar da Hb J Rovigo ser uma variante de
cadeias alfa, sua fragdao apresenta quantidades variaveis entre 35 e 40%,
enquanto que a Hb J Oxford, também uma alfa variante, tem concentracoes
entre 15 e 20%. No Brasil, a prevaléncia de Hb AJ, independente do tipo, é
proxima de um caso para 2 mil pessoas analisadas (NAOUM, 1997).

4 - TALASSEMIAS:

O termo talassemia foi usado pela primeira vez em 1936 por Whipple
e Bradford, para designar uma anemia altamente incidente na regido do mar
mediterrdneo, e que havia sido descrita por Cooley e Lee em 1925, em
criangas descendentes de italianos, gregos e sirios. Continuou sendo
chamada também de anemia de Cooley em homenagem a este autor que
primeiro a descreveu e caracterizou com uma entidade clinica. Dentre as
caracteristicas observadas por Cooley, podemos citar, anemia hemolitica
grave com aumento no volume do figado e bago, alteragcdes Osseas,
resisténcia osmotica dos  eritrocitos aumentada e leucocitose
(WHEATHERAL et al, 1981).

Através de estudos sobre as alteracées hemoglobinicas relacionadas
as talassemias, estas foram classificadas entre as hemoglobinopatias
hereditarias, e a talassemia classica passou a ser designada talassemia
beta. As outras formas foram classificadas segundo a alteracao da
respectiva cadeia. A diferenciagdo das talassemias €& complexa

25

AVA
AVAVAY

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



considerando-se o amplo espectro de variagdes nas manifestacdes clinicas
dos diferentes alelos afetados e a associacdo destes com outras
hemoglobinopatias. De modo geral, a classificagao inicial segundo o tipo de
cadeia afetada pode hoje ser designado pelo tipo de alteragdo genética que
0 originou sendo caracterizadas molecularmente centenas de subtipos de
talassemias. Até 1992, estimava-se mais de 150 diferentes pontos de
mutagcdo que causavam talassemia beta sem contar inser¢des e delegdes, e
acredita-se que com o avango cada vez maior da tecnologia para a analise
molecular, centenas de outras mutagdes que causam talassemias serao
encontradas (HUISMAN, 1990; HUISMAN, 1992; JANKOVIC et al, 1992,
KOO et al, 1992, CAl et al, 1992).

Os mecanismos que determinam as talassemias podem ser
agrupados em dois tipos: 0os que se relacionam, as mutagdes na porgoes
codificadoras e os relativos as alteracées em regides nao codificadoras,
mas de importancia na expressao génica.

As mutacdes que condicionam o fenoétipo talassémico sao muitas, e
interferem na producao de globina a nivel de transcri¢cdo, processamento do
RNAm, traducao, ou mesmo apos a traducao da cadeia afetada. A medida
em que novas técnicas de analises foram tornando-se disponiveis, um
numero crescente dessas diferentes alteragoes puderam ser identificadas:
delecdes génicas, mutagdes em regides promotoras, mutagées que afetam
o processamento do RNAmM, mutacoes no sitio de poliadenilagéo, mutagoes
no coédon de iniciagdo, mutagdes que determinam a terminacao prematura
(por mutagbes geradoras de codons que nao codificam qualquer
aminoacido, ou que alteram a matriz de leitura), mutacdes no cédon de
terminalizacao, e as geradoras de globinas altamente instaveis (SPRITZ &
FORGET, 1983; COLLINS et al, 1984; NIENHUIS et al, 1984, , et al, 1984;
WEATHERALL et al, 1985; HONIG, 1986; STEINBERG 1988; HIGGS et al,
1989). ‘

Embora seja conveniente classificar separadamente as condi¢oes
talassémicas daquelas em que resultam a P.H.H.F., ha evidéncias de que
muitos desses casos sdo formas de delta-beta talassemias. A maioria das
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talassemias podem ser definidas laboratorialmente por estudos
hematologicos, eletroforese de hemoglobinas, e quantificacdo de
hemoglobinas A, e Fetal. A determinagdo molecular € uma técnica
altamente especifica que permite a caracterizagao dos diferentes tipos de
alteragcdo. Os tipos de talassemias mais prevalentes em nosso pais, com
numeros que variam segundo a origem racial da populacao analisada, séao
as talassemias alfa e beta, e que se manifestam geneticamente através das
formas heterozigota, homozigota e interativas (RAMALHO, 1986;
DOMINGOS, 1993; NAOUM, 1997).

4.1 - TALASSEMIA ALFA:
Em 1955 foi descrita pela 1° vez nos Estados Unidos e Grécia,

uma nova hemoglobina rapida denominada Hb H, com caracteristicas
instaveis, formando corpusculos de inclusdo nos eritrécitos quando
submetidos a incubacgao e coloragao vital. A identificacdo de que a Hb H era
composta por tetrameros de cadeia beta, foi realizada por técnicas de
hibridizacdo e por analises bioquimicas, sugerindo que se tratava de uma
patologia causada por defeito nos genes alfa. Os portadores dessa
patologia, denominada doenca de Hb H, apresentavam anemia com graus
variaveis, diminuicado da fragilidade osmoética, e presenca de Hb H nos
eritrécitos e em eletroforese (WILLIAMS et al,1976).

Em 1965 tornou-se possivel medir a taxa de sintese de cadeias
alfa e beta e visualizou-se entdo um progressivo decréscimo de cadeias alfa
nos portadores de talassemia alfa, doenca de Hb H e hidropsia fetal,
respectivamente. Individuos normais possuem 4 destes genes e as formas
de talassemia alfa s&o resultantes da deficiéncia de 1,2,3, e 4 genes alfa.
Analises por técnicas de hibridizacao mostraram posteriormente que o0s
quatro genes alfa encontram-se, dois em cada cromossomo 16 (LEHMANN
& HUNTSMAN, 1974).

As talassemias alfa sao caracterizadas por células

hipocrémicas e microciticas. Nao ha eritropoiese ineficiente porque as
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cadeias em excesso formam tetrameros, y4 (Hb Bart’s), 4 (Hb H) e 54
(HIGGS et al, 1989).

Genotipicamente, centenas de associacdes podem ocorrer e
determinar talassemias alfa. Fenotipicamente essas interacdes resultam em
uma das quatro amplas classificagOes.. Portador silencioso; Trago de
talassemia alfa; Doenca de Hb H e Hidropsia Fetal por Hb Bart's (WHO,
1987; HIGGS et al , 1989; KAZAZIAN Jr., 1990). O fendtipo de 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 disfuncéo eritrocitaria (LIEBHABER, 1989).

4.1.1 - Classificagcdo das Talassemias Alfa:
a) Portador Silencioso: Apresenta 3 genes funcionais para a

globina alfa; € a forma mais comum, e esta amplamente difundida pelo
mundo, sendo originada geralmente por uma delecao de 3,7 Kb
(LIEBHABER, 1989; KAZAZIAN Jr., 1990). Sua deteccao somente é
possivel por meio de analises de DNA. Alguns trabalhos efetuados no Brasil,
indicam que sua prevaléncia é variavel entre 10 e 20% (LIMA, 1997)

b) Tragco de Talassemia Alfa: Caracteriza-se por discretas
alteracées hematoldgicas e por repercussao clinica nula a moderada. Essa
condicdo resulta em geral, da heterozigose para o determinante alfa zero,
bem como da homozigose ou dupla heterozigose para a talassemia alfa
mais (originada por delegao ou n&o). A forma mais frequente para este tipo
de talassemia alfa € a homozigose para a delecao de 3,7 Kb resultando na
perda de 2 genes alfa. A Hb H aparece em eletroforese com concentragoes
baixas (<2%), e pode também ser visualizada em aproximadamente 60%
dos individuos portadores por pesquisa citologica detalhada (LIEBHABER,
1989; KAZAZIAN Jr., 1990). Sua prevaléncia na populacao brasileira é
variavel de 3 a 5% (NAOUM, 1997; LIMA, 1997).

c) Doenga de Hemoglobina H: Resulta mais frequentemente da
disfuncao de 3 genes alfa, ou também associagao de dois determinantes

talassémicos alfa mais, oriundos de mutagdes do tipo “ndo delegcao” desses
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genes. Clinicamente, apresenta-se por anemia, ictericia e hepato e
esplenomegalia. Os niveis de Hb H e Bart’s sdo variaveis e os de Hb A,
reduzidos (KATTAMIS et al, 1988; HIGGS et al, 1989). E considerada a
forma mais expressiva de talassemia alfa compativel com a vida. A
heterogeneidade genética da doenca esta diretamente relacionada a sua
gravidade clinica. A forma de delegdo mais comum (--/-«) € raramente
sintomatica. A perda de expressédo de gene alfa 1 (classificagdo do gene
segundo sua localizacdo no cromossomo) por ndo delecdo também é
moderadamente sintomatica. No entanto, a perda do gene alfa2 por néo

delecao resulta em fenotipo mais grave, com muitos pacientes dependentes
de transfusao (LIEBHABER, 1989). Sua frequéncia no Brasil € de 1 caso em
cada 5000 analises (NAOUM, 1997).

d) Sindrome de hidropsia Fetal: E a forma mais grave de

talassemia alfa, determinada pela heranca de dois genes talassémicos alfa
zero. Em geral a morte dos individuos com esta afecgdo ocorre ainda no
utero ou poucos dias apos o nascimento. O feto ou o recem-nato apresenta-
se palido, edemaciado, com sinais de problemas cardiacos e de anemia
intra-uterina prolongada. A Hb Bart's compde cerca de 80% da hemoglobina
total e ndo exerce qualquer fungcéo no transporte de oxigénio (HIGGS et al,
1989). Em algumas partes do mundo, como no sudoeste da Asia, esta é
uma importante causa de morte perinatal, envolvendo também consideravel
morbidade e mortalidade materna. No Brasil ainda ndo se tem conhecimento
da constancia dessa patologia (NAOUM, 1997).

4.1.2 - Base Genética das Talassemias Alfa: O complexo de
genes globinicos alfa humanos, localiza-se na extremidade do cromossomo

16, na regido 16 p.13.3 e inclui os genes alfa propriamente ditos, que
aparecem em duplicata, um gene embrionario o zeta2, trés pseudogenes -
psi zeta2. psi alfa2 e psi alfal, e um gene com fungdo ainda nao muito bem
determinada - o teta 1. Todos estdo arranjados na sequéncia 5’-3', conforme
ilustra a figura 05 (HIGGS et al, 1989).
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Figura 05: Arranjo génico alfa no cromosssomo 16 (HIGGS et al, 1989)

Os genes funcionais alfa e zeta apresentam 58% de homologia
em seus 141 aminoacidos. Por outro lado, os genes alfal e alfa2, sao
altamente homologos, e codificam proteinas idénticas, diferindo somente no
intron2 na sua regiao nao codificadora 3', sendo essa divergéncia de
aproximadamente 17% (HIGGS et al, 1989).

Em geral, os genes globinicos sdo compactos e divididos em 3
exons, e 2 introns. As posi¢cdes dos introns, sao conservadas em todos os
genes globinicos e refletem eventos evolutivos para chegar a proteina
funcional. O exon 2 por exemplo, € responsavel pela codificacdo de toda a
regiao de ligagado ao grupo heme e pelos contatos alfal e beta2; o exon 3
codifica os contatos alfa1 e beta2 (HIGGS et al, 1989).

Existem 5 regidoes que separam os genes que fazem parte do

complexo génico alfa, e sao estruturalmente hipervariaveis (HVRs -
Hypervariable regions). Cada uma dessas regidées € composta de multiplos
segmentos repetitivos de pequenas sequéncias ricas em GC, com tamanho
variando de 17 a 57 pb. Multiplos alelos de cada uma dessas regides HVR
s&o identificados por técnicas de alta resolucdo e sao altamente polimorficos

em algumas populagoes, mas estes polimorfismos sao neutros, € nao
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apresentam consequéncia para a expressao dos genes alfa, até o momento
(RUCKNAGEL, et al, 1978; LIEBHABER, 1989; HIGGS et al, 1989).

A expressao do gene alfa2 & duas vezes maior que a do gene
alfa1l, e seus RNAs sdo traduzidos com igual eficiéncia, mas existe uma
produc&o maior do RNAm para o gene alfa2. As mutagdes que originam as
talassemias alfa podem afetar um ou os dois genes alfa, e as que afetam o
gene alfa2 apresentam-se fenotipicamente mais graves (LIEBHABER, 1989;
HIGGS et al, 1989; KAZAZIAN Jr., 1990).

4.1.3 - Defeitos Moleculares das Talassemias Alfa: A talassemia
alfa € mais comumente causada por delecao de um ou ambos genes alfa.

Este processo pode ser causado por varios mecanismos, diferindo do que
ocorre na talassemia beta onde predominam os defeitos moleculares
originados por nao delegcdo. Assim, alguns tipos de talassemia alfa sao
caracteristicos de determinados grupos raciais.

a)Delegdo de um unico gene alfa: Resulta especialmete na
perda de 3,7 Kb ou de 4,2 Kb de DNA, ambos resultantes de recombinacéo
desigual dos homologos ( Figura 06 )

b) Delegdo de ambos os genes alfa: Essas dele¢cdes variam de
5,2 até a remocgao do todo o complexo. Os mecanismos que originam estas
grandes delegbdes nao estao muito bem esclarecidos (LIEBHABER, 1989).

c) Talassemia alfa devido a ndo delegdo. Ha aproximadamente
15 mutacgdes que resultam em talassemia alfa, o exemplo mais comum ¢€ a
mutacado de uma unica base no codon de terminalizacao do gene alfa2, que
origina a Hb Constant Spring. Uma variedade de outras mutagcdes tém sido

descritas para o complexo génico alfa e muitas delas afetam passos criticos
para a expressao génica (HSIA et al, 1988; LIEBHABER, 1989; KAZAZIAN
Jr., 1990; WAYE et al, 1992).

A gravidade dos fenétipos de talassemia alfa estao diretamente
relacionados a perda de sintese do gene alfa e trés grandes fatores podem
estar envolvidos: numero de genes afetados, grau de decréscimo na
expressao (parcial ou total) e quanto o gene afetado contribui para a sintese
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da globina alfa (alfa1 ou alfa2). De forma geral, pode-se dizer que a perda
de um unico gene alfa pode resultar em diminuigéo leve, moderada ou grave
da sintese de globina alfa dependendo de como ocorreu esta perda génica
(processos delecionais ou nao) e qual “locus” estava envolvido
(LIEBHABER, 1989; HIGGS et al, 1989; KAZAZIAN Jr., 1990).

pocl

Figura 06: Delegao de um unico gene alfa. Crossin-over desigual originando
delecoes de 3,7Kb (A) e 4,2 Kb (B). (KAZAZIAN Jr.; 1990).

§ A talassemia alfa pode estar associada com outras doencas,
principalmente anormalidades da medula, como as doencas linfo e
mieloproliferativas e em alteragcbes hematolégicas como eritroleucemia,
leucemia mieloide cronica e aguda, anemia sideroblastica entre outras,
sendo consideradas talassemias alfa adquiridas (FLINT et al, 1986; GOMES
et al, 1988). Nas doencgas de Hb H adquiridas, a anormalidade de sintese
de cadeia globinica parece ser de origem clonal, isto €, duas populagdes de
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eritrocitos nos individuos afetados, uma com conteudo de Hb normal e a

outra com marcada hipocromia e deficiéncia na sintese de cadeia alfa
(LIEBHABER, 1989).

