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, Em” meados de agosto de 156865 recebemos para andlise de

hemog lodbinopatias uma amostra de sangue que revelou o aumento «ds
concentração d HbhÃi2 Sema entretantos apresentar acntum Indício de

talassemia beta Asteroziíigota ­ a príncicoal causa de elevagão desta

fração hemoglobinica., Ao solíicitarmaos à presença da pessoa analíisa­

Vas VELPÍTICAMOS que 32 MESTWI E09A portadora de doença de Chagas. ECstr

fato nos despertou interesse para realizarmos semelhante este

outros chagasiícos. Os resultados seguíntes vÍIEram comprovar que
porcentagem aprecídvel de chagaásicos apresentava niveis de H58,

aumentaíos. À partir desta evidência inicial idealízamos um projeto

de pesquisa que resultou no presente trabalho.
1
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TT. INTRODUÇÃO

I.1t. Hemoslobinas

T.ail:t. Estrutura, função e ontogenia das hemoglobinas
humanas normais.

A hemoslobina é uma proteina globular e ocoligomérica,

presente nos eritrócitos de vertebrados, tendo como principal função

o transportede oxigênio para os tecidos. Quimicamente é composta
por um pigmentos O grupo hemes e uma proteínas a globina. O heme ê
formado "por um âtomo de ferro situado no interior de uma estrutura

Pporfirínica que o mantém no estado ferroso e lhe dá à cor vermelha,
característica da hemoslobina. O transporte de oxigênio pela hemo­
globina está baseado na capacidade dos seus átomos de ferro combina­

rem reversivelmente com.o oxigênio molecular. Estruturalmente o

grupo heme e o aminoácido ao qual o ferro está ligado são os mesmos
em todos os tipos normais de hemoglobinas;s mas suas afinidades| ao
oxigênio podem ser afetadas quando ocorrem contatos anormais entre

as subunidades alfa e beta que constituem a molécula de hemoslobina
7”CBELLINGHAM, 1976).

Àglobina é formada por dois pares de cadeias polipepti­
dicas que totalizam 574 aminoácidos (a.a.). Duas das cadeias que
formam o tetrámero, com 141 a.a. são denominadasde tipo alfa (o ;Z)
e as outras duas com 146 a.a.,conhecidaspor tipo beta (85;y,ô5seE).
As combinações entre as cadeiasdo tipo alfa e do tipo beta resultam
em moléculas de hemoslobinas distintas, e que são sintetizadas em
diferentes fases do desenvolvimento humano (CBAGLIONI, 1962; MANIATIS

e cols., 1980).
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2

Ontogeneticamente, na espécie humana, as primeiras moleé­
culas* de hemoglobinas embrionárias são produzidas nas ilhotas san­
guíneas que se desenvolvem no saco viteliíinico;y precedendo o desen­

volvimento da circulação sanguínea e estabelecendo as trocas gasosas

que são realizadas através da placenta.

A síntese dos diferentes tipos de hemoglobinas: embrioná­

rias; fetal e adultas, obedecem a um controle genético que envolvem

genes tipo alfa ativos; presentes no cromossomo 1ó; e genes tipo

beta ativos, presentes no cromossomo 11. As hemoglobinas embrioná­

rias são sintetizadas até atingirem o seu máximos que acontece por

volta da dêcima segunda semana do desenvolvimento intra­uterino

(Figura 1a). Após este período não ocorre mais síntese de hemoglobi­"­
nas embrionárias; sendo estas substituídas pela síntese de hemoglo­

“bina Fetal (HbF);, após oO terceiro mês de gestação; e que predomina
entre 90 e 100% (Figura 1b).

À hemoglobina A (HDBA) começa à ser sintetizada a partir
da.dêcima semanas mantendo­se emniveis não superiores a 10% atb a
trigêsima semana. Ao nascimentos as hemogslobinas Fetal e À atingem

BOX e 20X respectivamente, e a hemoglobina À, (HbA, )atinse o seu
nivel ideal prôximo ao nascimento. A partir do sexto mês apbôs o

nascimento as hemoglobinas A; F e A, chegam às suas concentrações
normais (Figura tc).

1.1.2. Hemoslobinopatias e talassemias

ânomalias gentticas podem afetar a síntese de uma ou mais

cadeias globinicas. Pelo fato da HbA apresentar à maior concentração
no adultos mutações que afetem a produção, estrutura ou função das
cadeias alfa e beta podem causar doenças com alterações fisiopatolo­
gicas importantes;s e que são diferenciadas em duas categorias: àas

"hemoglobinas variantes: onde proteinas anormais são produzidas pela
substituição de um ou mais aminoácidos nas cadeias polipeptidicas; e
as talacseniass em que a síntese de uma das cadeias é parcial Ou

está totalmente suprimida, sem que a estrutura seja afetada.

Estes dois grupos de alterações moleculares são causadas
Por mutações recessivas e são herdadas de acordo com as leis mende­
lianas. O indivíduo homozigoto apresenta o gene alterado em ambos

cromossomos; e os heterozigotos;sem apenas um dos cromossomos. Porta­
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PERIODO —EMBRIONARIO

TIPOS DE Hb CONCENTRAÇÕES
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[OD ­ imartivo

Figura 14. Formação das hemoslobinas humánas nos diferentes períodos
do desenvolvimento.
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4

dores heterozigotos não apresentam os sintomas da doença e são
detectados por testes específicos.

Anemia falciforme e talassemia homozigota afetam milha­
res de pessoas na Africa, Mediterrâneo e Asia central (KAN, 1989),

Das centenas de mutações que afetam tanto a cadeia alfa

como à cadeia beta da hemoglobinas a mais importante & aquela que
causa à anemia falciforme. A mutação que produz a celula falciforme
ocorreno sexto aminoácido dos 146 que formam à cadeia beta da
9lobina humana. O aminoácido normal nesta posiçãos ou sejas o ácido
glutámicos é trocado por valina.como resultado de uma permuta de

bases no codon é do gene correspondente. Esta mudança de um único:
aminoácido modifica à propriedade da molêcula da hemoslobina e causa

serias consequências fisiopatolbsgicas .Quando esta molêcula anormal

se encontra em condições de baixa tensão de oxigênio formam­se

fibrilas que fazem com quea cêlula se torne mais rígida alterando
sua conformação bicôncava para a forma falcizada. Com este formato

as células não fluem livremente por pequenos vasos; os quais se

tornam obstruldos . Os individuos afetados sofrem crises dolorosas,

danos em órgãos vitais, e a anemia hemolítica sobrevem como resulta­
do da rigidez da célula falciformeque é prematuramente sequestrada
da circulação C(CALAVI, 1984). |

As talassemias são divididas em dois grupos principais,denominados alfa e beta, dependendoda cadeia olobiínica que é sinte­.
tizada em quantidades anormais (WEATHERALL & CLEGG, 1981).

Estas alterações genéticas apresentam quadros clínicos e
hematológicos variáveis os quais dependem do estado em que se mani­
festam;s ou seja! formas heterozigotas intermédia ou homozigota. Sob o
ponto de vista genttico as talassemias são classificadas em hetero­

zigotas, homozigotas e interativas com outras hemogslobinas variantes

(WHO, 1982; KAN, 1989)...
|

“Classificação da talassemia alfa

Até 1970 os fatores determinantes da talassemia alfa

podiam ser definidos somente em termos de seus efeitos no quadro

hematolôgicos C(VCM­ Volume Corpuscular Médio,HCM­ Hemoglobina Cor­

Ppuscular Médias taxa de sintese de cadeias alfa e beta). A partir

desta data outras técnicas foram introduzidas; especialmente a sin­

tese de globina; permitindo a diferenciação em portadores sãos de
talassemia alfas de doença de hemoglobina H;y e com sindrome de

AA
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hidropsia fetal (Quadro 1). Hoje éê possível oferecer uma classifi­

cação mais específicas 5jJàá que alguns dos defeitos moleculares bási­

cos foram identificados (Quadro 2). '

A nomenclatura para as talassemias alfa que não permitem

produção total de cadeia alfa pelos genes alfa são referidas como

a ­talassemiasse aquelas nas quais a sintese & reduzida são denomi­
nadas por oa*t­ talassemias», tornando a classificacão das talassemias
alfa semelhante à das talassemias beta. Tanto q quanto attalassemias
poderão ser futuramente subdivididas dentro de tipos com deleção e
não­deleção (WHO; 19567).

O haplótipo normal da 9lobina alfa é representado por aos

sendo os genes a? e a” respectivamente. Um indivíduo normal tem o
genôdtipo aa/aa . Uma deleção envolvendo um (­a ) ou ambos (­ —­)

genes alfa pode ser identificada pelo tamanho do segmento envolvido
assim a indica uma deleção de 3,7 Kb de DNA incluindo o gene

alfa. Quando oO tamanho da deleção não está bem estabelecido, se
utiliza da origem individual ou geográfica do portador. Assim —­­— "ºC
define uma deleção que envolve os dois genes alfa; identificada

inicialmente em indivíduos de origem Mediterrânea.

Haplótipos de talassemias alfa com os dois genes intactos

são indicados por act . Quando o defeito molecular é conhecido como

no.caso da Hb Constant Spring; a representação deve ser mais comple­
tas (WHO, 1987).

|

Conclui­se entãos que tanto mutações com deleção como as

sem delegão causam alteração na expressão dos genes alfa da 9lobina,

e que são muito comuns. Deleções parecem ocorrer frequentemente Por
"crossing over” desigual. O triplo gene alfa não apresenta vantagem

seletiva; e sua ocorrência relativamente frequente indica alta inci­
dência de "crossing over" desigual entre os dois loci do sene alfa
(WHO, 1987).

To

“Classificação das talassemias beta

As talassemias beta são mais heterogêneas que as talasse­

'mias alfa. Muitas delas são hoje bem conhecidas a nivel molecular e

estão resumidasno Quadro 3.
; ­ as

0
.

De maneira geral são divididas em 8 ­ talassemias, onde

não hàá síntese de globina; e &£&*­ talassemias; onde a produção de
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Gradro 1. Característica dos principais tipos de talassenia alfa.

No. de genes niveis de = Corpos Taxa de
—  — Haplbtipos genbtipos

Fenbtipo alfa Hb Bart de inclusão VCH sintese
funcionantes ão nascimento (X) de Hb H (X) de globina &/ BB mais freq.

NORHAL 4 Ç NENHUK — —85­100 ot aa/aa

at
TALASSEMIA

(traço)

ao
TALASSENIA
(traço) DCASTONAL

DOENÇA DE
Hb H o MuTOS

HIDROFSIA “o

FETAL ­— PRESENTES 1510­120 reduzido 90,0

. Hodificado de WHO ­ 1987
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Quadro 8. Classificação molecular das talassemias alfa.

aºTalassemias!sem produção de

cadeias alfa

­ ambos os genes alfa

deletados­7 tipos

­ somente um gene alfa

deletado ­ e tipos

a* talassemias!­ sintese reduzida

de produção
— Por deleção:(1 gene alfa

deletado )

alfa1 deletado
alfa híbrido

outra

não deleção

gene alfa intacto

Modificado de WHO, 1987
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duadro 3. Base molecular para as hemoglobinopatias beta melhor caracterizadas.

Tipo de Talassesia
No.

ou Hb Anormal
Frequência

Base

Hotlecular

1 Persistênciay8 yatipo 1

Hereditária y 5y ºtipo 2

de HIF(FHHF) Hb Kenya

2 Talassenia 8 yº

deltasbeta o.

os

3 Hb Lepore Hollandia

Faltinore

Boston

4 Talasseaãia

beta com À ,

normal,

branda
" Talassenia

beta com À ,

moral;
severa

é Talassemia 8º

branda Indiana

7 Talassenia Bº

branda Britanica

8 Talassemia 8º

severa Italiana COmum

deleção de B+ o + 4000 pares de bases

deleção de B+O+ 9000 pares de bases

fusão de yYº con Ê

deleção de B+ 1/2O

deleção de genes BB, O Yº

inversão de Y por segmento de O + 2 Lleleções

fusão 50 o B

fusão 8 o RB
fusão 1i6 o B

não conhecida

não conhecida

deleção de 400 pares de bases no final do
gene a 5'

atraso na iniciação da sintese de RNAm 8 ­

liberação do sitio de “splice” ao final do
grande intron

7
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Guadro 3 (continuação). Fase molecular para as hemoglobinopatias beta melhor caracterizadas.

Tipo de Talassemia
No. Frequência

ou Hb Anormal

Base

Molecular

9? Talassemia 8º

severa Ttaliana,

Grega comum — 8? final da mutação ( sem sentido )
10 Talassemia Bº

severa — Chineses

"Sardinian” — comum Bv
11 Talassemia Bº comua na

SEVETA Ferrara — localidade

1º Talassemia Bº

SeEVETa Hediterrânea comum

13 TalassemiaBt+ eoderadamente

branda Negro comum

IA HD E COMU Na

localidade

CORUM

Comum Na

“ localidade

lys final da mutação ( sem sentido)

atraso no fator de iniciação da proteina B

Sitio de "splice” adicional gerado no pe­

queno intron

Não conhecida

26 BOLU' ­ LYS

(+ mutação talassêmica)

é B GLU ­ VAL

é BOLU­LYS

*£ 1.K.º Identificação Molecular

Kodificado de WHO (1987)
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cadeias está reduzida. Alguns estudos definiram os sub 9Irupos de
talassemias 8º e B87, onde o nivel de hemoglobina À: é normal nos
heterozigotos (KATTAMIS e cols., 1981). Existem também algumas for­
mas raras de talassemias beta que sb podem ser definidas em estudo
familiary ou populacional; devido a sua particularidade regional
(WHO, 1982).

Geralmente ) homozigotos ou os portadores do estado hete­
rozigoto das talassemias 8º, e das formas gravesde talassemia 8 ,
apresentam anemia acentuada que os tornam dependentes de transfusão
de sangue na primeira infâncias mas alguns pacientes apresentam
manifestações moderadas ou leves;s sendo classificados clinicamente
como portadores de talassemia intermédia.

À clássica talassemia beta maior (a talassemia homozigo­
ta) geralmente apresenta anemia grave nos primeiros anos de vida. As
alterações decorrentes de uma talassemia beta maior se caracterizam
Por anemia com taxa de hemoslobina abaixo de 7;09/dls atraso no
crescimentos anorexia; urina escura, sonolência; febre e vômito. A

. hepatoesplenomegalia pode ou não estar presentes mas geralmente
aparece progressivamente. Hà casos em que ocorrem alterações na
medula ôsseas fraturas patolbgicas e sobrecarga de ferro de origem
gastrointestinal. A morte em crianças com 1 a é anos é geralmente
devida a infecções ou insuficiência cardíaca. Os eritrócitos àápre­
sentam visível variação na forma e no tamanhos hipocromia, células
nucleadas e reticulocitose.|

O padrão de tipos de hemoslobinas no homozigoto 8º con­
siste de predomínio de HbF (FE­FE8%), HbA, em níveis reduzidos,
normais Ou elevados; e ausência de HbA: Para os homozigotos 8º
concentração de HbA varia de 109­25% ea de HbF entre 70 e 95%; na

forma 8** (negro) aparece anemia com valores de hemoglobina entre
7:0 e 11;0 9/dls com .20­40% de HbF, HbA, em níveis normais ou
discretamente aumentados e HbA 60­80%.

|

Os heterozigotos para talassemia beta são muito heteroséê­
neos e a caracterização por um único mbtodo deve ser excluída.

Entretantos com raras exceções todos os heterozigotos apresentam as
seguintes caracteristicas: anemia de grau discreto que varia com oO
tipo do traço talassêmico;s baixos Índices hematimétricoss nos quais
o HCM é o mais significante (Quadro 4); alterações moderadas na
morfologia eritrocitária, especialmente devido a eritrócitos micro­
citicos e hipocrôómicos;s aumento da resitência globular osmótica em
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Quadro 4. Dados hematológicos da clássica talassemia beta

heterozigota.
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solução NaCl a 0,36%, teste seletivo que é positivo em 97% dos casos

de talassemia beta heterozigota C(SILVESTRONI­BIANCO, 1975); outros
valores adicionais; incluíndo a biosíintese de 9lobinas, poderão ser
observados no Quadro SO.

1.1.3. À hemoglobina A,

A hemoglobina À, ' (HbA, ) foi identificada em 1955 como
umum componente hemoglobínico normal—que se apresentava em “quantidades
mínimas (KUNKEL & WALLENIUS, 1995959). Atualmente sabe­ se que esta
hemoglobina é composta Por um tet râmero formadopor duas cadeias
alfa e duas cadeias delta (a, ô,) e começa à ser sintetizada na
espécie humana no periodo fetals atingindo seu àpice próximo ao
nascimento (WOOD e cols., 1978)... Apbs osexto mês de vida seus
níveisse estabilizam entre 2;5 a 3,7%.

Nos casos de talassemia beta heterozigota; 0s aumentos de

HBA, têm sido verificados em 93% dos portadores; cujas concentrações |variam de 3;5 a 7,0% (WHO, 1982).
O decréscimo de HbA, é observada em algumas Patologias |

como: anemia por deficiência crônica de. ferros, leucemia; anemia,
aplástica devido à exposição crônica ao benzeno; em crianças .com
Pparasitemia frequente por malária, geralmente por Plasuodiua
falciparum; onde esta patologia induziria a uma deficiência de ferro:
pelas constantes crises hemoliíticas (WASI e cols., 1971; AKSOY e
cols., 1972; ALPERIN e cols., 1977; WEATHERALL & CLEGG, 19813; WHO,
1982; WILLCOX e cols., 1985;HERCBERG e cols., 1986).

O aumento na concentração da HbA, tem sido observado nas
seguintes patologias! anemia megaloblástica devido à deficiência de
folato ou vitamina B 12 5 em alguns casos de! mielofibrose, hepa­
tite viral; esquistossomose; malária por Placnodiums vivax; eritro­
leucemia, hipertireoidismo e em receptores de tecido hematopoiêtico
fetal (LIE­INJO e cols.s 19713 ALPERIN e cols.;s 19773 VAN ROSS e

cols., 1978; NAOUM e cols.., 1979; KRISHNAMOORTHY e cols., 1982).

Para muitas destas situações; a relação entre o aumento
da HbDA, e o tipo de patologia ainda permanece obscura. Especialmente

com referência à malária, a elevação da concentração de HbA, poderia
ser indicativo de uma reação mais generalizada do organismo contra o

Processo infecciosos incluindo outros sintomas além do imunológico.