Existem alguns relatos de talassemia alfa associada a retardo
mental, podendo estar relacionadas a delegbes que envolvam todo o
complexo alfa e anormalidades citogenéticas que incluem o brago curto do
cromossomo 16 (WEATHERALL et al, 1985 ; LIEBHABER, 1989; GIBBONS
et al, 1992).

Quando em associagcao com mutantes de cadeia beta, como as
Hb S, C e E, a talassemia alfa afeta significativamente o nivel dessas
hemoglobinas, influenciando as manifestacées clinicas do gene anormal
(STEIMBERG & EMBURY, 1986; EMBURY, 1988; COSTA et al, 1989;
SONATI et al, 1991).

4.1.4 - Talassemia alfa e Selecdo Natural: As talassemias alfa
sao as mais comuns das alteracdes dos genes humanos,. a existéncia de

muitas variantes polimorficas, sugerem que diferentes mutantes tém sido
selecionados nas areas em que ela ocorre com maior frequéncia coincidindo
com a hipotese de que tais variantes conferem melhor adaptacao dos
heterozigotos, principalmente na regides endémicas ao Plasmodium
falciparum, e a dispersao desses genes deve-se, em grande parte, aos
processos de colonizacdo e migracéo das populagdes portadoras (W.H.O.,
1987, COSTA et al, 1989; SONATI et al, 1991).

4.1.5 - Anélise Critica da metodologia laboratorial da talassemia
alfa. Os meétodos utilizados para o diagndstico das talassemias alfa

apresentam suas limitagcoes, e muitas vezes o estudo familial e analise de
DNA sao necessarios para a determinacdo do tipo de alteracao correto e
adequado aconselhamento genético. A microcitose € caracteristica das
talassemias, mas no caso das talassemias alfa, muitas vezes a morfologia
dos eritrocitos apresenta-se normal. A Hb A, esta geralmente normal ou
discretamente diminuida. Os valores de ferro serico sao de grande valia
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para o diagnostico, pois esclarece a situacdo de anemia por ferropenia.
Outro fator que pode suxiliar o diagnoéstico de talassemia alfa sdo os valores
de VCM que esclarecem sobre a microcitose. A observagdo de corpos de
inclusdo de Hb H requer a pratica do analista e tempo disponivel, além do
fato de que formas diferentes de talassemias alfa podem apresentar

padroes de precipitacdo semelhantes, e a auséncia desses corpos nao
exclui a talassemia alfa.

Para analises populacionais e aconselhamento genético, é
necessario que se faca uso de métodos diagnésticos simples e uteis que

contribuam para a melhoria da saude publica em paises em
desenvolvimento. O teste de resisténcia globular osmotica fornece dados
sobre a microcitose e constitui o primeiro teste seletivo para talassemias,
quando associado a analise da morfologia eritrocitaria. A eletroforese em pH
alcalino, dosagem de Hb A; e pesquisa de agregados intraeritrocitarios de
Hb H auxiliam no diagnostico das talassemias alfa (W.H.O., 1987, NAOUM,
1997).

Metodos de analise de DNA, diferenciam os tipos de alteracdes
que causam a talassemia alfa, mas sao dificeis de serem utilizados como
rotina, principalmente em paises de terceiro mundo (W.H.O., 1987).

O diagnostico pré-natal na talassemia alfa, nao se faz tao
urgente quanto para talassemia beta, pois na talassemia alfa os
homozigotos nao sobrevivem apoés a vida intra-uterina e a doenca de Hb H,
€ compativel com a sobrevida normal. Casais de risco para hidropsia fetal
devem ser identificados e aconselhados em populagdes que possuem as
alteracdes genéticas em frequéncia aumentada (W.H.O., 1987).

4.2 - TALASSEMIA BETA:

As talassemias beta constituem um grupo de alteragdes
genéticas da sintese de hemoglobina extremamente diverso e que resulta na
diminuicdo da producéo de cadeias de globina beta. Clinicamente ha grande

variabilidade com relagdo a sintomas e manifestacdes clinicas, e essas
condi¢cdes sao resultantes de fatores genéticos e adquiridos. O complexo
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génico das cadeias do tipo beta, compreende uma extensdo de
aproximadamente 50 kb, incluindo cinco genes funcionais e dois
pseudogenes, arranjados na sequéncia 5’-3’, na mesma ordem em que S&o
ativados durante as fases do desenvolvimento humano. Nas talassemias
beta, as cadeias alfa combinam-se com cadeias delta e gama, contribuindo
para o aumento das hemoglobinas A, e Fetal, respectivamente. Esses
indices alterados sdo importantes para o diagnéstico das talassemias beta.
A porcentagem de Hb A, apresenta-se elevada em cerca de 95% dos casos
de talassemia beta heterozigota (BEUTLER, 1988), enquanto a Hb Fetal
esta sempre elevada na talassemia beta maior.

A quantidade e intensidade destes achados clinicos e
hematologicos dependem do gendtipo (homozigoto ou heterozigoto), do tipo
de mutacao, de fatores que tendem a restaurar o equilibrio ente as cadeias
de globina, associagdo com a talassemia alfa, aumento da produgao de
cadeias gama, capacidade de proteolizar as cadeias alfa em excesso, da
ligacao das mutacdes aos diferentes haplotipos e do estado de saude geral
do individuo (MELIS et al, 1983; WASI et al, 1985; GONZALES-REDONDO,
1988).

Ha dois tipos principais de talassemias beta, identificadas por
beta mais e beta zero, que refletem a reducéo ou a auséncia de sintese das
cadeias beta. As variagbes quantitativas na sintese da cadeia beta da
globina, e consequentemente, na sintese da hemoglobina A e cadeias alfa
livres, sao responsaveis por parte da variabilidade clinica. A taxa normal de
sintese de cadeias alfa resulta no seu acumulo nos glébulos vermelhos
durante a eritropoiese, entretanto elas tornam-se insoluveis, instaveis

precipitando dentro das células e danificando a membrana, pela destruicao
prematura dos gldbulos vermelhos, 0 que provoca a anemia. Tentando
equilibrar esta perda, a eritropoiese € aumentada na medula, mas grande
parte do processo € ineficaz, e os globulos vermelhos séao destruidos ainda

na fase de desenvolvimento, sem terem sido liberados para a circulagao
periférica (WEATHERALL et al, 1985).
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O modo de heranca das talassemias, assim como de outras
alteragcoes geneticas da hemoglobina, é autossémica, e o termo dominante
ou recessivo € dificil de ser aplicado porque, alguns heterozigotos
apresentam claros disturbios clinicos ao passo que outros ndo. No entanto,
a talassemia beta € considerada de heranga autossdémica recessiva porque
sao necessarios dois genes anormais da globina beta para produzir o
fenotipo clinicamente detectavel. Tém sido identificadas, entretanto, formas
dominantes de talassemia beta, as quais resultam em fenotipos de
talassemia intermédia, para portadores de um unico gene alterado. (THEIN,
1992; KAZAZIAN Jr. et al, 1992).

4 2.1 - Talassemia Beta Homozigota:

A talassemia beta homozigota, geralmente denominada
talassemia beta maior, € o resultado do estado homozigoto, tanto do tipo
beta mais quanto do tipo beta zero, ou em casos mais raros, de um
componente heterozigoto beta mais/beta zero talassemia. A auséncia ou
deficiéncia acentuada na producdo de cadeias beta causa anemia grave
devido a hemolise intramedular, especialmente no baco. As criancas

portadoras de talassemia beta homozigota apresentam os sintomas da

anemia no primeiro ano de vida quando a producdo de cadeias beta se
estabiliza por volta do oitavo més. Muitos dos doentes afetados morrem na
infancia ou adolescéncia, podendo, entretanto, alcancar até terceira ou
quarta décadas, conforme a atengcdo meédica e terapéutica recebidas.
Destaca-se, porém que as principais causas de 6bito sdo infecgdes e
insuficiéncias cardiacas devido a deposicao de ferro no miocardio e em
vasos sanguineos (ZURLO et al, 1989). O acumulo de ferro é decorrente da
extensa e prematura destruicao dos eritrocitos, tanto daqueles que sao
continuamente produzidos para suprir a anemia hemolitica, quanto dos
recebidos em transfusdes sanguineas frequentes e necessarias, bem como
da absor¢cao aumentada do ferro recebido pela dieta alimentar (MAGRO et
al, 1990; GOLDFARSB et al, 1990).
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O padrao de hemoglobinas nos pacientes com talassemia beta
homozigota € variavel, caracterizando-se pelo aumento de Hb Fetal, com
concentragcées que variam de 60 a 90%. 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, 1997). As criangas que nao recebem
tratamento adequado desenvolvem o quadro clinico tipico da talassemia
beta maior, que inclui, além da anemia grave, deformidades 0sseas devidas
a hiperplasia medular, hepatoesplenomegalia, pigmentagao marrom da pele,
disturbios cardiacos e enddcrinos, atraso no crescimento e na maturagao
sexual, infeccoes recorrentes e deficiéncia de acido folico. Por isso, para
garantir a sobrevida dos pacientes, € necessario um tratamento continuo
que consiste em transfusdes sanguineas regulares, as quais mantém um
nivel de hemoglobina adequado e no uso de quelantes do ferro para ajudar
a eliminar o excesso desse metal no organismo (CAO et al, 1990).

4.2.2 - Talassemia Beta Heterozigota:
O estado heterozigoto da talassemia beta € caracterizado

geneticamente pela heranca de um unico componente alterado. Nas formas
beta zero e beta mais, a reducdo da taxa de sintese da globina beta é

menor, mas o suficiente para causar discreto grau de anemia microcitica e

hipocrdmica com aumento de resisténcia osmotica dos eritrécitos. Muitas
vezes a doenga nado € diagnosticada corretamente e os pacientes sao
tratados inadequadamente como se apresentassem anemia por deficiéncia
de ferro. Laboratorialmente, as formas de talassemia beta mais ou beta zero
caracterizam-se pelo aumento de Hb A, cuja concentracao varia de 3,8 a
7,5%, alteracdes morfolégicas dos eritrocitos, principalmente microcitose e
hipocromia, resisténcia globular osmotica aumentada, diminuicdo da
hemoglobina corpuscular média (HCM) e volume corpuscular médio (VCM).
Segundo RUND et al, 1992, o grau de redugdo dos valores de VCM esta
diretamente relacionado ao tipo de mutacao, ou seja, talassemia beta mais
ou beta zero. A hemoglobina Fetal pode estar normal ou discretamente
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aumentada. As manifestagoes clinicas, como palidez, cansago e bago
palpavel quando presentes, variam entre os diferentes grupos raciais
(LEWIS et al, 1982). Os niveis de acido folico e vitamina B12 plasmaticas
apresentam-se dentro dos limites normais em talassémicos beta
heterozigotos (SILVA & VARELLA-GARCIA, 1989).

4.2.3 - Talassemia Intermédia:

As formas clinicas denominadas talassemia intermédia, sao
resultantes de diferentes interagoes genéticas, cujos portadores apresentam
um quadro clinico mais ameno que o da talassemia beta maior e ndo séo
dependentes de transfusao sanguinea. A talassemia beta intermédia pode
decorrer da interacdo das talassemias alfa e beta, com redugdo
concomitante de ambas as cadeias globinicas, o que diminui 0 numero de
cadeias desemparelhadas e propicia a redu¢ao na taxa de destruicdo dos
eritrécitos em comparagédo com as formas graves de talassemias. Pode
decorrer também em decorréncia de interacdes da talassemia beta com
alguns tipos de hemoglobinas variantes, particularmente a Hb S, Hb C e Hb
E (WHEATHERALL et al, 1985).

4.2 .4- Base Molecular:

A analise dos haplétipos do gene da globina beta e a
determinagédo dos sitios polimérficos, tém sido uteis para o estudo da
epidemiologia dos genes globinicos anormais, com relagdes antropolégicas,
delineando os efeitos epistaticos na doengas genéticas desses genes
(NAGEL et al, 1990).

Mais de 80 pontos de mutacao causando talassemia beta foram
bem caracterizados, resultando num déficit de cadeias beta que varia de

minima (alelos beta mais) a auséncia completa (alelos beta zero).
Heterozigotos, incluindo os portadores de alelos beta mais e beta zero, sao

clinicamente assintomaticos, ao passo que os homozigotos, ou portadores
de componentes heterozigotos associados apresentam sintomas evidentes,
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acompanhados de quadros hematologicos muito alterados, e séo
dependentes de transfusao (THEIN, 1992).

Grande parte das talassemias beta € determinada por mutacoes
que interferem na transcricdo, processamento, transporte, estabilidade e
traducao do RNAmM, ocorrendo também, casos de variantes de cadeias
polipeptidicas (ANTONARAKIS et al, 1985; KAZAZIAN Jr., 1990; HUANG
et al, 1991; TRIFILLIS et al, 1991). Em 1984 ORKIN e KAZAZIAN
estabeleceram as principais mutagoes talassémicas no gene beta da globina
(Figura 07), e dessa relagao, quatro pontos tém sido descritos na populagéo
brasileira: 13,22,26 e 27.

4.2.5- Hemoglobinas diretamente envolvidas na interpretacao
laboratorial das Talassemias Beta:

a) Hemoglobina Fetal (alfa2 gama?2):

Em individuos normais, € uma mistura de duas espécies
moleculares, onde as cadeias gama podem possuir na posicdo 136 o
residuo glicina ou alanina. Variagdes sao observadas também, na taxa de
sintese de cadeias gama glicina e gama alanina, em diferentes grupos
raciais, € em associagao com outras hemoglobinopatias, influenciando seus
fenotipos (WEATHERALL et al, 1985).

No desenvolvimento humano, as cadeias globinicas
fetais (gama) sao substituidas por cadeias beta e delta, logo apos o
nascimento cujos mecanismos sao ainda desconhecidos. O entendimento
desses mecanismos seria de grande valia para a manutengdo dos niveis de
produgao de Hb Fetal elevados em portadores de outras hemoglobinopatias,
notadamente na anemia falciforme, o que minimizaria seus quadros clinicos
(CHARACHE et al, 1991).
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Um modelo natural de estudo desses mecanismos, € o
entendimento da PHHF, onde um dos genes gama permanece com sua
expressdao aumentada apos o nascimento. Mutacbes de ponto no gene
promotor da expressao, como uma troca entre T e C na posi¢cao 175 do
gene da globina gama mantém altos niveis de producdo de Hb Fetal “in
vitro” (OTTOLENGHI et al, 1990). O aumento na sintese de Hb Fetal pode
também persistir além do periodo neonatal em certas alteracdes genéticas
da hemoglobina como a anemia falciforme, talassemia beta e talassemia
delta-beta. Em doencgas adquiridas, a producdao pode ser reativada em
alteracbes que sao acompanhadas de desieritropoiese, como anemia
aplastica, leucemia mieldide crénica, anemia refrataria com hiperplasia de
medula, hemoglobinuria paroxistica noturna, e doengas linfo e
mieloproliferativas (SHIMIZU et al, 1988;-GOMES et al, 1988).