Outra possibilidade seria a preferência seletiva dos parasitas da

AA
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Gxadro 5. Tipos mais comuns de talassenia beta,

TIPO DE TALASSENTIA HOKOZIGOTO HETEROZIGOTO

Bº

B* (Hediterrâneo)

B** (negro)

B* (Hb À, normal; tipo 1;
silenciosa )

B*. ou 8 %Hb Axnoreal tipo 2)

talassemia maior

Hb F=92 ­ 98% 5 Hb À, ,=2­8X

talassenia maior
Hb F = 709­95%

talassemia intermédia
. Hb F = c0­40X

Hb A, = 2­5 4

talassenia interrêédia branda
Hb F=19­30%

HbA, =54
provavelmente talassemia maior

talassemia menor

Hb À, =3;5 ­ 7,0% o/B=2/1

talassenia e&enor

a /B= 2/1

talassenia menor

Hb À, =3;,5­7,0 X
a /B =1,2­2,0/1

nortal
|

a/B= 1,2­1,5/1

talassenda Renor
Hb À ,nornal

a/B =8/i

5 6
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malária por células com baixa quantidade de HbA, (ARENDES, 1979).

I.1.4. À henogiobina Fetal O“
A hemoglobina Fetal (HbF) é formada por duas cadeias alfa

e duas gama (0, Y,).
Os genes duplicados de cadeia gama no homem produzem dois

tipos de polipeptiídeos que diferem por um simples aminoácido: glici­
na (478) ou alanina (yº ) na posição 136 da cadeia (SCHROEDER “e
cols., 1963).

|

No periodo fetal aàa proporção dos dois tipos de HbF (y8 e
1º ) é 7:35 ao nascimento é de 39:11 e após os seis meses; a proporção

" está em torno de 2:33. Aproximadamente um terço dos individuos mantém

a proporção do nascimento na vida adulta C(WEATHERALL & CLEGG, 1982).
As análises das relações y8/yº em várias condições adquiridas e

herdadas, associadas com aumentode HbF na vida adulta, tém mostrado
variações ; sem entretanto; estabelecer um padrão.

À HbF apresenta níveis normais de O a 1%. Aumentos desta
concentração até 5% têm sido observados em alguns casos de talasse­
mia beta heterozigota (Quadro 9), e aparece bastante aumentada nos
casos de talassemia beta homozigota.Valores elevados são também
verificados na persistência hereditária de hemoslobina Fetal (PHHF),
onde à Produção de HbF permanece apbs o periodo neonatals sem causar
danos hematolôgicos e fisiopatolbgicos para o seu portador (CHARACHE .
& CONLEYs1969). Hà evidências de que a persistência hereditària de.
hemoglobina Fetal seja uma forma muito discreta de talassemia;s onde
ocorre um desequilíbrio minimo entre as cadeias sintetizadas e uma

compensação quase completa da cadeia beta deficiente pela produção

de cadeias sgama;originando o aumento de HbF ( TUAN e cols ,1980).
A sintese de Hb F pode persistir além do período neona­

tal, também em casos de talassemia beta homozigota, Hb SS e Hb
S/talassemia beta.

À produção pode ser reativada em algumas doenças adquiri­
dass como anemia aplástica, leucemia mielóide crônica juvenil, ane­

mia refratária com hiperplasia de medula, hemoslobinúria paroxistica

noturnas mieloma múltiplos leucemia linfoblástica aguda, e maiária

por Plasmodium falciparum (SHIMIZU e cols., 1968).
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1.1.5. Distribuição secsráfica das hemosgslobinopatias e

talassenias :

Uma caracteristica das hemoglobinas humanas é sua distri­

buigção heterogênea em diferentes populações do mundo. Entre àas

hemog lobinas variantes destacam­se os tipos 553 C;s E e D. As hemoglo­

binas S e C são encontradas com maior frequência na Africa, enquanto

as diferentes formas de talassemias predominam na região do mar

Mediterrâneo (tipo beta) e nos povos asiáticoss mediterrâneos e

negros africanos (tipo alfa).

As populações latino americanas compreendem cerca de 440
milhões de habitantes com variações étnicas oriundas dos cruzamentos

entre Índios e colonizadores, espanhóis e ­portuguéses;s e posterior­

mente com o negro africano. Analisando­se separadamente cada Ppals
distingue­se claramente as influências caucasbides dos colonizado­

res ou negrbides dos escravos. Desta forma distingue­se os diferen­

tes tipos de hemoglobinas que são mais prevalentes dependendo da

miscigenação do país.

As populações brasileiras caracterizam­se por apresentar
grande—heterogeneidade genética derivada da contribuição que lhes
deram seus grupos raciais formadores; também muito diversificados, e
dos diferentes graus de intercruzamentos nas várias regiões do pais.
Desta maneira a distribuição das hemoglobinas anormais no. Brasil
está intimamente relacionada às etnias que compõem nossa população;

já que análises realizadas em indígenas "puros" mostrou ausência de
 hemoglobinopatias (SALZANO & FREIRE MAIA; 1967; NAOUM e cols.,

1979).

Estudos realizados em 82.357 pessoas de 40 cidades dos
Brasil; tendo como objetivo determinar a prevalência de hemoslobinas
anormais; mostraram que as frequências deste tipo de patologia

hereditária foram de 3:68% na população total analisada: sendo 2,61%
em caucasbides e 6;35% em negrôbides. Entre as 3.030 hemoglobinas

. anormais identificadas 99,09% foram variantes moleculares e 9,90%
talassemias (NAOUM e cols.;s 1986) (figura 2).

ES
AVAVAY

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



FREQUÊNCIAS DE
HB AS BETA TAL. HET.

e «<=? E <O0O5
& 2­3 É 0.5­1

Q14+6  RB1­2
Q 7­15

BRASIL

FIGURA 2: PREVALÊNCIA DE HEMOGLOBINAS ANORMAIS
NO BRASIL (NAOUM E COLS .1986)
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Tal.ó. Hamoslobinas anormais & doenças

À distribuição geográfica das talassemias e falcemias, jà
hà algum tempos têm induzido à especulação de que forneceriam alguma
vantagem seletiva contra malária. Altas prevalências de HbS, talas­

semia beta e talassemia alfa que ocorrem quase que exclusivamente

dentro do “cinturão da malária” suportam a hipótese de que a pro­
teção contra esta doença parasitária constitui o fator responsável

pela presença aumentada destas alterações (ALLISONs 1964; FLINT e
cols.;, 1986).

Os Rhomozigotos para hemoglobinas anormais morrem prema­.

turamente acarretando um equilíbrio na perda de genes. Os heterozi­

gotos tornam­se mais adaptados ao ambiente malariígeno. A existência
de um único locus por genoma haplbôides no caso da HDS e talassemia

beta; torna o efeito fenotípico das mutações neste locus tão draásti­
“co que portadores heterozigotos podem ser identificados sem equivo­r

cos por este motivo torna­se fácil associar estas patologias à

malàâria.

Para a talassemia alfa a grande diferença observada em

locais onde a malária € hiperendêmica Por exemplo; norte da Nova
Guinê ( com B1;,0% de talassemia alfa ) e em ilhas vizinhas onde àa
transmissão da malária não é regular (ausência de talassemia alfa)
sugere a hipótese da seleção preferencial ao invés da deriva genéti­
ca COPPENHEIMER e cols.s 1984). Os homozigotos tinham uma taxa de

parasitas em seus eritrócitos muito mais alta que os heterozigotos

apesar da infecção nos homozigotos ser menos grave; quando comparada

com indivíduos sem a talassemia.”
|

Apesar de todos estes fatos à favorsy o coeficiente de
seleção ainda permanece obscuro e portanto requer estudos mais

específicos para Oo seu esclarecimento.

Aindas em relação à malárias alguns estudos in vitro

mostraram que monócitos fagocitam mais eritrbcitos infectados por

Plasmodium falciparum contendo HbE (HbAE ou HbEE) do que aqueles com

HBAA; provavelmente devido a alterações na superfície da membrana.
In vivo poderia dar aos portadores de HbE uma vantagem sobre os não
portadoress o que poderia contribuir para balancear polimorfismos do

gene anormal CBUNYARATVUE US e cols.» 1986).
Vârios estudos têm sido feitos tentando relacionar fenô­
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tipos de hemogiobinas a algumas doenças; como Chagas e hansentiase,
mas sem dados significantes estatisticamente (AZEVEDO e cols.,., 1979;

RAMALHO, 1983; OLIVEIRA e cols., 1988). NLAL |

1.º. As haptoglobinas

I.Lsi,s Estrutura e função
As haptoglilobinas (Hp) são proteinas plasmáticas com capa­

cidade de se combinar com à hemoglobina; Ou com à globina livre,
aumentando a atividade peroxidáâsica da hemoglobina.

A haptoglobina é constituida por cerca de 20% de 9lici­
deos e sua parte proteica é formada por dois pares de cadeias poli­

peptídicas que se diferenciam pelo tamanho e composição dos aminoá­
cidos (BLACK e cols.; 1970). A parte proteica é representada por
duas cadeias alfa (a); ou leves (L); e por duas cadeias beta ( Ô ),

ou pesadas (P)s unidas entre si­por pontes dissulfeto.
ÀS cadeias beta apresentam algumas semelhanças quanto ao

tamanho e composição de seus aminoâcidoss com um total de 245 resi­

duos (CLEVE e­cols.s 1967). As cadeias alfa são heterogêneas em sua
estrutura e podem ser diferenciadas em dois tipos; sendo alfa 1

constituídas por 83 aminoácidos e alfa 2 com 142 aminoácidos. =
Das combinações entre as cadeias alfa1, alfaêe beta

oOrigiram­se os tipos mais comuns das haptoglobinas humanas: Hp 1­1
(a' 8); Hp a­2 (a? 8) e Hp 2­1 (a 'a? BB) (JAYLE & MORETTI,;s 1962).

Estes três tipos de haptoglobinas foram inicialmente ca­

racterizados por suas migrações em 9el de amido; utilizando­se
posteriormente gel de amido/uréia­mercaptoetanol constatou­se que à

cadeia alfa 1 spresentava duas frações diferentessuma lenta: aifa 1595
(Slow) e outra rápidas alfa 1F (Fast); subdividindo­se a Hp 1­1 em
Hp 1F­1F; Hp 1F­15S e Hp 18­18; eakHHp e­i em: Hp 22­18 e Hp e­if. A
diferenciação das cadeias alfa i1F e alfa 159 se dá em um único
aminoàcido na posição 53 ­ lisina na cadeia alfa 1F e àâcido slutá­
mico na cadeia alfa 15. Os diferentes tipos de haptoglobinas, por­

'tantos estariam condicionados estruturalmente aos polipeptideos da

cadeia alfas já que os da cadeia beta são estruturalmente homose­

neos.

Além dos tipos comuns de haptogslobinas foram observados

outros que apresentam pequenas modificações na migração eletroforé­
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tica 2 apareceram em decorrência de possíveis mutações. Entre eles

citam­se as Hp 2­1 modificadas (2­1 M), Hp Johnson (Ho J)) e a Hp

Carliberg (Hp Ca) C(GALATIUS­JENSEN, 1958 ; GIBLETT, 1959, 1961).

|

À principal função das haptoslobinas E a de impedir à

perda de hemoglobina plasmática pelos rins; pois Oo complexo Hp­Hb &
uma estrutura grande que não passa pelo gloméêrulo renal. Por este

processo os átomos de ferro hemogslobinicos são reaproveitados;, no

figados evitando a siderose renal (ALLISON & REES,.,1957 ).

A biosíntese de haptosgslobina em uma pessoa normal com

aproximadamente 93;0 litros de plasma é cerca de 0:6 à 1,0 grama por

dias dos quais aproximadamente 50% é utilizado na ligação com àa

hemoglobina intravascular proveniente da destruição eritrocitária'

diária. No entanto, dos é gramas de hemoglobina degradadas diaria­
. mente em um individuo normals somente 0:6 à 152 gramas seguema via

da hemólise intravascular. Assim apenas uma parte da hemoglobina

catabolizada é controlada pela haptoglobina e o restante controlado
por outros mecanismos que retêm o grupo hemes como a formação de

hemopexina e metaemalbumina.

A haptoslobina combina­se com qualquer tipo genético Ou

tôxico de hemoglobina,s exceto a hemoglobina H e Bart. Não faz liga­

ção também com o heme e com a. mioslobina C(PINTERA, 1971).
À formação do complexo Hp Hb se dá através de ligações

entre as cadeias alfa e beta da molécula de hemoglobina e as cadeias

pesadas da haptoglobina;s .as cadeias alfa não participam da formação

do complexo CBERNINI & BORRI­VOLTATTORNI, 1970).
|

1.8.2. Genética e Metabolismo das haptosiobinas

As variações hereditárias dos três tipos distintos de
haptoglobina dependem do comportamento de dois possiveis alelos
codominantes e autossômicos Hp' e Hp? . Os homozigotos para Hp'

codificam os polipeptídeos da cadeia alfa 1 (hp! a )e da cadeia
beta (hp & ); sendo o seu genótipo, Hp' ­Hp' ; os homozigotos Para
HP? codificam polipeptideos para à cadeia alfa 2 (hPa) e cadeia
beta (hp É) e o seu genótipo é representado por Hp ­Hp“ ; os hetero­
zigotos sintetizam para cadeias alfa 1, alfa 2 e beta; e seu genóti­
Po representado por Hp' ­Hp* . Para as cadeias alfa 1 que apresentam
os subtipos alfa 18 e alfa 1F correspondem genes Hp's e Hp'rF s
alelos de Hp' :s sendo portanto caracterizado para as haptoglobinas a

AA
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presença de três alelos autossômicos comuns Hp'r
cadeia beta é codificada de modo idêntico para os três genes.

Os fendtipos raross evidenciados eletroforeticamente,
Provavelmente são consequência de alterações genéticas. A Hp 2­1 M à

observada em populações negrôides, e tem certa semelhança com a Hp
8­1 na separação eletroforética;s mas com uma concentração relativa
bem maior na fração de migração eletroforética mais rápida. Um outro

fenótipo, caracterizado pela ausência de haptosgslobina (anaptoglobi­
nemia ou Hp 0­0) é observado em muitos grupos negróides e raramente

em caucasóides sendo atribuído a ele origem genética quando são
excluídos processos patolôógicos;s fisiológicos ou estruturais (PARKER

& BEARN, 1963). Fenótipos mais raros ainda são os da Hp Carlberg (Hp

Ca) e Hp Johnson (Hp J).

Os padrões de migração eletroforética dos fenótipos de
haptoglobina podem ser visualizados na figura 3.

A sintese das haptoglobinas ocorre nas cêlulas parenaqui­
matosas do figado principalmente, podendo ocorrer síntese adicional

pelas cêlulas do sistema retículo endotelial do baços gânglios

linfáticos e timo (MOREIRA, 1987).
As concentrações de haptoglobinas séricas apresentam

valores normais entre 30 e 190 m9/100 ml sendo dependentes do fenó­

tipo. Indivíduos Hp 1­1 têm valores maiores e individuos Hp: &E8­2;
menores; sendo os valores intermediários para os portadores do

fenótipo Hp 2­1.A maioria dos recêm­nascidos(70 a 80%) não possuem
quantidades detectàâveis de haptoglobinas;s mas após 1 ano de idade a

taxa é semelhante à do adulto. Em idosos não se observa modificações
significativas na quantidade de haptoglobina. Em indivíduos normais,
os níveis de haptoglobinas permanecem praticamente constantes sendo

qualquer aumento ou diminuição de importáncia clínica. Vários fa­
toress no entantos influenciam na produção desta proteínas e atuam
como reguladores. Os niveis séricos das haptoglobinas estão sob à
influência de hormônios sendo que os andrbgenos;s paratireoideano e

corticosterona os aumentam e os estrôgenos os diminuem, sendo então,

as concentrações mais elevadas nos homens que nas mulheres.
Outro fator atuante na regulação da haptogliobina são os

possíveis mensageiros tissulares; que agem aumentando seus níveis em

resposta a estimulos inflamatórios ou frente a necrose tissular

(POWANDA e cols., 198680). Pode­se pensar ainda em um possivel meca­
nismo de autorregulação da sintese hepática e do consumo da hapto­
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Hp O­O HP11

Figura 3. Concentrações relativas das frações dos diferentes fenbti­
Pos das haptogdlobinas após eletroforese em se de
amido/Tris­EDTA­Borato, pH 8(1) Ponto de aplicagçãos (8) Hemoslobina livre (segundo
PARKER & BEARN, 1963).
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g9lobinas o que existe desde que esta proteina começou à ser descri­
ta.

A haptoslobina apresenta duas vias catabólicas, a primei­
ra db a eliminação através do complexo Hb­Hps formado por hemoglobina
livre e catabolizada normalmente. Este complexo tem vida média de 2O

minutos. À segunda é a via catabblica hepática das proteinas plasmà­

ticas; com vida média de 5 dias (NYMAN, 1959),

1.8.3. Distribuição geográfica e correlação com patologias.

A distribuição dos tipos de haptoglobina bem como das

frequências de seus genes, têm sido motivo de vários estudos e
trabalhos a nivel populacional.

Os valores do gene Hp variam conforme o país considera­

do e. entre os diferentes contingentes populacionais que O consti­
tue.

|
|

"Além dos tipos clássicos de haptoslobina, tem­se observa­
do outros tipos que apresentams frequências muito baixas, ou estão

relacionados As caracteristicas raciais. O fenbtipo Hp 2­1 M e
anaptoglobinemia são observados com mais frequência em grupos ne­
grbides que em caucasbides; jà as haptoglobinas tipo Johnson e
Carlberg são bastante raras nas populações.

| oo Alguns processos patológicos são responsáveis pelo aumen­
to ou diminuição das concentrações de haptoglobina Plasmática. Nes­
ses casos o aumento geralmente está associado à processos inflamatb­

rios; infecciosos e proliferativos, que de alguma maneira estão

relacionados a lesões tissulares. Na cura do processo os níveis se
normalizam em 4 semanas (MUNIZ­DIAZ e cols., 1989).

Nas inflamaçõess o aumento de Hp estaria relacionado à

inibição de uma enzima proteolíitica liberada nestas situações (car
tepsina B), bem como à incorporação de prolina nahidroxiprolina do
colágeno. Deste modos este processo não sÓ protegeria o tecido da
ação enzimática proteoliticas como também auxiliaria na regeneração
tecidual. Em inflamações crônicas e tuberculose pulmonars a invo­

lução das lesões é seguida pela queda da haptoglobina até valores

normais. Nas cardiopatias isquêmicas;s a haptogslobina que no início

está discretamente aumentadas sofre elevações no momento do infarto.