A gravidade da talassemia beta pode ser
significativamente modificada pela associacao de talassemia alfa, devido a
nao exacerbacao do desequilibrio entre as globinas alfa e beta. Talassemia
beta homozigota, ndo dependente de transfuséo, geralmente esta associada
a defeitos no gene alfa. O mesmo pode ocorrer em pacientes com doenga

de Hb H que tém quadro clinico minimizado pela presenca de talassemia
beta (WEN & LIANG, 1992).

b) Hemoglobina A, (alfa2 delta2):

A hemoglobina A, € formada por duas cadeias alfa e duas
delta, e ocorre em individuos normais com taxas variaveis entre 2 e 3,5% do
total de hemoglobinas (LEHMANN & HUNTSMAN, 1974). O estudo da Hb
A, fornece dados dentro da evolucdo e filogenia dos genes globinicos e
favorece o entendimento da expressao génica e sintese de globina, além de
ter substancial relevancia clinica (STEINBERG et al, 1991).

Os genes de globina delta encontram-se no braco curto
do cromossomo 11, no complexo dos genes tipo beta. Existe grande
homologia entre os genes delta e beta, com relagdo a composigao de
aminoacidos (apenas 10 aminoacidos diferentes entre uma cadeia e outra),
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e a estabilidade dessas duas moléculas parece ser idéntica. Entretanto a
meia vida dos RNAm para cadeia delta € uma vez e meia menor que a do
RNAm para cadeia beta (HONIG & ADAMS, 1986), sugerindo que a taxa de
transcricéo do gene delta € menor que a do gene beta (STEINBERG, 1991).

As propriedades funcionais da Hb A, sdo semelhantes a
da Hb A, com relagéo a afinidade ao oxigénio, efeito Bohr e cooperatividade,
e resposta ao 2,3 BPG. A estabilidade térmica é maior que adaHb A e a Hb
Az inibe a polimerizagdo da Hb S. A cadeia delta da Hb A, possui duas
cargas positivas adicionais quando comparadas a cadeia beta da Hb A, fato
que facilita sua separacdo por métodos eletroforéticos e cromatograficos. A
porcentagem da A, pode ser afetada por fatores genéticos, ambientais e
secundarios a determinadas patologias. Entre os ambientais destaca-se a

deficiéncia de ferro, e entre as doencas adquiridas sobressaem a malaria,
hipertireoidismo, Doen¢a de Chagas, e diabetes (ISAACS, 1972; ALPERIN
et al, 1977, CODRINGTON et al, 1990; DOMINGOS et al, 1991).

Sob o ponto de vista hereditario, aumentos nos niveis de

Hb A, séo caracteristicos de talassemias beta, interagbes de talassemias
com Hb S, nas hemoglobinas instaveis e em alguns grupos raciais. A
diminuicao geralmente esta associada a deficiéncia de ferro e a redugéo das
taxas de sintese do gene delta (talassemia delta), sendo que os fatores que
influenciam essa redugdo podem estar atuando em varios pontos como por
exemplo, na iniciagao da cadeia, como é o caso da talassemia alfa
(STEINBERG et al, 1991).

4.3 - PERSISTENCIA HEREDITARIA DE HEMOGLOBINA

FETAL (P.H.H.F.):
Compreende um grupo de condicbes nas quais sao
encontrados niveis elevados de hemoglobina Fetal em adultos, na auséncia
de estresse eritropoiético. As formas mais comuns estdao associadas com

grandes delegcoes que ocorrem dentro do grupamento das globinas beta.
Entretanto, parece ainda inexplicado o motivo pelo qual delegdes
aparentemente similares determinam, ora uma talassemia delta-beta, ora
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uma P.HH.F. (ORKIN & KAZAZIAN, 1984) Uma possibilidade € que a
unido de sequéncias de DNA normalmente distantes, decorrentes dessas
delegdes, possa criar novas relagdes funcionais neste grupamento génico,
alterando a expressdo dos genes de globina restantes. Esta hipotese é
fundamentada nos achados de dele¢cées nas PHHF que tendem a estender-
se bem mais além da extremidade 3’ do gene de globina beta, do que as
dele¢cdes que determinam as talassemias delta-beta (HONIG & ADAMS,
1986). Outra hipétese € a de que essas delegbes possam alterar a
conformacgao da cromatina e interferir na expresséo do gene para a globina
gama. Neste caso, diferentes dele¢des teriam um ou outro efeito, segundo
suas posigdes e tamanho. Nas formas oriundas de delegdo, a expressao
continuada de Hb Fetal ocorre em todos os eritrocitos durante a vida adulta
(P.H.H.F. pancelular), enquanto na talassemia delta-beta o fendtipo
talassémico mostra-se mais pronunciado, e esta” associado a expresséo
clonal dos genes de globina fetal durante a vida adulta (SCHWARTZ et al,
1988, THOMPSON et al, 1993). Nesses tipos de P.H.H.F. os adultos
heterozigotos apresentam niveis de Hb F entre 5 e 30%, enquanto que os
homozigotos para variante Negro podem expressar até 100%, desta
hemoglobina (WHEATHERALL, 1983).

Em outra classe de P.H.H.F. os niveis de Hb Fetal sao
mais baixos, e sua distribuicdo intraeritrocitaria € irregular (P.H.H.F.
heterocelular). Trabalhos sobre caracterizagao molecular identificaram
substituicdbes de uma unica base nas regides promotoras dos genes gama
alanina, as quais sao atribuidos os fenétipos caracteristicos (DONALD et al,
1988). Para alguns tipos de P.H.H.F. heterocelular permanece desconhecida
e/ou contraditéria a determinacdo da alteragdo molecular que lhes deram
origem. A P.H.H.F. do tipo sui¢co que determina um nivel de Hb Fetal de 1 a
3% & um exemplo bastante discutido, e ocorre com frequéncias de 1 a 2%
em diferentes populagdes. A partir das andlises de ligagao da P.H.H.F. do
tipo suico com talassemia beta e com a Hb S, foi proposto que os genes
reguladores dessa condi¢do estdo ligados, mesmo que de forma n&o muito
estreita, ao complexo génico de globinas beta, enquanto muitos outros
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estudos sugerem uma grande distancia do mesmo, no proprio cromossomo
11 ou em outro qualquer. Existe também, fortes evidéncias de um padrdo de
heran¢a dominante e ligado ao cromossomo X, nesta condicao (MYIOSHI et
al, 1988).

As sindromes de P.H.H.F. apresentam um curso clinico
essencialmente benigno, com auséncia de anormalidades hematoldgicas
significantes. Em alguns casos, podem assumir expressdes muito discretas
de uma talassemia, com a tipica diminui¢cao da sintese de cadeias beta que,
ocasionalmente, vem acompanhada de visivel sub-hemoglobinizacao e
microcitose eritrocitaria. Por outro lado, o quadro clinico de algumas
hemoglobinopatias (como a Hb S ou a talassemia beta ) pode ser atenuado

pela coexisténcia, no genoma do individuo de um determinante para

P.H.H.F., pelo simples aumento da sintese de cadeias gama. Na verdade,
em muitas ocasides tem-se verificado que a heran¢a de um determinante de
P.H.H.F. resulta em niveis de Hb Fetal ainda mais elevados nessas
associacdes do que quanto herdados isoladamente (HONIG & ADAMS,
1986)

5. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA E PREVENGAO DAS
ANEMIAS HEREDITARIAS.

A populagao brasileira apresenta alto grau de mistura racial
como resultado de imigragdes. A populagao indigena nativa, originalmente
de 1,5 milhdes de pessoas, esta na maior parte extinta e concentrada no
norte e nordeste do pais. Durante a colonizagao, verificada nos séculos 16 a
19, o Brasil recebeu em torno de 800 mil portugueses e 3,5 milhdes de
negros, estes ultimos chegaram para trabalhar como escravos vindos
principalmente de dois grupos africanos, Bantu e Sudaneses. Em adigéo,
outros 5 milhdes de imigrantes, entre italianos, portugueses, espanhois,
alemaes, japoneses e arabes participaram da composi¢do étnica da nossa
populacao, especialmente apos o inicio do século XIX. Todos esses grupos
sofreram mistura inter-racial contribuindo para determinar a nossa
populagdo miscigenada, com distribuicdo étnica diferenciada em varias
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regides geograficas do pais. A frequéncia de anemia hereditaria reflete esta
diversidade de origens raciais e os diferentes graus de mistura entre
brasileiros de cada regido do pais. Hemoglobinopatias, especialmente
sindromes falcémicas, hemoglobina C e talassemias sao comuns no Brasil
(SALZANO & TONDO, 1982; NAOUM et al, 1983; ZAGO & COSTA, 1985;
TEIXEIRA & RAMALHO, 1994; SONATI et al, 1996). Além disso, tem sido
recomendado pela Organizagao Mundial de Saude (W.H.O., 1983), a
implantagdo de programas para prevengao e controle de hemoglobinopatias
na Ameérica Latina e principalmente no Brasil (PENCHSZADEH, 1993).

O sucesso de um programa de hemoglobinopatias depende da
receptividade da populacdo para este tipo de estudo. E importante para
avaliar os resultados, o conhecimento de fatores socio-econdmicos,
psicologicos e sociais. Segundo Bowman (1991), programas populacionais
sao frequentemente concebidos para um mundo tedrico e idealizado. Na
pratica, entretanto, € muito diferente, e a implantacdo de programas
preventivos deste género é muito dificil de ser conseguida, pois depende
inclusive da disponibilidade e interesse da populagdo alvo. A linguagem
utilizada na comunicagédo dos resultados e aconselhamento genético € de
fundamental importancia, ndo se esquecendo que a opinido da pessoa que
recebe a informagdo é decisiva para a eficacia de tais programas.
Geralmente programas preventivos utilizados principalmente na Italia,
incluem educacao a nivel populacional, familiar e profissional,
aconselhamento genético dos portadores e casais de risco, com
acompanhamento clinico adequado a cada caso (DOMINGOS, 1993). Neste
aspecto, € possivel que programas de prevengcdo para alteracdes
hereditarias realizados com gestantes tenham boa aceitagcao, pois estas ja
possuem um programa de avaliagdes laboratoriais e clinicas e de
acompanhamento gestacional no pré-natal e, além disso, diante da gravidez,
as mulheres estdo mais propensas a cuidar de sua propria saude e a de
seus filhos (TEIXEIRA & RAMALHO, 1994) _

Anormalidades herdadas na estrutura ou sintese de
hemoglobinas resultam em anemia materna e outras complicagdes na
gravidez. Estudos realizados em populagdes brasileiras revelaram a
possibilidade de que hoje existam aproximadamente no Brasil, 10 milhdes
de pessoas com hemoglobinopatias, e que anualmente nas¢am cerca de 3
mil pessoas com a forma homozigota (NAOUM, 1997).
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Os efeitos das hemoglobinopatias em adultos variam de anemia
assintomatica até alteragdes que causam morbidade e mortalidade, como
em portadores de Hb S na forma homozigota (Hb SS) e talassemia beta
maior. Gestagdo com o consequente aumento do consumo de oxigénio, da
viscosidade e da massa de eritrocitos, pode estar associada com morbidade
em mulheres com falcemia heterozigota. Dependendo do tipo do defeito
herdado, o feto pode morrer no Utero (talassemia alfa homozigota), ou ndo
sobreviver além da puberdade caso nado tenha acompanhamento meédico
adequado desde o nascimento (talassemia beta homozigota e Hb SS).
Estudos preventivos de hemoglobinopatias tém sido realizados nos paises
onde sua incidéncia alcanga frequéncias marcantes para a saude publica,
como sé&o os casos da ltalia, Grécia, Chipre e Tailandia, cada um enfocando
da melhor forma, a sua populagdo e o tipo de hemoglobinopatia que a
acomete (W.H.O., 1989).

Histérico e exame clinico sdo importantes para o diagnéstico de
hemoglobinopatias. Talassemia beta é encontrada em quase todas as
populagdes, mas os grupos de maior risco sdo pessoas oriundas do
Mediterraneo, norte da Africa, Sudeste Asiatico, india ou Paquistdo.
Hemoglobina S é caracteristica de africanos e pessoas com ancestrais
africanos. Hemoglobina C ocorre em pessoas especialmente do oeste
africano, mas também em povos de paises do Mediterraneo. Outras
hemoglobinas também ocorrem em populagbes de alto risco para
talassemia beta, em geral, italianos, gregos e Indianos, e Hb E em pessoas
do sudeste asiatico (NAOUM, 1987).

A organizagcdo de um programa preventivo requer suporte de
orgaos oficiais de saude, diagnostico realizado por pessoal capacitado e
aconselhamento genético de pacientes e casais de risco. O suporte clinico e
de puericultura € importante para o bom andamento dos programas de
screening e de prevencao (CAO et al, 1991).

O estudo das hemoglobinopatias no Brasil vem sendo realizado
desde a década de 40 dando énfase sobretudo a variante S. No entanto,
outras variantes, talassemias e associagées, tém sido encontradas, sendo
mais prevalentes a Hb S e as talassemias alfa e beta (NAOUM, 1987,
DOMINGOS, 1993). _

Segundo Vullo et al, 1992, os motivos pelos quais um programa
de hemoglobinopatias € necessario, sdo de ordem social e econdémica.
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Social, porque uma doencga congénita que nao tem cura, é inaceitavel pela
grande maioria dos casais de risco, e de ordem econdmica, porque O
programa de terapia para homozigotos, requer uma quantia relevante para
ser realizado. O programa de prevengao é a forma adotada em diferentes
centros médicos, especialmente na Grécia, Chipre e Italia, para reduzir ou
eliminar o nimero de nascimentos de criangas homozigotas (W.H.O., 1983).

Um meio de triagem de grande importancia € aquele realizado
com base em diagnostico pré-natal, neonatal e em gestantes, encontrando
possiveis portadores e orientando para o tratamento adequado a cada caso,
minimizando, assim, 0s graves problemas clinicos, psico-sociais €
financeiros relacionados a doenga (LOADER et al, 1991; ROWLEY et al,
1991).
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6. OBJETIVOS:

Uma vez que a compreensdo de uma doenga, em especial as de
origem hereditaria, quando monitoradas no periodo pré-natal resulta em
gravidez normal, com melhor sobrevida dos recém-nascidos, estabelecemos
0s seguintes objetivos:

- Avaliar . a importancia da analise de gestantes para
hemoglobinopatias com os objetivos de detectar a prevaléncia, e efetuar a
prevencao, o estudo familial e a conscientizagao em um grupo de gestantes
de Sao José do Rio Preto e regiao, através de programas preventivos. Para
0s casos positivos como casal de risco, orientar para o0 devido
encaminhamento médico;

- Determinar os gendétipos das variantes de hemoglobinas em
gestantes;
- Avaliar a receptividade ao programa;
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IV. MATERIAL E METODOS:

a) - Parte Preventiva:

A parte preventiva do presente projeto foi composta pelas seguintes
atividades:

1) Abordagem das gestantes: foi realizada com o intuito de
sensibilizar as gestantes para participarem do projeto através de: divulgagao
aos médicos com clinicas particulares especializadas em Ginecologia e
Obstetricia, a Secretaria da Saude de Sao José do Rio Preto e os
respectivos Centros de Saude, a Divisdo Regional de Saude de Sao José do
Rio Preto (D.I.R.XXIl ) e algumas cidades de sua abrangéncia, e também,
utilizando o0s meios de comunicagdo disponiveis, como radio, televisao,
jornais e cartazes;

2) Comunicagdo dos resultados positivos diretamente a gestante,
utilizando para isso cartas explicativas;

3) Convite as gestantes portadoras de hemoglobinopatias para
encaminharem coénjuges, filhos e parentes proximos para realizarem 0s
exames,

4) Com os resultados das analises das familias foi possivel a
realizacdo de aconselhamento genético especifico para cada caso de
hemoglobinopatia;

5) Verificagdo do retorno das comunicagdes dos resultados positivos
relacionando-os especialmente com escolaridade, renda familiar, e aten¢ao
dos centros de saude;

6) Sensibilizacdo dos 6rgaos da saude para inclusdo da pesquisa de
hemoglobinopatias em programas materno-fetal destinados as gestantes,
com base nos resultados verificados. ’
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b) Parte Analitica:

O material utilizado para atingir os objetivos propostos neste
trabalho, referem-se a analise de sangue de gestantes encaminhadas por
centros de saude e clinicas particulares de municipios que fazem parte de
Divisao Regional de Saude de Sao José do Rio Preto.