Em processos tumorais suas concentrações se relacionam com a exten­

são do tumor. Em leucemias e linfomas seu acompanhamento permite
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aquilatar recaiídas e remissões. À diminuição de haptoglobina está
relacionada a problemas de sua síntese hepática ou a processos

hemolíticos ou hiperesplênicos. As doenças hemoliticas são frequen­
temente acompanhadas de baixos níveis de haptoglobinas geralmente em

processos hemolíticosdas hemáciass anemias hemolíticas imunes e
hemoglobinopatias C<(MOREIRA, 198687).

Muitos são os esforçosem tentar associar os diferentes
fenótipos de haptoslobinas a diversas Patologias, tentando estabele­
cer correlações entre elas.

BECKMAN e cols, 1986 analisando pacientes com adenocarci­

noma pulmonar, notaram que a frequência do fenbtipo Hp 2­2 foi baixa
quando comparada com grupo controles e observou um correspondente

aumento dos tipos Hp 1­1 e Hp 8­1 nos pacientes. A diferença encon­
trada foi mais pronunciada entre as mulheres com adenocarcinoma.

Já PRABHA.e cols.; 1967 encontraram que individuos que

apresentavam fenótipo Hp 8­2; mostravam mais alto risco para hiper­

tensão arterial e hipertensão associada a isquemia cardíaca.

Muitas doenças têm sido estudadas para suas associações
com fenótiposde haptogslobinas: o aumento de Hp 1­1 evidencia ane­
mias hemolíticas, Hp e­2ê é frequente em deslocâmento de retina: o
tipo Hp 2­1 aparece com maior frequência em esquizofrenia e aneuris­

ma abdominal abrtico.
|

À associação de haptoslobina com algumas doençGas pode

também ser explicada com base na resposta imunológica. A diminuição
da resposta imune de indivíduos Hp 1­1 pode ser responsável pela
alta frequência do fenótipo1­1 em leucemias (PRAHBA e cols.;s 19567).

O predomínio do tipo Hp 1­1 em pacientes com talassemia
beta maior e anemia falciforme foi constatado por MOREIRA em 1987,

cuja relação poderia ser devido aos constantes Processos hemolíticos
que ocorrem nestas patologias.

I.3. A Doença de Chagas

1.8.1. Introdução

A doença de Chagas, orioinalmente uma enzootia, exclusiva
de animais silvestres; veio a se tornar uma “nova entidade mórbida

para O homem”s conforme descreveu originalmentes Carlos Chagas; em

1909; devido a um certo grau de desagregação do ambiente natural.

ES
AVAVAY

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



Nesse processo foi determinante a ação predatbria do homem, aque
levou ao deslocamento dos insetos vetores da doença de seus ecótopos
primitivos. Alterada a biocinese em que viviam os barbeiros estabe­

leceu­se 0 ciclo domiciliar da transmissão da doenças uma vez que a

habitação humana apresentava condições favoràâveis à colonização por
esses triatomíineos (SILVEIRA, 1983).

Constitui; pela sua vasta distribuição, altos Índices de

prevalência e gravidade de .evoluçãos um dos maiores problemas de

saúde pública no Brasil, bem como em vários países Sul Americanos.
'

A doença é considerada como uma das infecções tropicais
mais marcantes para Oo homem; pela sua alta letalidade, principalmen­

te em crianças de zonas endêémicass por sua condição de inutilidade
do individuo para atividades vitais, e por ser importante fator de

degeneração humana. | ó

|

Quando crianças são infectadas, geralmente ocorre morte
Por. ataque cardíaco ou do sistema nervosos tendo portantos na pri­
meira infáncia um prognóstico sombrio. Em adolescentes a doença
aguda é na maioria dos casos vençidas;s passando ao estado crôóônico,s
com comprometimento de alguns órgãos. Em adultos a doença ê raramen­
te mortal, induzindo formas agudas graves, e com tendênciaa não

em o

evoluir para o estado crônico.

A maioria dos infectados não vive além dos 50 anos, sendo
esta parasitose a afecção que determinaas mais altas taxas de morte
súbita. ! vs

“As variações da mortalidades a 5ravidade da moléstia e a
porcentagem de doentes que apresenta comprometimento dos órgãos

devido à infecção; parece depender das regiões geográficas onde
incide;s das cepas de tripanosomas inoculados e da possibilidade de
reinfecções. ­

i

Os prejuízos econômicos causados pela doença de Chagas
são grandess principalmente em doentes com a forma crônicas que

ficam incapacitados; em sua fase mais Produtiva, e com maior inten­
sidade na zona rurals onde o trabalho exige grande esforço físico;

alêm dos gastos com hospitalização e reabilitação dos doentes.

1.9.8. Agente Etiolbaico

O acente causal da doença de Chagas é oO Trypanosoma

cruziís protozoàirio da Classe Mastigophoras ordem Kinetoplastida,
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fanilia Trypanosoaatidaas. Apresenta­se sob as formas flagelada (ep1i­

mastisgsota e tripomastigsota) e aflagelada (amastigota). No homem e

demais vertebradoss o tripomastigota tem por “habitat”'o meio cir­
culante e o amastisgota, à intimidade dos tecidos, Nos invertebrados,

além­ das formas amastigotas e dos tripomastigotas metacíclicos,
observa­se uma forma de transição; epimastígota,s encontrada também

no homems na fase de transição de amastigota para tripomastigota.

A forma tripomastigota é a mais alongada e com maior
capacidade de infectar o hospedeiro; mesmo sem se dividir (SOUZA &
SOUTO­PADRON; 1983). Os tripomastigotas são alongados e medem cerca
de 2O micra de comprimento por 2 ou mais micra de larguras o núcleo

se situa próximo a extremidade anterior; as formas delgadas apresen­

tam movimentos rápidoss enquanto que as formas mais largas apresen­

tam movimentos mais lentos. APós coloração os tripomastigotas apre­
sentam­se com a forma de um C ou de um S,.

Os amastionotas são arredondados ou ovaiss sem movimenta­

ção; e com cerca de 1,55 à 4 micra de diímetros se agrupam; em número
variável; formando cs chamados ninhos parasitários. Os epimastigo­
tas, têm dimensões variáveis. O habitat normal das formas em tripo­

mastigota é Oo sangue; das formas em amastigota é o tecido muscular

estriados onde se reproduzem por divisão binária para formar os
ninhos parasitários (PESSOA & MARTINS, 1982).

Na membrana. do parasito se encontram macromoléculas
(glicoproteíinas; glicolipídeoss etc) aque induzema resposta imune

por parte do hospedeiros apresenta também "componentes do complemen­
to”; aque são substâncias que não permitem a destruição do animal.
pelos elementos do plasma sanguíneo (SOUZA & SOUTO­PADRON:s 1983).

Existem várias cepas de Trupanosomae cruzi que foram clas­
sificadas primeiramente; de acordo com .sua afinidade por determinado
tecidos sendo portanto, cepas miotrbópicass neurotrópicas e reticulo­
trbpicas. Lembrando o conceito de que à espécie, não E estática; mas
constitui uma população mendeliana ou um grupo de populações; pode­
ria­se admitir que o Trupanososa cruzi se diferencie em subespécies

geograficamente diferentes. Este fato foi demonstrado nos estudos
realizados no Chile; onde os casos de doença de Chagas apresentaram
caracteristicas distintas em diferentes locais e diferiram  conside­
ravelmente dos casos clínicos de outras partes das Américas (APT e

cols.; 1987).
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Analisando diferentes padrões de enzimas separadas ele­
troforeticamente podemos identificar várias linhagens de T. cruzis
sugerindo também aque os tripancsomas são diplõides e que seraram

padrões heterozigotos (TAIT, 1980; APT e cols., 19687).

A estrutura populacional do Trwpanososa cruzi parece ser

multiclonal e complexa. Os clones naturais evidenciados por análises

de isoenzimas são numerosos e mostram grande variação de genbôbtipo em

uma estrutura não hierârquica. A variabilidade genêtica do
Tryupanosoua cruzi reflete uma longa evolução isolada, de múltiplos
clones C(TIBAYRENC & AYALA, 1988).

A neuramidase (sialidase, acilneuramil hidrolase, EC.

3.2.1.18) extraída e purificada da linhagen Y de Trupanosomsa cruzi
foi testada em reações imunolbógicas indicando que esta enzima cons­

titui um fator de virulência em Tryupanoxoma cruzi (HART e cols'.s

1987).
O estudo dos tipos de isoenzimas nas diferntes cepas, o

tipo de população, semelhanças morfológicas entre distintas formas e
Trypanosoma cruzás as possiveis variações antigênicas que sofrem os
tripanosomos.ao passar por seus distintos estágios evolutivos; Ee OD

tomportamento atípico.de determinada cepa frente ao hospedeiro,
provavelmente sejam os fatores responsáveis pela complexa resposta

imune que provocam no hospedeiro, originando variações na doença de
ordem geográfica e individual (ANDRADE e cols., 1983; BASSO e cols.s
1984; MULLER e cols., 1987; TYBAYRENC & AYALA, 1988).

T.2.3. O Vetor

E um inseto da ordem Hemipteras familia Reduviidae,
subfamília Triatominae.

Já foram descritas cerca de 1008 espécies de triatomíneos
silvestres e domiciliares encontrados em todos os países do conti­

nente americanos desde o sul dos Estados Unidos atê o sui da Argen­
tinas fora das Américas foram assinaladas cerca de 1º espécies,
porêm “nenhuma naturalmente infectada. Geralmente prevalece em cada
região uma espécie. Na América do Sul; os de maior importáância
epidemiológica são o Triatonma infestantss Rhodnius Prolixus e
Panstrongulus meonictuss na América Central e México; Trintoma
Pprotacta, Triatona pallidipennis e Triatosa Phyllosoma. Triatonsra
rubrofasciata & uma espécie cosmopolita.
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Estas espécies axercem hematofagismo obrigatório que se

inicia nas primeiras fases do desenvolvimento; podendo entretanto,
resistir a longos períodos de jejum. :

Os triatomíneos domiciliados são encontrados com frequên­

cia em casas de pau­a­pique, em frestas de parede; nos colchões,
atrás de móveis e quadros, e em peridomicílios (paiols galinheiro,
curral). A noite; ou mesmo durante o dias em ambientes escuross saem

de seus locais para sugar os indivíduos nas partes descobertas .do

corpos emitindo dejeções durante ou logo após o repasto; a picada é
indolor.

Recebem vários nomes vulgares, dependendo do local de

origem, com barbeiro; chupanGas chupão; fincãos bicudo e procotós no

Brasil; vinchuca e chinche em países de língua espanhola e Kissino
bug e cone nosed bua nos Estados Unidos (RASSI e cols.s 19820).

O desenvolvimento do Trypanosoma cruzi nos triatomineos é

ciclicoy extracelular e se processa no trato gastrointestinal, onde
são encontradas as três formas cíclicas infecciosas (amastigota,
epimastigota e tripomastigota) que são depositadas com as fezes na

pele do vertebrados na ocasião da picada. À Figura 4 mostra o ciclo
evolutivo do Trypanosoma cruzi.

1.3.4. licconisnmos de Transsissão
O mecanismo habitual de transmissão da doença de Chagas se

faz pelo contato das dejeções do inseto vetor infectado com àas

mMucosas Ou à pele do hospedeiro vertebrado. As mucosas mesmo Ínte­
gras não oferecem barreira à penetração do T. cruzi; ao passo que a
pele necessita de uma solução de continuidade para se deixar atra­

vessar;s O que pode ser representado pela própria picada do inseto,

ou por escarificações causadas pelo individuo ao cogar­se (RASSI e
cols., 1982).

|

Esta forma de transmissão da doença de Chagas ê a que
realmente responde pela manutenção da endemia. A distribuição
mundial da doença corresponde as áreas onde são encontrados vetores
que entram em contato com o homem. A interrupção da transmissão via

vetor invertebrado tem­se dado através da programas de controle e
combate ao triatomineo.

Além da desestruturação do ambiente natural com derrubada

de matas e invasão destas áreas, à condição da casa também é impor­
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Figura 4. Ciclo do T. cruzi. 1) Penetração tripomastiicota metacícli­
co (ou tripomastigota sanguíneo) em uma cêlu 3

à

2) trans­
formação do tripomastigsota em amasticoota; essa forma

O
1
3

multiplica­se intensamente por divisao binár dentro da
cêlulas 4) rompimento da célula parasitadas liberandoformas tripostastigotas;s 35) formas tripomastigotas no
sangue circulantes Podem penctrar em outra célula (1) ou
serem ingeridas pelo triatomineo (6); é) formas tripomas­
tigotas no estômago do triatomineos 7) transformação da
forma tripomastigota em epimastigota no intestino poste­
rior do inseto; 8) formas erimastigotas em multiplicação
por divisão binarias 9) formas epimastigotas transformam­
se em formas tripomastigotas metacíclicas no reto do inse­
to; 10) formas tripomastigotas metacíclicass nas fezes do
triatomíineos aptas a penetrarem em cêlulas do hospedeiro
mami fero.

t
a

)
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tante na domiciliação do inseto vetor.

O triatomineo normaimente adquire a infecção ao sugar

sangue contaminado pelo T. cruzis os flagelados se desenvolvem ao

longo do tubo digestivo dos insetos e estes permanecem infectados
enquanto viverem.

A forma infectante do T. cruzi penetra ativamente através

de mucosas ou da pele que apresenta alguma solução de continuidade.
Vários fatores ligados ao hospedeiro vertebrado podem ser citados

como intervenientes da transmissão:

­Idade: Há suscetibilidade em todas as idades. Em animais de labo­

ratório à infecção é mais fácil nos mais jovens.

­Sexo: para a transmissão da doenças aparentemente não há relação
com o sexo do hospedeiro.

­Raça! com relação à transmissãos não existem referências quanto à

preferência de raças. |

.

“Condição nutricional: em animais experimentais, há agravamento do
curso clínico e da parasitemias nos deficientes em proteínas, vita­

minas A e elementos do complexo EB.

"Imunidade natural: existe a possibilidade de uma imunidade natural

Parcial que dificultaria a transmissão ou modificaria oO curso da
infecção (DIAS, 1979).

|

Estes fatores poderiam explicar em parte as diferenças

regionais e individuais com relação à doença de Chagas.
A transfusão sanguínea E um mecanismo artificial impor­

tante na transmissão da doença de Chagas e constitui um sério pro­

blema de saúde pública. O TT. cruzi apresenta alta resitência no
sangue coletado e armazenado em bancos de sangue, sendo a transfusão
o segundo mecanismo de infecção ao homem depois da transmissão

natural pelos vetores;s Principalmente quando boa parte dos doadores

vêm de regiões endêmicas (DIAS, 1979; RASSI e cols; 1982; GUHL,

19B7). A taxa de risco de contaminação via transfusão sanguínea
depende de alguns fatores tais comos parasitemia do doador; cepa do

Te. cruzi transfundida;s quantidade de sangue transfundido; resistên­

cia ou suscetibilidade do receptor e número de transfusões (DIAS;
1979).

i

À profilaxia da transmissão via transfusional pode ser

feita tomando­se as seguintes medidas: seleção e exclusão de doa­

dores chagâsicos em bancos de sangue e hospitais;s mediante cadas­
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tramento atualizado que se baseie em sorologia fidedigana e à adição

de drogas tripanosomicidas as amostras suspeitas. O uso de violeta

de genciana em amostras de sangue de áreas endêmicas diminui muito a
transmissão da doença de Chagas via transfusão sanguínea. O uso de

outras drogas que lisam algumas cepas específicas de T. cruzis
associadas à violeta de gencianas diminuem a infectibilidade a quase
zéro. O maior inconveniente à utilização da violeta de genciana às
bolsas de sangue à a sua cor arroxeada que impressiona O receptor,

daí uma necessidade urgente de substituir a violeta de genciana como
fator profilático em bancos de sangue; mas as drogas desenvolvidas

contra doenças tropicais são extremamente caras (DIAS, 1981; HAMMOND
e cols.; 1986).

A transmissão congênita foi suspeitada inicialmente por
Carlos Chagas e posteriormente comprovada por vários autores em

animais experimentais e no homem. Acredita­se que a transmissão se

dê ao nível da placenta e do leite materno.
Nas autópsias de natimortos na Bahia; 8% apresentavam

doença de Chagas; na Bolívia a incidência da doença por esta via de

transmissão chega a 5% e a prevalência de grávidas chagásicasé de
51% com idades variando de 15 a 44 anos (DIAS, 1979; RASSI e cols,
1982; AZOGUE e cols., 1985).

|

Outras formas de transmissão porém com menor importância

epidemiolbgica são os seguintes:
|

o

­Via eoeral: por ingestão de ratos e triatomíneos: infectados. Os
estudos foram realizados com gambá e a taxa de infecção foi de é0E%

“para ingestão de ratos e 83;3% para ingestão de triatomíneoss mos­

trando mais uma vez que às mucosas estão sempre prontas para à

entrada dos parasitos (RIBEIRO e cols.;s 198687).

“Por outros insetos hematôfagos: como algums Cimiciídeoss pulgas,
ácaros e culicídeos que podem albergaro T. cruzis sendo este trans­
mitido através da picada (DIAS, 1979).
“transmissão acidental em laboratório.
­transmissão pelo coito!: conseguido apenas experimentalmente (DIAS,
1979).

­transplante de ôrgãos: principalmente rim de pacientes infectados.
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1.3.5. Evolução da doença

Após entrar na corrente sanguínea o parasitas, sob a forma

tripomastigota;s migra para os tecidos; e estabelece contato, com a
superfície da células esta por sua vez absorve o parasita para seu

interior;s onde viverá algum tempo dentro de um vacuúolo intra­celu­

lar.

— Dentro da célula o T. cruzi sofre O ataque de conteúdo
hidrolítico dos lisossomoss mas o parasita não sofre dano algum

nesta forma, Os epimastigotas não possuem mecanismos de proteção

contra os efeitos lesivos dos lisossomos e são rapidamente destrul—

dos;s talvez por este motivo não seja capaz de infectar o hospedeiro
vertebrado. No interior do vacãolo à forma tripomastigota transfor­

ma­se em amastigota. Com o rompimento do vactolo o parasita entra em
contato com os componentes do citoplasma da cElula do hospedeiro.