As amostras de sangue foram coletadas por pung¢ao venosa utilizando
E.D.T.A. a 5% como anticoagulante e triadas para hemoglobinopatias,
utilizando as seguintes técnicas:

b.1) Testes Seletivos:

- Eritrograma;

- Resisténcia osmoética a 0,36%;

- Analise da morfologia eritrocitaria,

- Eletroforese em acetato de celulose pH=8.6 (Qualitativa)

b.2) Testes Especificos:

- Eletroforese em acetato de celulose pH=8.6 (Quantitativa)
- Eletroforese em agar pH=6.2;

- Dosagem de Hb Fetal,

- Pesquisa intraeritrocitaria de Hb H;

- Coloragao intra-eritrocitaria de Hb Fetal,

- Focalizagao Isoelétrica;

b.3) - Teste para Caracterizagao de Sub-unidades Protéicas:
- Eletroforese de cadeias polipeptidicas.

b.4) - Testes Estatisticos:
- Estatisticas Descritivas;
- Intervalo de Confianga;
- Teste t de Student;

- Teste Qui-Quadrado
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b.1) TESTES SELETIVOS:

b.1.1) ERITROGRAMA

Utilizou-se o contador de células Coulter Counter, mod..CBC para
determinar as concentragées de Hemoglobina e Globulos Vermelhos, e
Microcentrifuga Centrimicro Fanen, mod. 211 para obtengao dos valores
de Hematocrito através da utilizagéo de capilares.

b.1.2) RESISTENCIA GLOBULAR OSMOTICA EM CLORETO DE
SODIO A 0,36% (SILVESTRONI & BIANCO, 1975)

Principio:

Técnica utilizada para triar talassemia beta principalmente na forma
heterozigota, pois nesses casos 0s eritrocitos microciticos sao mais
resistentes a hemodlise nesta solugdo. A resisténcia globular nao e
especifica para talassemia beta heterozigota, ja que resultados positivos
sao encontrados também em anemias carenciais e outras
hemoglobinopatias, como os heterozigotos para hemoglobina C. Cerca de
97% dos portadores de talassemia beta heterozigota apresentam
positividade para esse teste.

Reagentes:

Solugao estoque - NaCla 10% - pH 7,4

Cloreto de Sodio 10,09

Fosfato dibasico 1,369

Fosfato monobasico hidratado 0,28g

Agua destilada q.s.p : 100ml

Solugao NaCl a 0,36%

Cloreto de Sédio a 10% 36 ml

Agua destilada q.s.p 1000m

Procedimento

Em tubo de hemolise colocar 1,5 ml de solugéo de NaCl a 0,36% e
10 microlitros de sangue total. Agitar por inversdo suavemente, e
aguardar 10 minutos para leitura.
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Interpretagcdo

Colocar o tubo de hemodlise com a amostra na solugdo 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 nao se
visualiza as linhas negras. Em amostras com resisténcia normal a
hemdlise visualiza-se facilmente as linhas através da solu¢ao. Submeter
as amostras com resisténcia aumentada a exames posteriores para o
diagnostico da talassemia beta heterozigota.

b.1.3)ANALISE A FRESCO DA MORFOLOGIA ERITROCITARIA

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

Os resultados devem ser divulgados da seguinte maneira:

- alteracgdes discretas: (+)

- alteracdes moderadas: (++)

- alteragbes acentuadas: (+++)

- células normais: (-)

b.1.4) ELETROFORESE EM ACETATO DE CELULOSE - pH
alcalino (MARENGO-ROWE, 1965)

Principio:

Técnica utilizada para qualificagdo e quantificagcdo de hemoglobinas
normais e anormais. As diferentes mobilidades eletroforéticas das
hemoglobinas anormais s&o originadas por alteracdo de carga elétrica,
causada por substituicdes de aminoacidos de diferentes cargas, nas cadeias
formadoras das moléculas. As hemoglobinas anormais que se originam de
mutagdes onde nao ocorre mudanga de carga elétrica, migram na posigcao
de hemoglobina A. Nestes casos para a caracterizacdo dessas
hemoglobinas, utiliza-se outros processos eletroforéticos.
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Reagentes:
Tampao TRIS-EDTA-BORATO, pH 8,5

Tris hidroximetil aminometano 10,29
Acido etilenodiaminotetracético 0,69
Acido Borico 3,29
Agua destilada q.s.p 1000m|

Corantes:

Negro de amido

Negro de amido 10B 0,59

Alcool metilico 45,0ml

Acido acético glacial 5,0ml

Agua destilada : 45,0ml

Ponceau

Ponceau S 0,59

Acido tricloroacético 5,09

Agua destilada q.s.p 100m

Solucao descorante de acido acético

Acido acético glacial. 100ml

Metanol 50ml

Agua destilada q.s.p 1000m

Procedimento:

Embeber as fitas de acetato de celulose por 15 minutos no minimo e
no maximo por 6 horas, em tampao TEB pH 8,5; secar as fitas entre
duas folhas de papel absorvente e coloca-las na cuba de eletroforese,
conectando-as com os compartimentos eletroliticos através de tiras de
papel mata-borrao.

- Aplicar as amostras de hemoglobinas a 1,0 cm da extremidade da
fita que esta em contato com o polo negativo e passar 300 volts por 40
minutos.

- Analisar as fragdes sem coloragao e posteriormente corar com
Negro de amido ou Ponceau, embebendo as fitas em um dos corantes
por 15 minutos, e posteriormente em solugao descorante por 30 minutos,
com agitagao da vasilha.
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Interpretag&o:
Consultar mapa de diferenciacéo eletroforética na Figura 8.

Hb  AA {padrdo)
TAL. P} - menor
TAL B - malor

« - Taolassemia

Hb AS

H S

H SC

W SD
Be-TAL/Hb S
B*-TAL./Wb S
Hb INSTAVEL
Hb AC

Hb CC
P*-TAL/Hb C |
P=TAL/Hb C |
Hb LEPORE 1n
Hb AJda
w Al " B
«-TAL./HbS ' o

META Hb |

« JS FMAJ H
TIPOS le:. O ' :
LEPORE

Figura 08:. Disposicdo da mobilidade eletroforética de hemoglobinas
humanas em pH alcalino e acido. Segundo NAOUM et al, 1979.
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b.2)TESTES ESPECIFICOS:

b.2.1) ELETROFORESE QUANTITATIVA EM _ ACETATO DE

CELULOSE pH 8,6 -(Dosagem de hemoglobina A2) (MARENGO-
ROWE, 1965) '

Principio:

O aumento de hemoglobina A2 na grande maioria dos casos esta
associado as talassemias beta heterozigotas. Porém em algumas
condi¢oes patologicas e de origem adquiridas, os niveis dessa
hemoglobina estdo acima dos normais. Para quantifica-la um dos
preocedimentos € o que segue:

Reagentes:

Séao os mesmos utilizados na eletroforese em acetato de celulose pH
8,6 para analise qualitativa de hemoglobinas.

Procedimento:

- Aplicar 20 microlitros de solugao de hemoglobina, em fitas de
acetato de celulose com 5,7 cm de largura.

- Passar 300 volts por 40 minutos e apés a separagao das fragdes de
hemoglobina A2 e A, recorta-las com tesoura e elui-las em tubos de
ensaio contendo 3 ml de agua destilada para hemoglobina A2, e 15 ml
de agua destilada para hemoglobina A.

- Deixar eluir de duas a seis horas, com agitacao periédica e ler as
densidades opticas (D.O.) em 415 nm, usando agua destilada como
branco.

Calculo:
D.0. HbA2 X 100
% HbA2 =

D.O. Hb A2 +(D.0. HbA x 5)

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

AVA
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unespw.l 12 13 14 15 1o



b.2.2) ELETROFORESE DE DIFERENCIACAO EM AGAR-
FOSFATO - pH 6,2-(VELLA, 1968).

Principio:

A eletroforese em gel de agar-fosfato pH 6,2 é especifica para
diferenciar alguns tipos de hemoglobinas mais lentas que a hemoglobina
A, como por exemplo: Hb S e Hb D; Hb C e Hb E que em eletroforese
alcalina, migram em posicées semelhantes, dificultando sua
caracterizagdo. Por este método, as hemoglobinas S e C se separam da
hemoglobina A, enquanto as hemoglobinas D e E migram na mesma
posicdo da hemoglobina A. Esse método permite também
caracterizagao semi-quantitativa de hemoglobina fetal.

Reagentes:

Tampao Fosfato pH 6,2

Para uso nos compartimentos eletroliticos e confec¢ao do gel.

Na2HPO4 2,029

NaH2P04.H20 7,669

Agua destilada q.s.p 1000m

Gel de Agar-Fosfato

Agar (Difco) ' 200mg

Tampéao fosfato pH 6,2 20ml

Procedimento:

- Em um erlenmeyer de 250 ml aquecer os componentes do gel de
agar-fosfato até completa dissolugao e pipetar 3,5 ml do gel em laminas
de microscopio. Deixar gelificar a temperatura ambiente e aplicar as
amostras proximo a por¢cao média da lamina.

- Para conexao do gel com os compartimentos eletroliticos usar folha
dupla de papel de filtro e passar 100 volts por 20 minutos.

- Analisar inicialmente sem corar, e para melhor interpretagdo das
fragdes corar com Ponceau ou Negro de Amido.

Interpretacgéo:

Consultar o mapa de diferenciacao das disposi¢oes de hemoglobinas
em eletroforese acida (Figura 08).
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b.2.3) DOSAGEM DE HEMOGLOBINA FETAL - (BETKE et al.
1959)

Principio:

A hemoglobina Fetal € alcali-resistente, enquanto que as
hemoglobinas A, A2 e os tipos anormais s&do facilmente desnaturaveis
por solugcdes alcalinas.

Esse método € sensivel para detectar pequenas quantidades de
hemoglobina Fetal. Em sangue de cordao umbilical a quantidade desta
hemoglobina &€ de aproximadamente 70 a 90%, em individuos com
talassemia beta homozigota oscila entre 60 a 98% e na interagao
talassemia beta/Hb S, o valor varia entre 5,0 a 21,2%. Na talassemia
Beta heterozigota, a hemoglobina Fetal pode estar normal ou
discretamente aumentada.

Reagentes:

Solugao de ferricianeto de potassio (Drabkin)

Ferricianeto de potassio 0,209

Cianeto de potassio 0,209

Agua destilada q.s.p 1000ml

Solucgéao de hidroxido de sédio 1,2N

Hidroxido de sodio 48,09

Agua destilada q.s.p 1000m
Solugao saturada de sulfato de aménio

Sulfato de Amoénio 500g
Agua destilada g.s.p 500ml
Procedimento:

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

- Colocar 5,6 ml da solugdo de hemoglobina diluida em um tubo
rotulado "Hb F". Adicionar 0,4 ml da solugao de hidroxido de sédio 1,2N
e acionar o cronometro. Agitar cuidadosamente por 10 segundos.

- Ao final de 2 minutos exatos, adicionar 4 ml da solu¢do saturada de
sulfato de amonio. Homogenizar por inversao e deixar em repouso por 5
a 10 minutos, no maximo. Filtrar o conteudo do tubo "Hb F" em duplo
papel de filtro.

- Preparar a solu¢do padrao, colocando em um tubo de ensaio de
1,4 ml da solugéo de hemoglobina diluida, 0,6 ml de agua destilada e 2
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ml da solugdo saturada de sulfato de amédnio. Transferir 1 ml desta
solugdo para outro tubo e juntar 9 ml de solugédo de Drabkin. A solugao
de hemoglobina total € 10 vezes mais diluida que a solugdo de
hemoglobina alcali-resistente.

- Ler a densidade Optica dos tubos padréao e "Hb F" em 540 nm,
usando solugao de Drabkin como branco.

Calculo:
D.O.HbF

% deHb F = x 100
D.O. Padrao x 10

Interpretacgao:
Adultos normais apresentam valores entre 0,0 e 20% de
hemoglobina fetal.

b.2.4) PESQUISA DE AGREGADOS DE HEMOGLOBINA H
(PAPAYANNOPOULOS & STAMATAYANNOPOULOS, 1974).

Principio:

Os corpos de inclusao de hemoglobina H sao formados por cadeias
Beta. ApOs coloragdo esses corpusculos apresentam-se dispostos
homogeneamente no interior dos eritrocitos, como pequenos pontos
azulados.

Reagentes:

Solugao salina

Cloreto de sodio

Agua destilada q.s.p

Solugao citrato

Citrato de sodio

Agua destilada q.s.p

Solucao de azul cresil brilhante

Azul cresil brilhante

Solucao salina

Solugéo citrato
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Procedimento:

- Colocar 50 microlitros de sangue total em tubo de ensaio pequeno
e adicionar 50 microlitros de solugédo de azul crezil brilhante. Agitar o
tubo suavemente.

- Incubar o material a 37°C por 30 minutos, fazer esfregacos e
examinar ao microscopio em objetiva de imerséo.

Interpretagéo.

A presenca de hemoglobina H nos eritrécitos aparece como fina
granulagao distribuida homogeneamente.

b.2.5) COLORACAO INTRA-ERITROCITARIA DE HEMOGLOBINA
FETAL: (KLEIHAUER, 1974).

Principio:

Baseado na diferenga que existe entre a capacidade de dissociagéo
das subunidades da Hb A e Hb Fetal, em pH abaixo de 4,0. A Hb Fetal é
acido-resistente e por isso ndo é eluida nas células, corando-se
facilmente com eritrosina ou similar, enquanto outros tipos de
hemoglobinas por serem eluidas nao fixam o corante.

Reagentes:

A) Tampao citrato-fosfato pH 3,3

Acido citrico 0,1M

Fosfato di-sodico hidratado 0,2 M

Solugdo aquosa de eritrosina a 0,1%

Solugao de etanol a 80%

Procedimento:

- Fazer esfregagos finos, obtidos de sangue sem anticoagulante, e
fixa-los com etanol a 80%, por 5 minutos. Lavar, a seguir, com agua
corrente e secar ao ar.

- Introduzir os esfregagos em vasilha-suporte de laminas contendo
tampé&o citrato-fosfato pH 3,3 previamente aquecido a 37°C, por 5
minutos. Lavar com agua corrente e secar ao ar. Corar com eritrosina a
0,1% por 5 minutos. Lavar novamente em agua corrente e secar ao ar.

- Examinar em microscopio com aumento de 400x.
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Interpretagdo:

- Os eritrocitos contendo Hb Fetal aparecem corados internamente,
enquanto os outros que nado a contém permanecem sem coloragao
interna.

- A coloragcdo € homogénea quando todos os eritrocitos aparecem
uniformemente corados e podem ser encontrados em sangue de cordao
umbilical de recém-nascidos e de portadores de persisténcia hereditaria
de Hb Fetal.

- A coloragdo €& heterogénea quando existem duas populagdes
eritrocitarias distintas, ou seja, uma corada e outra sem coloracédo, e
esses sdo o0s casos principalmente das diferentes formas de talassemias
beta maior - com excegcdo dos portadores do genoétipo talassémico
[3°8/B°8.

b.2.6) FOCALIZACAO ISOELETRICA EM GEL DE AGAROSE
(NAOUM, 1990)

Principio:

Método especifico projetado para o fracionamento de espécies
moleculares que diferem somente nas suas quantidades de cargas.

Assim, desde que a separagao nao é devida a qualquer efeito seletivo do
tamanho da molécula, o seu transporte através do meio se faz com é6tima
resolugdo, separando as macromoléculas por seu ponto isoelétrico com
diferencas de unidades de pH de até 0,01.

Reagentes:

Agarose |.E.F. (Pharmacia Fine Chemicals)

Anfolinas pH 5 - 8

Anfolinas pH 6,5-9

Anfolinas pH 3 - 1

Solucao anddica

Acido Fosférico

Agua deionizada

Solugao catédica
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- Preparacéo do gel:

Pesar 22 mg de agarose em um erlenmayer de 25 ou 50 ml, e
adicionar 13,2 ml de agua deionizada. Colocar o erlenmayer dentro de
um becker de 100 ml com agua em ebuli¢do e rolhas de borracha no
fundo e observar constantemente a dissolugdo da agarose que devera
ocorrer dentro de 5 a 10 minutos. Apds este periodo adicionar as
anfolinas nas seguintes proporg¢ées: 0,8 ml de pH 5-8; 0,8 ml de pH 6,5-9
e 0,4 ml de pH 3-10. A seguir, o gel é rapidamente colocado em placas
de vidro. Enquanto o gel se solidifica, as amostras devem ser
preparadas.

Preparacéo da solugao de hemoglobinas:

O hemolisado deve ser feito com sangue recente. Os eritrocitos
devem ser lavados por 3 vezes com soluggo salina e ao volume dos
eritrocitos lavados, adicionar 3 a 5 volumes de agua deionizada e
centrifugar. A concentragcdo de hemoglobina devera estar proxima de 5
g/dl.

- Pré-focalizagéo:

A placa com o gel devera ser colocada em cuba refrigerada. Na
extremidade catédica da placa colocar uma tira de papel de filtro
embebido em tampao NaOH. Na extremidade anddica, o papel de filtro
devera estar embebido em tampéao acido fosforico. A seguir, conectar os
eletrodos e aplicar corrente de 5 mA por 10 minutos, para que se forme o
gradiente de pH. Apés este periodo, desconectar os eletrodos e remover
a placa para aplicacao das amostras.

- Aplicacéo das amostras:

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

- Focalizacéo:

Aplicar uma corrente de 5 mA até que as amostras migrem para o
gel. Neste momento, retirar as tiras de papel de filtro e aumentar a
poténcia para 8 mA até perfeita separacao das amostra, o que devera
ocorrer por volta de 40 minutos.

- Fixacéo, secagem e coloracio:

As placas de agarose devem ser fixadas com acido tricloro acético
20% por 3 minutos. A seguir, a placa deve ser lavada em agua destilada
por aproximadamente 1 minuto. Para secagem, envolver a placa em
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papel de filtro umedecido com agua destilada e deixar a temperatura
ambiente por 12 a 15 horas. A coloragéo pode ser feita com Ponceau ou
Negro de Amido por 10 a 15 minutos, e a descoloracdo, em agua
destilada.

- Interpretacéo:

Apo6s o fracionamento € possivel visualizar numa amostra normal as
hemoglobinas A, A2 e A1c, essa ultima com migragdo mais rapida que a
Hb A. A resolugdo dessa técnica € superior a dos meétodos
eletroforéticos  convencionais, permitindo a  separagcdo de
metemoglobinas A sulfoemoglobinas A, entre outras.

b.3)TESTES PARA CARACTERIZACAO DAS SUB-UNIDADES
PROTEICAS: A

b.3.1) ELETROFORESE DE CADEIAS _POLIPEPTIDICAS:
(SCHINEIDER, 1974).

Principio:

- A caracterizacao estrutural das hemoglobinas anormais € realizada
em condicdes muito especiais devido ao seu custo operacional e as

dificuldades inerentes aos métodos utilizados. Desta forma, para dar
sequéncia ao estudo de uma hemoglobina anormal nao identificavel
pelos métodos de qualificagdo e quantificagdo, utiliza-se inicialmente, a
eletroforese de cadeias polipeptidicas. A separacdo eletroforética de
cadeias polipeptidicas anormais constitui-se em uma analise pré-
molecular, muitas vezes conclusiva para o diagnéstico de hemoglobina
anormal, sem que haja necessidade de se aplicar métodos de
disposi¢ao bidimensional de peptideos e analises de aminoacidos.

Reagentes: F

A) Tampao Tris-EDTA-borato pH 8,4

B) Corante Ponceau

C) Uréia

D) 2-mercaptoetanol

Procedimento:

- No dia anterior ao teste preparar o tampao trabalho, misturando 72
g de uréia e 140 ml de tampéao Tris-EDTA-borato pH 8,4 (Tampao Tris-
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uréia), em um “becker”. Homogeneizar a solugdo em agitador magnético,
até o momento do uso, a temperatura ambiente.

- Misturar 50 pul do tampao Tris-Uréia, 50 ul de 2-mercaptoetanol e 50
ul de solugéo de hemoglobina em um pequeno tubo. Deixar em repouso
por 30 minutos a temperatura ambiente.

- Adicionar 6,4 ml de 2-mercaptoetanol ao tampao Tris-uréia,
misturar bem e colocar a solugao tampao Tris-uréia-mercaptoetanol nos
compartimentos eletroliticos, reservar 40 ml dessa solugdo para
embebimento do acetato de celulose. O acetato deve ser embebido
durante 30 minutos (minimo) e 4 horas (maximo).

- Retirar o excesso da solugéo tampao do acetato com papel de filtro
e estica-lo na cuba de eletroforese.

- Aplicar as amostras na por¢ao média do acetato.

- Passar 150 volts por 80 minutos.

- Corar as fitas com solugéo corante Ponceau, ou outro corante de
proteinas. Descorar com acido acético a 10%

Controle:

- E importante realizar esse processo eletroforético comparando a
amostra a ser testada com cadeias polipeptidicas de hemoglobina
normal, e de hemoglobinas variantes conhecidas. por exemplo: Hb AS,
Hb AC, ou Hb SC.

Interpretacédo:

- O mapa de disposicéo de cadeias polipeptidicas, representado na
figura 09, facilita a interpretacdo dos tipos mais freqluentes de
hemoglobinas variantes. Esse mapa mostra a disposi¢cédo de 33 variantes
diferentes, como por exemplo a Hb J Baltimore de Hb J Oxford, entre
outras.

Precaugbes:

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

- A solugao de hemoglobina, deve ser fresca, nao excedendo 48
horas de sua preparacao. '

- A voltagem pode ser elevada para 250 volts, e o tempo de corrida
diminuido para 60 minutos.

AVA
AVAVAY

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



PH 8.6

@ Philadelphla ( Alfa 68 ASN—>LYS)
’
2 < HASHARON ( Alfa 47 ASP—» HIS )-—-":
I <
iy, &

(777

VNG s

WY,
Wi
) E XA

[l

YW,

n Y

e 0770

LI 1/
14

13 Yl

L
LU

I,
+

RUSS ( Alfa Ol LY —» ARG ) A
Ywmmpm ( Atfa T0 ASP —* TYR J——’/
@ Fort Warth ( Alfa 27 €LU —* 6LY )

pH 6,0

Q Iran ( Alfa 756 ASP—® HIS )'77
Q Indla  ( Alfe 64 ASP —+ HIS ) KRR
MONTGOMERY ( Alfa 48 LEU—"ARG }\4

A1l

J Oxford ( Alfa 15 €LY —» ASP )
C ( Deta 6 OLU—»LYS )

..-—-""""-_—-"
J—
E ( BPetac £6 OLU —> LYS )

BABINGA { Deita 136 OLY —% A3P )
O Arab ( Beto 121 LU —» LYS )
ANANATARAJ (Alfa Il LYS — @LU)

I

I ( Aifa 16 LYS —» LU )
D Punjab ( Beta 121 6LU —» OLN )
LEPORE ( FUSAO DELTA /7 BETA )

2
&

S ( Beta 6 6LU —> VAL )
€ Coushatta ( Beta 22 LU —» ALA )

@ Qalveston ( Beta 43 6LU — ALA )
D Iron ( Deta £2 OUJ —» BLN )
P ( Beta 1T HIS —> ARG )————\
HAMADAN ( Beta 08 OLY —® ARQ )
K Woolwich ( Beta 132 LYS —® OLN )
BETHESDA ( Deta 148 TYR —® HIS )

HOPE ( Bets 136 LY —& ASP )
PYRGOS ( Beta 83 ©LY —» ASP )

J Bongkok ( Beta 856 LY —» ASP)

J Baltimore ( Deta 16 6LY —» ASP )

FANNIN LUBBOOK ( Beta 119 OLY —d A3P )

N Baltimore ( Bete 5 LYS —» 6LU )
N Seattie ( Beta 86 LYS —» 6LU )

Figura 09: Disposi¢cdo das mobilidades eletroforéticas das cadeias polipeptidicas
das globinas alfa, beta, gama e delta em acetato de celulose (SCHNEIDER, 1974)
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b.4)TESTES ESTATISTICOS (ZAR, 1984):

As principais ferramentas estatisticas para analise dos dados foram
as seguintes: i

- Estatisticas Descritivas;

- Intervalos de confianga;

- Teste t de Student;

- Teste qui-quadrado.

b.4.1) . CALCULO DE ESTATISTICAS DESCRITIVAS:

O calculo dos parametros (média, mediana, desvio padrao e
variancia) foi introduzido a fim de fornecer uma resumo dos dados, além
de permitir uma exploracao inicial dos dados observados, induzindo a
possiveis comparagoes.

- Média:
(Medida de posicao)

- Mediana: Valor central da amostra ordenada (mediana de
posicao)

- Desvio Padrao: Medida de variabilidade ou dispersao

-Variancia: S°

b.4.2) INTERVALO DE CONFIANCA: Indicador de precisdo da
estimativa da média de uma amostra. Em um intervalo de confianca de
95%, a média da amostra em questao estaria_presente neste intervalo
em 95% dos casos.
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b.4.3) TESTE t DE STUDENT: Utilizado para comparagao da media
entre 2 populagbes, no presente trabalho, este destinou-se a
comparacao dos valores medios de Glébulos vermelhos (GV),
Hematocrito (Ht), Hemoglobina (Hb) e Hemoglobina Corpuscular media
(HCM) entre gestantes caucasoides e negroides.

b.4.4) TESTE QUI-QUADRADO (X?): Utilizado para verificar muitas
vezes, se a frequéncia com que um determinado acontecimento é
observado em uma amostra se desvia significativamente ou nao da
frequéncia com que ele é esperado. Outras vezes é imprescindivel para
comparar a distribuicdo de certos acontecimentos em diferentes
amostras, a fim de avalliar se as propor¢coes observadas desses
acontecimentos nao mostram diferencas significativas(sao casuais) ou
se as amostras diferem significativamente quanto as proporcdes destes
acontecimentos. Utilizado neste trabalho, para determinar se entre as
gestantes com Hemoglobinopatias ha diferenca significativa quanto a
origem caucasoide ou negroide

X?=Y.(oi-ei) onde:

el

oi = frequéncia observada
el = frequéncia esperada
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V. RESULTADOS:

No periodo de janeiro a dezembro de 1996, foram analisadas
amostras de sangue de 696 gestantes provenientes de centros de saude de
Sédo José do Rio Preto, Catanduva, Dirce Reis, Nova Granada, Jales,
Pontalinda, Santa Albertina, Tanabi, Urania e Vitoria Brasil, de clinicas
particulares e também de algumas gestantes que procuraram por iniciativa
propria o Centro de Referéncia de Hemoglobinas da UNESP de Sao José do
Rio Preto. As portadoras de hemoglobinas anormais foram enviadas cartas
contendo folhetos explicativos sobre o seu tipo de anemia hereditaria,
possibilidades de transmissao aos seus filhos, e um convite para que seu
esposo ou companheiro e demais familiares procurassem o Centro de
Referéncia de Hemoglobinas para receberem esclarecimentos e efetuar
coleta de sangue para estudo familial.

1) - METODOLOGIA UTILIZADA PARA DIVULGAGAO E
CONSCIENTIZAGAO DO PROGRAMA:

O programa foi dividido em quatro etapas:

Divulgacao: Em uma primeira etapa, procurou-se divulgar o programa
para ginecologistas de Sao José do Rio Preto por meio de cartas explicativas
(em anexo) sobre as hemoglobinopatias em geral, e sobre o “Programa de
prevencao de anemias hereditarias em gestantes”, nome utilizado para a
divulgacdo da pesquisa. Foram feitos a seguir, contatos com a Divisao
Regional de Saude de S&o José do Rio Preto (DIR. XXII) sobre a
implementacao do programa junto aos centros de saude, como parte dos
exames pré-natais. A divulgacéo foi realizada também por meio de radio,
televisdo, jornais e cartazes que foram afixados em centros de saude,
hospitais, universidades, consultérios e énibus urbanos de S&o José do Rio
Preto, visando informar a populagdo sobre as anemias hereditarias e
convidando as gestantes a participarem da pesquisa.

Coleta de sangue: optou-se pela coleta por pungao venosa de 3 ml de
sangue e armazenamento em tubos contendo 50ul de E.D.T.A. a 5,0 %,
sendo a gestante previamente identificada em ficha (em anexo) contendo
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nome completo, idade, cor da pele, procedéncia, numero de filhos,
ocorréncia de abortos, grau de escolaridade e renda familiar. Algumas fichas
de identificacao de amostras encaminhadas para o nosso servigo por centros
de saude, estavam com dados incompletos, o que dificultou a analise
estatistica dos resultados. As amostras foram colhidas no Centro de
Referéncia de Hemoglobinas, Instituto Adolfo Lutz e centros de saude de Séo
José do Rio Preto, Tanabi, Jales e regido. Independente do local da coleta,
foram seguidos os mesmos critérios de identificacdo e armazenamento das
amostras.

Analise das amostras: Os testes foram efetuadas num periodo maximo
de 24 horas apds a coleta, e compreenderam trés etapas: a) técnicas
seletivas para deteccao de hemoglobinopatias; b)técnicas especificas para
deteccdo de hemoglobinas anormais e c) técnicas para caracterizagcao de
sub-unidades protéicas. Todas as amostras foram submetidas aos testes
seletivos e aquelas que apresentaram alteracoes foram separadas para
estudos complementares.

As amostras que exibiram anormalidades no processo seletivo, foram
submetidas aos seguintes testes segundo suas alteracdes: eletroforese em
agar-fosfato pH 6,2 identificando as Hb S e Hb C, nas combinagdes mais
frequéntes AS e AC; as amostras que apresentaram aumento das
hemoglobinas A2 e Fetal foram avaliadas quantitativamente, e, no caso
especifico de aumento da hemoglobina Fetal foi realizada também a
coloragao intra-eritrocitaria de hemoglobina Fetal para diferenciar talassemia
beta da Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal (PHHF). A coloragao
vital com azul de crezil brilhante, método especifico para deteccao de Hb H,
em portadores de talassemia alfa, foi realizado como teste confirmatorio,
uma vez que a Hb H obtida por fracionamento eletroforético € em geral
visualizada com dificuldade em portadores “silenciosos”. Nos casos em que
foram detectados formas variantes de hemoglobinas, ndo qualificaveis pelos
meétodos anteriores, as amostras foram submetidas a eletroforese de
globinas em acetato de celulose, usando tampao TRIS-EDTA-BORATO com
uréia 6M e 2-mercaptoetanol 0,05%M nos pH 6,0 e 8,9, e Focalizagao
Isoelétrica.