Praticamente não sofre alterações durante 234 horas; somente sinte­
tiza DNA e RNA. Apbs este periodo divide­se em dois a cada 14 horas,
de tal maneira que em alyuns dias a célula encontra­se repleta de

amastigotas; e assimy de um parasita origina­se cerca de 409 novos

protozoários, ao final de 5 dias (SOUZA & SOUTO­PADRON;1983).

Em determinado momento estas formas comegam à se alongar;
transformando­se em tripomastiootas semelhantes aos da infecção

inicial. Estas formas têm movimentação intensa e apbs algumas horas

destroem a cêlula hospedeira e são lançados no espaço intercelular.
À partir dai; caem na corrente circulatbória e podem então atingir

diferentes regióes do organismo e penetrar em células de vários

“tipos de preferência macrbfagos e celulas musculares. Nestas cêlulas
o ciclo de infecção &E repetidos levando à destruição celular (SOUZA

& SOUTO­PADRON 317983).
O mecanismo que permite a sobrevivência de alguns micro­

organismos e parasitas dentro de macrófagos E conhecido. Em certas
ocasiões; a fusão lisossôómica está ausente após fagocitose como

indicado para Mscobeacterius tuberculosis. Na doença de Chagas, exa­
mes dos macrbfagos nas primeiras horas de invasão celulars mostram

que as formas metacíclicas do parasita inibem fortemente a formação
de lisossomos secundàárioss quando comparados com as formas epimasti­

gotas. Provavelmente certas substáncias secretadas pelos parasitas

podem inibir a fusão lisossômnicas como por exemplos à amônia Ee
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Poliaminas C(OSUNA 2 cols., 1986).
|

Como resposta a este processo o sistema imunológico &é

ativado gerando um processo inflamatório que E o principal respon­
sàável pelo quadro clinico da doença de Chagas. Se Oo Processo ocorrer

no coração, teremos como consequência a cardiopatia chagásica crôni­

cas se ocorrer no tubo digestivo teremos as formas "mega", que são
dilatações principalmente do esôfago e colon. Estas são às formas

mais comuns de alteração que ocorrem na fase crônica da doença

(SOUZA & SOUTO­PADRONs 1983; KIRCHHOFF e cols.. 1987b).

A doença de Chagas é dividida em fases que são bem defini­

das. A fase agudas que se instala após curto periodo de incubação,
se caracteriza por apresentar alto parasitismo tissular ou sangui­

neos e manifestações clínicas como sinais de porta de entrada do

Parasita; edemas alterações eletrocardiográficas e aumento da área

cardíaca. À forma aguda pode ser “inaparente"” em alguns pacientes,
onde estes apresentam discretas manifestações que podem passar desa­

.Percebidas e dificultar o diagnbstico nesta fase da doença.
Alguns casos agudos podem evoluir para um quadro g9rave,

mas geralmente; essa fase tende a desaparecer espontaneamente após
alguns poucos meses (BRENER, 1983).

i

Gradativamente o paciente passa à fase crônicas durante a

qual os parasitos são raros no sangue circulante.e nos tecidos.

:

Da fase aguda às manifestações da fase crônica se passam

alguns anos ou décadas;s em que o indivíduo pode ou não apresentar

algum sintoma clínico; e a doença pode ser detectada por testes
'sorolôgicos. É àa chamada forma indeterminada da doença de Chagas
(FIDC). Pode durar 140 ou 2O anos e em alguns casos O paciente
permanece nesta forma da doença à vida todas num equilíbrio entre

parasita e hospedeiro (COURA, 1978).

Após este periodo de latência, o individuo pode manifes­
tar alguns sintomas clínicos da fase crônica.

A forma indeterminada da doença de Chagas tem sua impor­
tância na alta prevalência de zonas endêmicas e na faixa etária em

que aparece ­ a grande maioria entre 20 e 40 anos. Dentre os indi­
víduos rotulados como FIDC é possível identificar grupos exibindo

leve comprometimento cardíaco; e função esofágica anormal em 100%

deles. E importante ressaltar que todos os distúrbios detectados

sempre foram de pequena magnitude (BARRETO & AMATO­NETO, 1986;
OLIVEIRA Jr e cols., 19863 DAVILA e cols., 19687).
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Indivíduos com FIDC foram tratados com drogas tripanosso­
micidas e acompanhados por alguns anos, e a observação destes casos
não mostrou alterações na evolução da doença (MACEDO e cols. 1985).

A doença de Chagas evolui com maior ou menor intensidade

de acordo com o inóculos Virulências tropismo e patogenicidade da
cepa infectante;s ragga e sexo do hospedeiros estado nutricional e

intensidade do quadro clínico na fase aguda (NUMESMAIA & AZEVEDO,

197335 COURA, 1978; AZEVEDO e cols., 1979; OLIVEIRA JR e cols.,

1986). A evolução clínica dos pacientes na fase crônica da doença de

Chagas é variávels alguns manifestam; após o pertodo da fase inde­

terminada da doenças clínica correspondente à chamada forma cardiaca.

da doenças com alterações características. Uma porcentagem menor dos

indivíduos com FIDC passam a manifestar sintomas da forma digestiva
da Goengça.

Algumas considerações sobre as formas crônicas da doença
de Chaaas:

­Cardiopatia Chagásica Crônica (CCC)

Sob o aspécto clínico e funcional é apresentada como uma

sindrome congestiva associada às alterações do rítmo cardiaco e à

condução do estímulo elétrico; apresenta também peculiaridades de
ordem patológica (AMORIM e cols., 1979).

|

Dos individuos que apresentam os testes para sorologia de

doença de Chagas, a maioria desenvolve cardiomiopatia; e esta é uma
das causas do maior Índice de morte súbita em nosso país. A faixa
etária mais afetada se encontra entre 25 e 45 anos (MENDIVIL e

“cols., 1984; DIAS e cols... 1985; ESPINOSA e cols..s 19853; LOPES e
cols. 1786).

A natureza do processo patolóoico responsável pelo desen­

volvimento das alterações cardiacas ainda não & bem conhecida.

Entretanto; a participação de um mecanismo imunopatológico na sênese"
dessas lesões tem sido mencionado por vários autores; ao sugerir que
as lesões cardiacas e digestivas da doença de Chagas resultariam de
sensibilizações auto imunes induzidas pelo T. cruzi (GATTAS e cols.s
1986).

|

Apesar dos indivíduos de áreas endêmicas estarem sujeitos

a mais de uma infecçãos trabalhos realizados indicam que a primeira

infecção confere um certo grau de imunidade às infecções subsequên­
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tes, não sendo observados agravamentos dos auadros clinicos nas

lesões miocárdicas;s nas infecções recorrentes (PESSOA & MARTINS,

1982).

­Megacolon e Megsaesôófago C(MCC­MEC)

As alterações que ocorrem no trato digestivo como resul­

tado da infecção pelo T. cruzi são atribuldas à destruição das

cêlulas nervosas do sistema neurovegetativo. Os plexos intramurais

5ão as estruturas mais atingidas; em virtude do parasitismo das

camadas musculares Vvizinhass e estão localizados na parede das

vísceras. O sitema neurovesetativo integra e coordena as diferentes

funções viscerais, então a denervagão intrínseca repercute na fi­

siologia dos órgãos atingidos.
|

A motilidade do trato digestivos depende da integridade
da inervação autônoma para que se realize de maneira ordenada. Nos
casos de megacolon e megaesóôfagos ocorre degeneração do plexo mioen­

­têrico e consequente dilatação destes órgãos pela falta de estímulos

(RESENDE, 1979).

Megacolon e megaesófasgo são relativamente comuns em
alguns estados brasileiros: Goiás; Minas Gerais e São Paulo e,
nestes casos seguramente de origem chagâsica. As diferenças regio­
nais e individuais são aqui também observadas e possivelmente devido

à cepa do T. cruzi alêm de outros fatores como a raças condições
nutricionais e resistência natural a infecções.

À esofagopatia acomete de 7 a 10% dos chagásicos adultos,
geralmente inicia­se após os 20 anos e 50% destes indivíduos têm
cardiopatia associada. Megacolon acomete 10% dos chagâsicos e a
faixa de ocorrência E após os 30 anos (PESSOA & MARTINS, 1982; RASSI

e cols., 1982; DIAS­e cols.; 1985).
Além destas ­formas crônicas classificadas podemos encon­

trar a forma nervosa da doença de Chagas, que é bastante polimórfica

e” produz principalmente encefalomielite aguda e há presença de
parasitas no sistema nervoso central; sobretudo nas cêlulas micro­
gliais e neurônios (PESSOA & MARTINS, 1982).

1.3.6. Diagnóstico e Achados Imunológicos.

O diagnóstico baseia­se em dados epidemiológicos (proce­

dência do pacientes contato com triatomíneos e tipo de habitação) e
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em um conjunto de manifestações mais ou menos caracteristicas tanto

para as formas agudas como para as formas crônicas.

Para o diagnbstico laboratorial da doença de Chagas dis­
põem­se de processos diretos e indiretos para demonstração do para­
sita bem como de métodos imunolôgicos.