Comunicacao dos resultados as portadoras de hemoglobinopatias: A
cada portadora de hemoglobina anormal foi enviado folheto explicativo (em
anexo) sobre o tipo de anemia hereditaria encontrada, cuidados basicos e
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probabilidade de transmissao do caracter aos seus descendentes (em
anexo). Foram realizadas reunides com exposi¢cao dos conceitos basicos das
anemias hereditarias, aconselhamento genético, elucidagbées de possiveis
duvidas das gestantes portadoras e dos profissionais dos centros de saude e
principalmente, feito o convite para que seus companheiros, filhos e
familiares também realizassem as analises. Aos familiares que se
dispuseram a participar do programa foram enviados os resultados e
procedido o aconselhamento adequado.

Do total de 800 cartas enviadas a médicos, profissionais da saude,
entidades sociais, entre outros, 30 foram devolvidas pelo correio
principalmente por mudanca de enderego, e como resposta a nossa
divulgagao, houve um retorno de 696 gestantes interessadas em participar do
programa.

A grande maioria, 85% das gestantes atendidas pelo programa, tinham
apenas o 10 Grau (sendo este nem sempre completo) e aproximadamente
88% possuia renda familiar entre 1 e 4 salarios minimos.

2) - ANALISES LABORATORIAIS:

Foram analisadas 696 amostras de sangue de gestantes, das quais 75
(10,77%), apresentaram hemoglobinas anormais (Figura 10). Do total de
gestantes analisadas, a cidade de Jales foi a que encaminhou o maior
numero, 282 gestantes (40,53% do total analisado). Sdo José do Rio Preto,
cidade que recebeu maior fluxo de divulgagdo por contar com expressivo
contingente de ginecologistas e obstetras, encaminhou apenas 144 gestantes
(20,69% do total). A tabela 01 mostra o numero de gestantes por local de
procedéncia. O numero de gestantes analisadas com hemoglobinas normais
e hemoglobinopatias de acordo com o local de procedéncia esta
demonstrado na tabela 2.

Os sete gendtipos observados, todos na forma heterozigota, incluem
talassemia beta, talassemia alfa, Hb AS, Hb AC, Hb AJ, Persisténcia
Hereditaria de Hemoglobina Fetal (PHHF), e interacdo entre Hb AS e
talassemia Alfa, conforme ilustra a tabela 3.
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Figura 10: Percentagem das gestantes analisadas.
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Tabela 01 - Gestantes analisadas por local de procedéncia:

Procedéncia

Gestantes analisadas

%em relacao ao total

Catanduva
Dirce Reis
José Bonifacio
Nova Alianca
Nova Granada
Jales
Pontalinda
Santa Albertina
S.J.R Preto
Tanabi

Urania

Vitéria Brasil

1,58

2,01

0,14

0,14

0,72
40,53
4,02

417
20,69
14,22
10,78
1,01

Total

100,00

5

6
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Tabela 02 - Numero de gestantes analisadas com hemoglobinas normais e
hemoglobinopatias, segundo o local de procedéncia:

Procedéncia Hemoglobinas com Total analisado
normais Hemoglobinopatias

s (%) (%) ne (%)

Catanduva 8 (1,15) (0,43) 11 (1,58)
Dirce Reis 13 (1,87) (0,14) 14 (2,01)
José Bonifacio - (0,14) 1 (0,14)
Nova Alianga - (0,14) 1 (0,14)
Nova Granada S (0,72) 5 (0,72)
Jales (36,93) (3,59) (40,52)
Pontalinda 27 (3,88) (0,14) 28 (4,02)
Santa Albertina (3,16) (1,01) 29 (4,17)
S.J.R Preto (17,96) (2,73) (20,69)
Tanabi (13,07) (1,15) 99 (14,22)
Urania (9,48) (1,30) 75 (10,78)
Vitéria Brasil (1,01) T (1,01)
Total (89,23) (10,77) 696 (100)
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Tabela 03 - Distribuicdo dos sete genétipos de hemoglobinopatias qualificados em 696 gestantes

analisadas, e suas prevaléncias entre o total de alteracoes observadas:

Tipos de Alteracdes

Procedéncia Tal. a

Tal. B

Tal.a/ PB:HHE HbAS
HbAS* &

Hb AC

Total

n° (%)

n°(%)

n°(%) (%)  n°(%)

n°(%)

n°(%)

Catanduva 2(0,29)
Dirce Reis 1(0,14)
Jales 14(2,01)
José Bonifacio -
Nova Alianga 1(0,14)
Nova Granada 1(0,14)
Pontalinda 1(0,14)
Santa Albertina 5(0,72)
S. J. Rio Preto 10(1,44)
Tanabi 5(0,72)
Urania 7(1,01)
Vitéria Brasil -

3(0.43)

5(0?72)
1(0,14)

1(0,14) . -

6(0:86)

1(0:14)

2(0?29)
4(0,58)

2(0:29)

1 (0-,14)

1(0714)

3(0,43)
1(0,14)
25(3,59)

1(0,14)
1(0,14)
1(0,14)
7(1,01)
19(2,73)
8(1,15)
9(1,30)

Total 47(6,75)

9(1:29)

1(0:14) 1(0:14L 14(2-,02)

2(0.29)

75(10,77)

* . Interacéo entre Hemoglobina AS e Talassemia a
**: Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal

cm 1 2 3 4 5 6 7 8 8 18 2l 12unespw 16 17 18
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Vale ressaltar que a divulgagéo da pesquisa incluiu centros de saude e
clinicas particulares, mas a procura por gestantes atendidas em clinicas
particulares foi de apenas 10 pessoas. Portanto a pesquisa foi realizada em
sua quase totalidade por gestantes atendidas em centros publicos de saude.

O tipo de hemoglobinopatia mais frequente entre o total das
hemoglobinopatias identificadas, foi a talassemia alfa (6,75%), seguida de
falcemia heterozigota ou Hb AS(2,02%), e talassemia beta heterozigota
(1,29%), conforme ilustra a Figura 11.

De uma forma geral a prevaléncia de hemoglobinopatias entre as 696
gestantes analisadas foi 10,77% (75 casos), com a identificacao de sete
gendtipos. Os trés gendtipos mais frequentes foram a talassemia alfa, a Hb
AS e a talassemia beta menor que somadas representam 10,06% e sao
esses 0s genodtipos passiveis de causarem patologias graves quando
combinados em homozigoses e entre si. A tabela 4 mostra a prevaléncia dos
sete gendtipos

O retorno dos familiares das gestantes portadoras de
hemoglobinopatias foi de 42,2% por parte dos filhos, de apenas 26,7% por
parte dos companheiros. Dos 75 companheiros esperados, apenas 20
(26,7%) atenderam ao convite e as analises de hemoglobinas revelaram que
todos apresentavam hemoglobinas normais. Apesar da orientacdo passada
para as maes realizarem 0s exames nos recem-natos apos os 6 meses de
idade, até a data da elaboragédo desta dissertagao, recebemos amostras de
sangue de apenas duas criancas das 75 esperadas, apresentando ambas,
resultados normais para a idade. _

Do total de 45 filhos catalogados entre as gestantes portadoras de
hemoglobinopatias, excetuando-se os recem-natos, apenas 19 (42,2%)
retornaram para estudo familial, e destes, cinco mostraram 0 mesmo tipo de
hemoglobinopatia da méae, 3 portadores de talassemia alfa e 2 portadores de
Hb AS conforme apresentado na figura 12.

Na tentativa de avaliar as concentracbes de Hb A2 e Fetal em
gestantes, com a finalidade de observar se ocorria interferéncia na produgao
destas hemoglobinas durante a gestagao, quantificamos as referidas
hemoglobinas em 50 gestantes portadoras de hemoglobinas normais. A
avaliacao da hemoglobina A2 resultou em valores entre 1,12 a 3,7 %, com
média de 2,8, enquanto que a hemoglobina Fetal variou de 0,11 a 2,0%, com
média de 0,92,conforme demonstrado na Figura 13.
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Figura 11: Hemoglobinopatias em gestantes
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Tabela 04 - Prevaléncia de hemoglobinopatias entre as 696 gestantes

analisadas:

Hemoglobinopatias

Talassemia alfa
Hb AS
Talassemia beta menor
Hb AC
Hb AJ
Tal.alfa/Hb AS
P.H.H.F.

Total

6
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58,80%

O ndo analisados 58,8%

Onormais 31,1%

Otalassemia alfa 6,66%

| mHbAS 444%

Figura 12: Filhos de gestantes portadoras de
hemoglobinopatias
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Figura 13: Representacao grafica dos niveis de
Hemoglobina A2 e Fetal em 50 gestantes normais
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3) - ANALISE ESTATISTICA:

A analise estatistica dos resultados foi efetuada com o objetivo de
determinar a prevaléncia de hemoglobinopatias em gestantes, relacionando-
a com os valores de globulos vermelhos, hematécrito, concentragao de
hemoglobina e hemoglobina corpuscular média, empregando-se para tanto, o
teste t de Student, teste qui-quadrado e estatisticas descritivas, conforme
padronizado no departamento de estatistica da UNESP (ZAR ,1984).

Como ja citado anteriormente, do total de gestantes analisadas pelo
programa (696), a maior parte das amostras foram enviadas de outros
municipios e, algumas vezes as informagdes que deveriam constar da ficha
de identificacdo eram incompletas, ou a quantidade de material enviado nao
suficiente para a realizacao de todos os testes propostos. Por estes motivos,
a amostragem utilizada para analise estatistica foi de 632 gestantes, sendo
541 caucasoides e 91 negroéides,com idade média de 23 anos. Deste total 68
eram portadoras de hemoglobinas anormais, sendo 48 gestantes de pele
branca (caucasoides) e 20 negroides (pele negra, mulato claro e mulato
escuro).

Notamos que a presenca das hemoglobinopatias esta relacionada a
origem racial, e através do teste qui-quadrado, observamos diferenca
significativa entre a porcentagem de gestantes caucasoéides portadoras de
hemoglobinas anormais (8,86%, n=48) e negroides (22,22%, n=20),
conflorme ilustra a Figura 14. O valor p associado a este caso foi de 0,0001.

Entre as portadoras de hemoglobinopatias, verificou-se que, dentre as
caucasoides (n=48), 39 das gestantes (7,2%) eram portadoras de
talassemia, sendo 32 (5,9%) do tipo alfa e 7 (1,3%) do tipo beta, 6 (1,11%)
com Hb AS e 3 (0,55%) eram portadoras de qualquer outra hemoglobina
variante (Hb AC, Hb AJ e interacéo entre AS/tal alfa). Ja entre as negroides
(n=20), 11 (12,22%) eram portadoras de talassemia, sendo, 10 (11,11%) do
tipo alfa e 1 (1,11%) do tipo beta, 8 (8,89%) de Hb AS e em apenas uma
gestante negroéide foi encontrada hemoglobina Fetal com caracteristicas de
Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal (1,11%) conforme
demonstrado na Figura 15. A prevaléncia de portadoras de talassemia entre
as negroides foi elevada, superando o traco falciforme (Hb AS), caracteristico
de descendentes de africanos.
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Figura 14: Distribuicdo grafica da origem racial de
gestantes portadoras de Hbs normais e com
Hemoglobinopatias.
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O negréide
O caucasotide

Figura 15: Representagao grafica dos tipos de
hemoglobinopatias em gestantes por origem racial.
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Com relagdo a hematimetria (globulos vermelhos, hematdcrito e
hemoglobina), verificou-se que s6 houve diferenca significativa entre
caucasoides e negroéides para a quantidade média de glébulos vermelhos . O
valor p pelo teste t de Student foi de 0,0269 e os intervalos de confianca
calculados foram (4,07, 4,43) para caucasoides e (3,70; 4,10) para
negroides, revelando que entre caucasoides evidenciamos uma quantidade
média de glébulos vermelhos superior a existente entre negroides. Para os
testes restantes, como dosagem de hemoglobina (Hb), Hematécrito (Ht) e
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), calculada segundo a féormula
(Hb/GV ).10, nao foi constatada diferenca significativa, embora os valores de
hematocrito e hemoglobina fossem também menores entre negroides.
Apesar do numero de gestantes com hemoglobinas normais ser elevado,
percebe-se a ocorréncia de valores discrepantes em praticamente todos os
indices avaliados medidos. Especificamente no caso da Velocidade
Corpuscular Média (VCM), a distribuicdo dos dados ndo permitiu a aplicagao
do teste estatistico. Os intervalos de confianca estimados bem como os
valores p relativos ao teste t estdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5: Analise estatistica para Hematimetria. Comparacdo segundo a
descendéncia:

Variavel Descendéncia n média IC (95%) valor-p

GV caucasoide 48 425 4,07; 443 0,0269*
milhées mm® negroide 20 3,90 3,70; 4,10

Hb caucasoide 48 11,65 | 11,18; 11,90 | 0.0828
g/dl negroide 20 10,97 | 10,36; 11,58

Ht caucasoide 48 36,60 | 35,64;37,56 | 0,0692
% negréide 20 34,80 | 32,99, 36,60

caucasoide 48 27,48 | 26,50; 28,46 | 0,8452
pg. negroéide 20 27,65 | 26,36, 28,94

* valor significativo ao nivel de 5%.
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IV. DISCUSSAO:

As primeiras comunicacdes 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 populagdes examinadas. Nos trabalhos publicados
neste periodo quase nada se refere as talassemias. Evidéncias mais
consistentes a respeito de hemoglobinopatias no Brasil podem ser
encontradas nos trabalhos de Monteiro Marinho, em 1970, sobre Hb S no
Rio de Janeiro; Naoum & Cury, em 1983, a respeito de hemoglobinopatias
no Estado de Sao Paulo, Culpi e Salzano em 1984, abordando
hemoglobinopatias no Estado do Parana; Domingos em 1993, sobre
distribuicao de hemoglobinopatias no Brasil e; Alvares Filho et al em 1995,
sobre a distribuicdo de Hb S no Brasil. Em nosso pais a prevaléncia de
hemoglobinas anormais € extremamente variavel e influenciada por fatores
ecologicos e raciais, conforme a regido analisada. Porém, a estimativa
meédia de hemoglobinas anormais no Brasil € de 4%, sem considerar a
talassemia alfa por um ou dois genes afetados (SALZANO, 1979, ZAGO et
al, 1983, NAOUM et al, 1983, NAOUM et al, 1984, RUIZ et al, 1986,
MEDEIROS et al, 1992, DOMINGQOS, 1993).

O presente trabalho descreve uma situagdo em que divulgamos o0s
resultados da prevaléncia de hemoglobinas anormais em gestantes de
alguns municipios que fazem parte da DIR XXIl, analisadas com técnicas
laboratoriais padronizadas no Centro de Referéncia de Hemoglobinas.

As gestantes constituem um grupo pouco estudado no Brasil para
procedimentos preventivos de hemoglobinopatias. E de fundamental
importancia destinar atividade relativa a prevencdo de anomalias
hereditarias por meio da conscientizagado a respeito das alteragbes e do
aconselhamento genético. Implantar um programa preventivo para esta
patologia em gestantes tem pontos € valido, pois estas ja possuem uma
rotina de exames pré-natal, junto aos quais pode ser anexada a pesquisa de
hemoglobinopatias, e durante a gestacao, a mulher esta mais propensa a se
preocupar com a sua propria saude e a de seus filhos. Quanto mais precoce
o diagnostico, principalmente nos casos de homozigoze, um
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acompanhamento médico adequado podera ser iniciado, visando melhorar a
sobrevida do paciente.

Um importante aspecto a ser discutido a respeito deste assunto, foi o
interesse nitidamente diferenciado entre os dois grupos propostos, clinicas
particulares e Centros de Saude, para um programa de Saude para
voluntarios. O esperado seria que pessoas com melhor renda familiar,
geralmente relacionado ao melhor grau de instrugdo, aceitassem o
programa e se interessassem pela pesquisa do que pessoas com menor
renda familiar, baixo nivel de instrugdo e que se utilizam de centros publicos
de saude.

Em geral, os servigos publicos de saude possuem assistentes sociais
ou educadores, que desenvolvem um trabalho de conscientizagao das maes
sobre os mais diversos assuntos relacionados a saude e ao planejamento
familiar, alem de fazer contatos com as gestantes e seus familiares. Outra
vantagem observada diz respeito a coleta dos exames pré-natais que foram
realizadas no proprio Centro de Saude, assim, as fichas de identificacao e
as amostras de sangue para a pesquisa eram colhidas junto com o restante
dos exames, sendo logo em seguida, enviados para o Centro de
Referéncias de Hemoglobinas.

Para as gestantes provenientes de clinicas particulares, credita-se o
baixo numero de analises a falta de esclarecimento por parte dos medicos.
Entretanto, alguns deles nos revelaram que suas pacientes foram
esclarecidas sobre o programa, mas as mesmas procuraram laboratorios
particulares para realizarem os exames. Desta forma, os resultados obtidos
nestes laboratérios ndo nos foram repassados, explicando assim, 0 numero
discrepante entre gestantes de atendimento publico e particular.

Programas para hemoglobinopatias em gestantes realizados em
paises como Estados Unidos da América (ROWLEY et al, 1991) e no
Brasil, na cidade de Araras-SP (TEIXEIRA & RAMALHO, 1994), mostram
resultados satisfatorios. Entretanto, programas desenvolvidos no Hemisfério
Norte incluem diagnéstico pré-natal do feto, com possiveis terapéuticas
abortivas em seus objetivos, notadamente para casais de risco, objetivos
estes, nao considerados em nossa pesquisa, pois esta apenas relacionava a
probabilidade de nascimento de uma crianga homozigota ou heterozigota
para hemoglobinopatia visando a conscientizagao e acompanhamento.
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As vantagens e desvantagem de programas pré-natais com objetivos
“eugénicos*”' para hemoglobinopatias sdo discutidos por BOWMAN (1991),
pois além de todo um trabalho de suporte para o diagnostico fetal,
acompanhamento pré e poés aborto, ha problemas legais e religiosos
diferentes para cada local ou pais.

O indice de heterozigotos para hemoglobinopatias observado entre as
gestantes que participaram do nosso trabalho foi de 10,77%. Estudos
realizados no Brasil para deteccao de hemoglobinopatias em gestantes
revelaram que a prevaléncia de hemoglobinas anormais foi de 3,6%
(TEIXEIRA & RAMALHO, 1994). A discrepancia entre este valor e o obtido
em nosso trabalho (10,77%) deve-se ao fato de termos identificado a
presenca de talassemia alfa por fracionamento eletroforético e avaliacao
citologica da presenca de precipitacdes intraeritrocitarias de Hb H. Outra
expectativa nossa, se relacionava as analises dos esposos ou companheiros
no sentido de detectar a existéncia de “casais de risco”. “Casal de risco” é
uma terminologia utilizada quando ambos sao portadores de algum tipo de
hemoglobina anormal. Essas condi¢cdes podem resultar no nascimento de
criangas com formas graves de hemoglobinopatias. Assim, ao realizarmos
tal programa notamos que a adesao por parte do esposo ou companheiro
ficou abaixo do esperado, o que pode ser explicado por pelo menos uma
das trés possibilidades abaixo:

a) gestantes, casadas ou nao, morarem separadas dos companheiros,
o que dificultaria o contato com o pai;

b) o desinteresse, ou o receio de de descobrir ser portador de uma
alteragcéo genética que até no momento nao lhe trouxe problema de nenhum
tipo;

c) mudanca de enderego ou este incompleto, fato que impossibilitou o
nosso contato.

Nao foi aplicado nenhum teste estatistico para verificar se haviam
diferencas significativas ou nao nas duas populacdes estudadas (gestantes
atendidas em clinicas particulares e Centros publicos de Saude), uma vez

*“Eugenia” € a ciéncia que interage com todas as influéncias que melhoram
a qualidade congénita da raga humana particularmente através do controle
de fatores hereditarios. Pode ser dividida em Eugenia Negativa
(minimizando a transmissao de genes considerados deletérios) ou Positiva
(maximizando a transmisséo de genes considerados convenientes).’
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que esta diferenca era muito clara e calculos com base em uma populagao
de 10 individuos comparados a outra de 682 poderiam ficar distorcidos. Em
Teixeira & Ramalho, 1994 nao houve diferenga significativa entre as duas
populacées estudadas porém a procura por parte dos esposos
encaminhados por servicos publicos, foi significativamente maior, fato
justificado por ser um o servico médico que promoveu o trabalho e a coleta
de amostras. Os resultados demonstram, portanto, que altos niveis
escolares e socio-econdmicos nao sao fatores que favoregcam o interesse
nestes programas, como seria de se esperar. De acordo com Ramalho et al,
1992, freqUentemente o interesse ou a “sensibilidade” das pessoas contam
mais no campo genético do que o seu grau de instrugao.

As analises efetuadas possibilitaram detectar 75 portadoras de
hemoglobinas anormais, caracterizando um total de 7 gendtipos, na forma
heterozigota: AS, AC, AJ, PHHF, talassemias alfa e beta e interacao entre
Hb S e talassemia alfa, destacando-se as Hb AS e Hb AC como as mais
freqlentes entre as variantes de hemoglobinas, e a talassemia alfa dentre
as talassemias, evidenciando que os resultados gerais obtidos apresentam-
se similares aos da literatura.

Dos 45 filhos de gestantes portadoras esperados, 19 (42,2%)
procuraram 0 NOSSO Servigo para a realizagao dos exames, sendo que cinco
apresentaram o mesmo tipo de hemoglobinopatia da mae, trés com
talassemia alfa e dois com Hb AS, e a procura por parte dos recem-natos,
foi de . 0,2%. Teixeira & Ramalho, 1994, relatam a procura de 55,3% dos
outros filhos e de 50% dos recem-natos, numero maior do que o encontrado
em nossa pesquisa, provavelmente por ser um o servico médico quem
realizou a pesquisa e a coleta das amostras, sendo que tanto em nossa
pesquisa, quanto na realizada na cidade de Araras, foram convidados para
estudo familial somente os companheiros e filhos de gestantes portadoras
de hemoglobinopatias.

Nas dosagens de Hb A2 e Fetal, na sub-amostra de 50 gestantes nao
foram encontrados valores diferentes dos encontrados na populagao nao
gestante da literatura, o que nos leva a crer que esta condi¢gao nao provoca
alteragoes na producao destas hemoglobinas.

De acordo com a analise estatistica, houve diferenca significativa
entre portadoras de hemoglobinopatias de acordo com a origem racial. Das
68 gestantes portadoras 48 (8,86) eram caucasoides de uma total 541 e 20
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(22,22%) eram negroides de um total de 91 negrdides analisadas,
demonstrando claramente a influéncia da origem racial na prevaléncia das
hemoglobinopatias. Entre as caucasoides houve predominio de talassemia
alfa, provavelmente devido a influéncia de povos oriundos do Mediterraneo
em nossa regiao. Entre as negrdides os tipos de hemoglobinas anormais
mais prevalentes foram talassemia alfa e tracgo falciforme. O esperado seria
um numero maior de portadoras de trago falciforme, uma vez que a mutacgao
que originou a Hb S ocorreu na Africa, porém em nossa populacéo, é grande
a miscigenacgao racial produzindo variacdo nas prevaléncias originais
esperadas (SALZANO & TONDO, 1982).

Segundo dados da literatura sobre hematimetria na populagéo
brasileira, devido a caracteristicas inerentes a raga, os valores negroides
encontram-se por volta de 5% mais baixos, quando comparados com a
populagcao caucasoide, estando nossos resultados de acordo (NAOUM,
1998).

Sob o ponto de vista da contribuicao deste trabalho relativo aos
efeitos fisio-patologicos de determinadas hemoglobinopatias, com destaque
para o trago falciforme (Hb AS), talassemia alfa e talassemia beta menor
durante a fase gestacional, € necessario enfatizar alguns dos principais
efeitos causados pela Hb S e pelo desbalanceamento entre a sintese de
globinas alfa e beta, respectivamente.

O heterozigoto falciforme possui em média 40% de Hb S e 60% de Hb
A, e como esta ultima tem a capacidade de inibir a polimerizacdo daHb S, a
morbidade € muito baixa. Estudos realizados na Jamaica (ASHCROFT &
DESAI, 1976) mostraram que nao ha diferenca entre os portadores de
hemoglobinas normais quanto a mortalidade e a presenca de hematuria,
quando comparados com portadores de Hb AS e que o desenvolvimento
somatico e sexual também nao esta comprometido. Outros autores, no
entanto, acreditam haver maior incidéncia de hematuria e embolia pulmonar
(BRITO, 1984). O comportamento em cirurgias € normal, desde que bem
oxigenados. Foram relatados casos de morte apos intenso esforco fisico,
com desidratacao (BEUTLER, 1983), da mesma forma que sdo bem
documentados episodios de infartos esplénicos em altitudes acima de 2000
metros. Diante do exposto, o presente trabalho, enbasado na alta
prevaléncia de traco falciforme em gestantes, sugere que se faga as
seguintes analises periodicas nas portadoras desta alteracéo:
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- controle hematologico periodico;

- exame de urina tipo 1, com cuidadosa analise quantitativa de
hemaceas para determinar o grau de hematuria, quando presente;

- oxigenacao durante e apds qualquer procedimento cirargico que
requeira anestésicos;

- evitar altitudes acima de 2000 metros, desidratacdo e esforcos
fisicos que causem extenuacao.

Entre as diferentes formas de talassemia, as do tipo alfa séo
provavelmente a alteragcao genética mais comum na espéecie humana, com
distribuicdo mundial e maior prevaléncia em populagbes do continente
asiatico, principalmente em algumas regiées da China, Tailandia, Birmania,
Malasia e Africa. No Brasil, a prevaléncia da talassemia alfa minima,
caracterizada por alteracdo de um ou de dois genes alfa, atinge até 12% da
populacdo (NAOUM, 1997). O portador de talassemia alfa minima &
assintomatico, e geralmente a avaliagao do eritrograma mostra valores
situados no limite inferior da normalidade. No presente trabalho identificou-
se talassemia alfa em 11,1% das gestantes negroides e em 59% das
caucasoides. Por outro lado, a talassemia beta menor, ou talassemia beta
heterozigota, causa anemia microcitica e hipocromica de grau leve, com
fatigabilidade e dores nas pernas. Em alguns portadores do trago beta

talassémico, a anemia se torna moderada, com presenca de calculo biliar e
alteracdes o6sseas (CANCADO, 1997). No presente estudo observou-se que
1,3% e 1,1% das gestantes caucasodides e negroides, respectivamente,
eram portadoras de talassemia beta menor ou heterozigota. Diante desses
resultados €& fundamental que se faga analises para detecgdo de
talassemias em gestantes, bem como o controle periddico da série
vermelha. As gestantes portadoras de talassemias alfa e beta recomenda-

se:

- dosagem de ferro sérico e ferritina;

- contagem de reticulécitos;

- evitar esforgos fisicos que causem fadiga;

- suplementacao de ferro e acido folico (se houver recomendagao
meédica).

Finalmente, restam as perguntas: “Qual a importancia de um
programa desta natureza na comunidade?” e “Qual o nivel de colaboragéo
da propria comunidade para realiza-0?".
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Com relacao a primeira questdo observa-se que pelo menos uma em
cada dez gestantes € portadora de algum tipo de hemoglobinopatia, que
apesar de nao causarem doengas graves podem influenciar no grau de
morbidade, caracterizada principalmente por anemia, fraqueza, cansaco,
presenca de calculos biliares, hematuria, e até risco de oclusdo vascular,
em portadores de trago falcémico submetidos a anestesias sem a devida
suplementagao de oxigénio. Permite também a deteccdo do casal de risco
para gerar criangas com formas graves de hemoglobinopatias,
notadamente a talassemia beta maior e a anemia falciforme. Outro
beneficio de programas similares a este refere- se a identificacdo de
hemoglobinopatias em outros familiares da gestante (pais, filhos, irmaos,
primos, tios e avos).

A segunda questao revela dois aspectos basicos:

- 1) a educacdo, a disponibilidade e o interesse de uma
comunidade, incluindo as proprias gestantes, os médicos, e demais
integrantes relacionados aos cuidados com a saude da comunidade,;

- 2) a competéncia e eficiéncia do poder publico relacionado a
saude.

A educacao da comunidade e a eficiéncia e a competéncia do poder
publico relacionado a saude certamente est&o inter-relacionados dentro de
uma comunidade, e baseado neste argumento € possivel entender o
porque de cidades como Catanduva, José Bonifacio, Nova Aliangca, Nova
Granada, e mesmo Sao José do Rio Preto terem participado com numero
de gestantes aguém da nossa expectativa.

AVA
AVAYEY

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



V. CONCLUSAO:

1) A quase totalidade das gestantes analisadas nesta pesquisa foi de
procedéncia de centros de saude, perfazendo 686 das 696 gestantes
analisadas. Apenas 10 gestantes foram provenientes de clinicas
particulares, apesar da ampla divulgacao efetuada sobre o programa para
os centros de saude, clinicas particulares, hospitais,. ginecologistas, etc.

2) Das 696 gestantes analisadas, 75 delas (10,7%) apresentaram
hemoglobinopatias, com as seguintes prevaléncias especificas:
- Talassemia alfa . 47 gestantes (6,75%);
- Hb AS : 14 gestantes (2,01%);
- Talassemia beta menor : 9 gestantes (1,29%),
-Hb AC . 2 gestantes (0,28%);
-Hb AJ . 1 gestante (0,14%);,
- Hb AS/Talassemia alfa: 1 gestante (0,14%),
-P.HH.F. . 1gestante (0,14%);

3) Dos 75 companheiros das gestantes com hemoglobinopatias, que
foram convidados a realizarem as analises para identificagdo de
hemoglobinas, apenas 20 (26,7%) compareceram. Em nenhum desses
detectou-se hemoglobinopatias.

4) Dos 45 filhos das gestantes com hemoglobinopatias que foram
convidados a realizarem as analises para identificacao de hemoglobinas,
somente 19 (42,2%) atenderam ao convite. Desses, 5 apresentaram
hemoglobinopatias iguais as da mae, 3 portadores de alfa talassemia e 2 de
Hb AS.

5) A analise da prevaléncia de hemoglobinopatias por cor da pele e
outras caracteristicas raciais (cabelo, formato do nariz, etc) mostrou que
222% do grupo de gestantes negroides eram portadoras de
hemoglobinopatias, enquanto que entre as gestantes brancas a prevaléncia
foi de 8,8%.
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6) A prevaléncia de tipos de hemoglobinopatias entre gestantes,
diferenciadas por grupo racial, mostrou que a talassemia alfa foi mais
prevalente nos dois grupos do que as outras hemoglobinopatias. No grupo
negrdide, a prevaléncia de talassemia alfa foi de 11,1%, e no caucasoide de
5,5%. A Hb AS foi mais prevalente no grupo negroide (8,8%) que no
caucasoide (1,1%). A prevaléncia de talassemia beta menor foi igual entre
ambos os grupos (1,3% no caucasoide e 1,1% no negroide).

7) Diante dos resultados obtidos, sugere-se que as analises
laboratoriais para detec¢cao de hemoglobinopatias facam parte dos exames
pré-natais. No caso de serem portadoras de anemia hereditaria, entre as
analises laboratoriais de rotina periddica das gestantes, deverdo ser
avaliados o hemograma, dosagens de ferro e ferritina, e contagem de
reticulocitos. Recomenda-se especificamente para as gestantes com traco
falciforme o que se segue:

a) exame de urina tipo 1, com cuidadosa analise quantitativa de
hemaceas para determinar o grau de hematuria, quando presente,

b) oxigenagao durante e apds qualquer procedimento cirurgico que
requeira anestésicos,

c) evitar altitudes acima de 2000 metros, desidratacao e esforcos

fisicos que causem extenuacéo.

Recomenda-se também, para as portadoras de talassemais alfa e
beta heterozigotas, ou menor:

a) hemograma periodico durante o periodo de gestacao;

b) dosagens de ferro e ferritina;

) suplementacao de folatos, sob recomendagcao médica.
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~% UN
unesp IVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

CAMPUS DE SAO JOSE DO RIO PRETO
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, LETRAS E CIENCIAS EXATAS

Sao José do Rio Preto, 05 de fevereiro de 1996.

Doutor (a):

Temos satisfagdo de comunicar a V.S. a realizagao do programa
de apoio a gestante concernente a prevencao de anemia hereditaria.
Esse programa sera desenvolvido a partir de fevereiro, com a
participagao de trés institugées: a UNESP, o Instituto Adolfo Lutz e o
CDA laboratérios. Os exames serao gratuitos, e a escolha do local de
coleta de sangue e analises ficara por livre opgao da gestante.

Solicitamos a V.S. a colaboragao para este programa que tem o
apoio do Ministério de Saude e da Organizagao Mundial de Satde.

Informagdes adicionais poderao ser encontradas nas folhas
anexas.

Colocamo-nos a sua disposigao para os esclarecimentos
necessarios e apresentamos os nossos mais elevados votos de estima e

consideragao.

%

=
Prof. [f)r. Paulo Cesar Naoum
Coordenador do Programa

AVA
AVAYEY

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

18



"RELEASE" PARA DIVULGAGAO
DE INTERESSE PUBLICO

PROGRAMA DE APOIO A GESTANTE

Prevencdo da anemia hereditaria

A partir de fevereiro o IBILCE, o Instituto Adolfo Lutz e o CDA
Laboratdrios, de S&o José do Rio Preto, estardo promovendo a realizagdo de
exames gratuitos para detegao de anemias hereditarias em gestantes de Rio
Preto e regido. O programa visa a prevengdo da anemia hereditaria, a
orientagdo dos cuidados basicos para os portadores, e o encaminhamento
correto dos casos que merecem atengdo médica.

O programa, que tem o apoio do Ministério da Salde e da Secretaria
Municipal de Saude de S&o José do Rio Preto , prevé a realizag&o de mil
testes até o final do primeiro semestre deste ano. Os resultados de cada
analise serdo enviados as gestantes. Em caso de positividade para anemia
hereditaria, serao efetuadas analises gratuitas nos membros da familia da

gestante.

_Locais de coleta e realizacéo de analises:

IBILCE/UNESP: Centro de Referéncia de Hemoglobinas, fone: 224-4966
R. 260.Dias de coleta 32 e 5@ feiras das 8:00 as 11:00 hs, & Rua:

Cristévao Colombo, 2265 - Jardim Nazaré.

ERSA: Diariamente das 8:00 as 10:00 hs.Fone: 224-2602,a Rua:Alberto
Sufredini, 2325.

CDA Laborat6rios: Diariamente das 8:00 as 12:00 hs. Fone: 227-7058, a Av:
Brigadeiro Faria Lima. 5332 .

Coordenagao:
Prof. Dr. Paulo Cesar Naoum

Dre. Claudia Regina Bonini Domingos
Dre. Regina Alexandre Pagliusi
Bidloga: Ligia Marcia da Silveira Viana
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"RELEASE" PARA DI\{ULGAQI\O DE
INTERESSE PUBLICO

O QUE E ANEMIA HEREDITARIA

Anemia hereditaria € um tipo de anemia que é transmitida de pais para
filhos. Esse tipo de anemia pode passar por muitas geragdes. A anemia
hereditaria se manifesta de duas formas basicas: a imperceptivel e a
perceptivel. :

A forma imperceptivel é caracterizada por anemia de grau muito leve, e
somente é identificada por métodos laboratoriais muito especificos.

A forma perceptivel, tem anemia grave e é facilmente percebida devido
a palidez acentuada, muita fraqueza, mal estar geral, e ictericia em alguns
casos.

Um em cada trinta brasileiros é pciriador da forma imperceptivel |,
enq:anto um em cada cinco mil é portador da forma grave.

A possibilidade de transmisssdo de anemia hereditaria pela mae com
anemia imperceptivel é de 50%. Se o casal, pai e mée, tém as formas

imperceptiveis, existe a chance de gerar filhos com a forma grave.
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CENTRO DE REFERENCIA DE HEMOGLOBINAS

IBILCE/UNESP
SAO JOSE DO RIO PRETO-SP

PROGRAMA DE APOIO A GESTANTE

DADOS DE IDENTIFICAGAO:
NOME.

IDADE:___SEXO: DESCENDENCIA:( )CAUCASOIDE ( )NEGROIDE
'ENCAMINHADO POR;

-DADOS o LINICOS E LABORATORIAIS

Hb: At GV: RETICULOCITOS; OUTROS:
FERRITINA:._____ FERPO SERICO: OBS:

'INFORMAGOES GERAIS
E a primeira gravidez? Sim( ). Nao( ) Quantos filhos? Teve algum aborto?

Esta com quantos meses de gravidez? Expectativa da data de nascimento:

Tem anemia? Sim ( ), Nao( ) Ha quanto tempo?
RENDA FAMILIAR:(salarios minimos)1a5( );6a10( );acimade 10( )
ESCOLARIDADE : Primeiro grau (_); Segundo Grau ( ); Superior ( )

PESQUISA DE HEMOGLOBINAS:

i Eletroforese alcahna AA

REFERENCIA NORMAL

Eletroforese acida N S o | AA

Morfologia Eritrocitaria L ‘ Normocitose
Resistencia Globular(0,36%) | Negativo

‘Dosagem de Hb Fetal SP « 580 Jrese o 0a12%
‘Dosagem de Hb A2 pa Cristbvag 1 125a39%
Pesquisa de Hb H senitinte L T OGE A0 § .| Ausente

| CONCLUSAO:

UDO FAMILIAR:
Espooo
FILHOS:
RECEM-NASCIDO:

AV‘YA"
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HEMOGLOBINA C

Prezada Gestante:

Venho por meio desta informa-la que, durante as analises efetuadas
em seu sangue, observamos um tipo de anemia hereditaria, ou seja, uma
forma de anemia que a pessoa tem mas nao percebe. A anemia que
identificamos em vocé é conhecida por _Hemoglobina C.

Essa anemia ndo é observada em exame de sangue (hemograma).
Somente com métodos especiais é possivel identifica-la.

A pessoa que tem essa anemia € normal. Nao afeta o
desenvolvimento fisico, nem o mental ou sexual. Ndo ha nenhuma proibigao
a pratica de esportes, alimentacdo ou medicamentos para que tem este tipo
de anemia. O importante € que seu companheiro e filhos fagam também
este exame, para saber se também s&o portadores de anemia hereditaria,
pois existe a possibilidade de que seus filhos tenham uma anemia grave,
caso seu companheiro também tenha anemia hereditaria.

Favor comparecer para maiores esclarecimentos no enderego abaixo
de 2a a 6a feira das 8:00 as 17:00. E se possivel traga seu companheiro e
filhos para a realizagdo do exame gratuitamente

CENTRO DE REFERENCIA DE HEMOGLOBINAS
UNESP - Sao José do Rio Preto
Rua Cristovao Colombo, 2265
CEP: 15054-000 Fone: 2212392
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FALCEMIA IETEROZIGOITA

i Faicemia Heteroziaota € o nome dado a um tipo de anemia
e ibEria impeEroeptivel PrEsEnte fuma pessons aparentamente
SEG A .
f{ssa pessoa €, portanto, um portador assintomdtico (nﬁn coente)
B2 ouma albteracio sa hemoglobina, Sue 2 umd probeina que 52
encontra no interior dos glaobulos vermelhos.

A Pes303 qus Qe fem 3 Falocemia leterozigokba 2 normal,  com
resuitacdos quantitativos de gidbuios vernelhos e de hemoglobina
gEnten s padertes e aormalidaie.

0 poirtacor cde +alcemian #Heteroziaota nfo deve, entretantu,
Fameor  wsD He Srogas o omeadicanenbtos que2 T gusimam oxigeaio', PO
sHemplo: inalagio de éfer, langa-pertumne e anestesia aeral sSem

DXigEnagcio  suplonentar. TamiEm D5 exercicios Fisicos muikto
intensos GEVEm ser evitados, pois "queimam o oxigénio® Coi
exbtremg rapitiez. a meEsma forma, devem ser o 2vibaadn D meErguiho
projionaaco € a pratica de natacfio em aguas muito frias.

Tinmins  ©355235 ciaissins 25830 relacionmios com 3 diminigin e
oxagénio,po‘s quanco Talta quant idade suficiente ceste agds e
pPEe30a que bem Faloemia Heberozigoba,ns gidbhulos  vermeihos se
ceformam, muGando sua forma alobular para a de "{oice’ ou “meiw-
2%, dad o nome faiciforme. Com 3 forma alterssia, os gldhuios
vermelihos aiém de n¥o desempenihar com eficiéncia a sua Fun¢io,
que 2 0 bransporte bde oxigSnin, provocam, também, alteragio na
CirculaGio CO SaNgUE. E NECESSArio dizer qGue esses eteitos sao
miito Aiscrefos no porfaaor de Falcemia figterozigota, mas  poiem
se ftornar perigosos se a " queima de oxiaénio” ocorrer por lonao
periodn  ( anestesia yeral sem suplamsntacdo e oxigSnio ) o se
ccorrer e {forma agquda (cheiro de éier ou langa-periumne ).

Dufro fato maito imporfante 2 0 seguinte! quango vood fOr 52
casar o0 optar por ter Tilhos, L& necessidade que seu noivo ou
nniva faga D EXAmMS para sader se ele ou 21la F portador e ansEmia
nerecitaria  imperceptivel. No caso dos dois terem esse tipo de
AnEmi 3, Existe 9 possibilivade M2 N35CEr M3 Srianga que  ponard
recenseir @«s partes anfmicas do pai € da mi8e € assim aparecerd uma
aasmia mLito grave. g

identi{icaciXo de falcemia teterozigota € realizada por
gndiises laboratoriais ospecificas.
UM welhor esclarecimento procure um SErvico médico
Tizasdn, que ile2 aars informagses mais Hetalhaias.

Servigo e Alengaio aow Noriador de Anemix
Hierzdicdria
CENTRO DIE RETFERE£NCIA DE IIEH&CKBLJDI!IILhﬁJ
UNESP - SXO JOSE DO RIO PRETO
fua Cristovio Colombo 2285
CEP:§15054-00¢ Tl (Q172)2449466 Ramal 74
S8o José do Rio Preto-SP
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TaALaSSEMINA HETEROZZGITaAa ikl
HMEMNOR

A Talassesmin Heberoxigobe, ou TalassEmin Meoaor, & 0 fomes
GRGO @ M TR0 G anemia AereCitaria  presente numa pessoa
aparantemanis BEG B W Fesa pessnd,d  portantn,  uam o poria.dior
assintomdt ico (nEo coente) de uwa aiteraglo da hemoelobina, aue
2 wgam probsinn Qe Se SRoontra o iaterior sdons g ladabuios

VErmelaoe.
Nessa  alteragio, o portacor de Talassemia deterozigota  tem

B2 0L

aijdonios veErnelhos com o fanaitho cininuido, em reiagcko w outra
rEssnE  sem  talassemin. A GiminkigEo J0 famanhn  $0s g lobnios
vernelaos reduz @  auant idade de nenoalobinza gentro dessas
cdiitas 0D BIHAGILT . Comn 52 SRNE, LoD 0iyEn 0 Qe FEsp heamns
& Fransportaco  pelia senoslobing e cistribuido por  toco ©
D3N S0 . D Dxigenin 2 ni0ssn principal Fonts e Energ is.

ASsin, GUARNOO OCOorre ciminuicio da quant icade de hemocliohina -

2 ona TalnssEmia bieberozigots esse Fabo - aconbece oG forma,
ciecreia =~ O oxigénio transportado também Giminui. Senco  ©
03¢ G B A priacipal fonbe  ode sEnergia, s0a odimianicin smoors
PEAUETER NESSE CAas0, POGE Causar PERIFIOQICARNMENTE I CRNSACY, gores

e lares nads peraas o palider Jisorefa

i Talassemia iieterozigota pOoGE provocar Giscreto arau Ge
BIOTMi A, Encretanto, L3, Pt i ficasio somente & Peita por

andalises lanoratoriais especificas.

A peEsEnd g 2 poirtsdors e Taiasssmia Hetsrozigoba fem oum
gesenvoivimento <isico, sexual e intelectual normal. O  meior
i brEatn porEm, 2 qguarnin 52 oo ide ter Filhos. MEsEE CRsD @ e
funcanental importéncia GUE O SEU PArceiro fTaga CSsSe EMane para

BEDEF BR B POrLmior e BRERia. heradibaris impercepbivel. (A P B -V
Gos GOISs  LTErFEm anemia herecitaria  impercepitivel existe @
POssind L pimhE bR GRrar umB CF FARGE QR poderd FaREiEr 3s

partes aiteracas Go pai € 6a nEe, provVOCAaRGo WM& &nEmis muito

GiTBVE

PR nelsor esclarecimentod Procure WM SErvicgo  mecico

sepecial izadn, Que lhe dard explicagdes detaihias.
0 seu tiro ce Taiassemia Heteroxicota icentificaco em Nosso

igporatarin 2! et i s120 et 445 4 e e s i $m e e S 908 B 4 6 40 RS 4 0 e S i 4 S5 e 445 eS8 44 208 S n 8050

Servigo e At eneiio o Moard wdoar o ATre i w=
thzrazd it Aria
CENTRO DE REFERE£NCIA DIE 1IEMOGIL.ODINAS
UNESP - SXO JOS¥ DO RIO PRETO
e Cristovao Coiombo 224%
DR L5054-000 Tael (04723244944 Rannl 74
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