Entre os processos diretos citamos o exame à fresco do

sangue periférico e observa­se a presença do T. cruzi no sangue jàá
nas primeiras semanas de infecção. FEILIJ e cols. (1983) descreveram

que realizando­se um microbematbócrito do sangue do paciente com

doença de Chagas na forma agudas chega­se mais rápido ao diagnbsti­

cos devido a maior concentração dos eritrócitos e dos parasitas,

Outros recursos para a demonstração direta do parasito

são as análises de bibpias do chagomas do linfonodo satblite e de

músculo esquelético (RASSI e cols., 1982).
Dentre os processos indiretos de demonstração do T. cruzi

destaca­se o Xenodiagnbstico, que consiste em fázer com que triato­
míneos criados em laboratório se alimentem do sangue de pessoas que

suspeitem ter a doença; e após 30 ou 60 dias analisa­se o conteúdo

intestinal dos insetos. Devido às alergias causadas pelas picadas do
triatomineo no hospedeiro durante o xenodiagnósticos desenvolveu­se

métodos artificiais dos quaisO que apresentou maior semelhança com
o natural foi o feito com tripa de gado e sangue heparinizado. ÀÁÀs
reações alêrgicas são mais acentuadas em paises onde predomina o R.
prolixus como vetor (CEDILLOS e cols.; 1982).

A inoculação de animais sensíveis é positiva na grande

maioria dos casos agudoss mas não nos crônicos. D mesmo ocorre com a
hemocultura ondeo meio mais usado atualmente É o LIT.

|

Vàârios métodos imunológicos para o diagnóstico da doença

de Chagas foram descritosse muitos não são usados na prática, sendo
três os rotineiramente empregados: reação de fixação do complementos

imunofluorescência, e reação de hemaglutinação.Estes métodos apre­.
sentam alto grau de sensibilidade e especificidades com resultados
concordantes entre si e realizâáveis através de técnicas qualitativas

e quantitativas (RASSI e cols, 198682).

Muitas áreas endêmicas para doença de Chagas são também

endêmicas para leishmaniose visceral e infecção por T. ranceli,
podendo dar reações cruzadas nos testes sorolbgicoss por este motivo
são nescessários testes específicos com grande margem de segurança e

pelo menos dois testes devem ser positivos para indicar um diaonbôs­
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tico sorolbgico positivo para Ta cruzi. Para estudos da doença de

Chagas na fase crônica utiliza­se as reações de imunofluorescências

com 190% de positividade e de hemoaslutinação com 96,5%de positi­
vidade (CAMAROTA & STORINO, 1986; LEMESRE e cols; 15986). Estudos
realizados com imunoeletroforese e dupla difusão também têm se

mostrado representativos (AGUILERA e cols., 19864).

Na doença de Chagas crônica a presença de T. cruzi nos
tecidos & rara e não é demonstrada por métodos de coloração histo­
lbgica rotineiros (Hematoxilina­eosina), porêm as têcnicas de imu­
noperoxidase têm se mostrado mais eficientes e àtiteis para identifi­
car reações cruzadas entre o antigeno de T. cruzi eo tecido do

hospedeiro (BARBOSA e cols.; 19863 LANDMAN e cols., 1986).

Os vários componentes da resposta imune entram em ação
toda vez que um antigeno (Ag) é introduzido no organismo. Estes
componentes podem agir independentemente ou interagir de maneira

sinêrgica ou antagônica. A resposta final depende do tipo de Ag; bem
como de sua quantidade e via de inoculação. As reações de imunidade

celular são mediadas exclusivamente por linfbcitos Ty; havendo no
decorrer do processo recrutamento de novas cêélulass principalmente
macrbfagos. A produção de anticorpos (Ac) para O linfbcito BB pode
requerer a participação ativa e inicial dos linfbcitos T.

Os animais de sangue frio e as aves são refratários à
infecções pelo T. cruzis e esta imunidade natural é devida à exis­
tência de fatores liíiticos no soro destes vertebrados, fatores do

complemento ativados pela via alternativa. Os mamíferos possuem
Pouca resistência natural, e desenvolvem mecanismos de imunidade que
modulam as reações hospedeiro­parasito. A fagocitose é o principal

mecanismo de defesa contrao Tº. cruzi onde os tripanosomas de baixa
virulência seriam. prontamente destruídos por macrbfagoss e os de
alta virulência sobreviveriam e multiplicar­se­iam no citoplasma dos
macrófagos. Estudos experimentais em camundongos mostraram a fagoci­

tose do T. cruzi muito aumentada por soro de Chagásicos crônicos,

apresentando anticorpos líticos (LA); os quais estão associados com
a resistência e infecção ativa, bem como a “Anticorpos sorológicos
convencionais” <(LSA) que são imunoglobulinas envolvidas na positivi­

dade dos testes sorológicos (LAGES­SILVA e cols.,., 1987).

Fagócitos mononucleares participam de lesões inflamató­
rias da doença de Chagas crónica humana; e alterações na capacidade
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de gerar PCA (Activity procoagulant) foi mostrada em muitas patolo­

g9ias humanas e atribuídas a diferentes mecanismos. Um grupo de

pacientes chagásicos analisado mostrou claras diferenças em sua
habilidade de gserar PCA quando comparado com uma população de car­

diopatas sem doença de Chagas e controles normais; segundo FERREIRA

Jr e cols. (1986).

Os pacientes infectados por T. cruzi são hábeis para

formar uma resposta imune celular e humoral contra o Parasita;­ e
evidências da autoimunidade concomitante têm sido apresentadas.
Quando analisados como um grupos pacientes chagásicos e controle não
mostram diferenças quanto a linfócitos circulantes; mas hêá evideên­

cias de distribuição heterogênea das taxas de T4/T8 no grupo chagiá­

sico onde a variação é muitas vezes mais alta que no grupo controle.

Os fenômenos imunoregulatórios, operando para o estabelecimento da
cronicidade da . doença e durante a fase crônica são complexos e

alterações nos dois subtipos de linfócitos tem sido descritas em

várias doenças (GATTAS e cols.» 1984). Estudos com células T (fenó­
tipo helper) em camundongo também mostram que estas células podem
mediar algumas patologias associadas à doença de Chagas  C(CJOSKOWICZ­

HONTEBEYRIE e cols.,., 1987).

A formação de complexos imune circulantes (CIC) ocorre

cada vez que um antigeno reage com seu especifico anticorpo. Este é
um fenômeno normal. Em circunstâncias particulares os CIC conduzem a

manifestações patológicas. MARTIN e cols. (1967) mostraram um aumen­
to significativo de CIC em chagásicos agudos e nos infectados cróni­

coss­ quando estudados em conjunto. No entantos ao analisarem os
cardiopatas separadamente contra orupo controle, não obtiveram dife­

renças significativas. Segundo CORRAL e coils. (1987)s analisando
pacientes chagásicoss encontraram que 100% dos agudos foram CIC­ISG
e somente 68% dos crônicos foram CIC­ISG possitivos. CIC­IsM não foi
encontrado em pacientes chagásicos crônicos e pode ser considerado

como um marcador imunolbôgico da infecção aguda.
Proteinas que regulam a ativação do complemento estão

'presentes no plasma e na membrana de muitas cêlulas do sangue. O

primeiro sitio de regulação da ativação do complemento são as con­
vertases C da via clássica e alternativa.

Formas tripomastigotas do T. cruzi apresentam na superfi­

cie celular componentes que interferem com a ativação do complemen­
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to e que podem ser removidos por tratamento enzimàâático, e sua ativi­

dade pode ser bloqueada por Ig96O específicas ou fragmentos destes

anticorpos. Essas substâncias são chamadas de TDAF (trypomastigote

decay accelerating factor) são consideradas importantes mecanismos

de proteção contra a lise e podem explicar a resistência das formas

tripomastigotas à lise pela via alternativa na ausência de anticorpo

específicos;s ou por anticorpos monoclonais específicos;s que são

algumas vezess hábeis para ativar a via clássica (KIPNIS e cols.,s

1986).
|

MARTIN e cols.(1986) demonstraram a presença de valores

aumentados de TITgE específica e total em pacientes com doença de

Chagas aguda e crônica sugerindo a existência de mecanismos de

proteção mediados por esta imunoglobulinas semelhantes aos que ocor­

rem em outras parasitoses.

1.3.7. Epidemiologiae controle da doença

A tripanosomiase americana era, inicialmente, uma enzoo­
tia exclusiva de animais silvestres e transmitida por triatomíneos
silvestres. Com o correr do tempo e com a desagregação do ambiente

naturals e contato do homem com focos naturais, tornou­se uma zoo­
nose. Ocorreu então a invasão domiciliar e adaptação de algumas
espécies de triatomiíneos aos domicílios levando com eles o T. cruzi,

formando ecbtopos artificiais. Em consequência da grande susceptibi­

lidadedo homem e de certos animais doméêsticoss principalmente cão e
gato; e da grande proliferação dos triatomineos nos ecbtopos artifi­
ciaiss O parasitismo humano se difundiu e o ciclo domiciliar da

infecção assumiu extraordinária importáncia.

Hoje a doença de Chagas constitui um dos maiores proble­

mas de saúde pública em nosso país e também em outros países Sul­
Americanos;s Provavelmente pela ampla distribuiçãos altos índices de
prevalência e gravidade de evolução. Embora constitua problema urba­
no; a doença de Chagas E principalmente uma endemia rural. Quando se
fala em doença de Chagas logo relacionamos precária condição sócio­
econômica e culturals problemas de habitaçãos saneamento e educação,

sendo também um problema social.

Para que a domiciliação do barbeiro se processe, dois

fatores são necessarios.
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to. redução da fauna silvestre, frorgando os barbe1iros a
procurarem novas fontes de alimentação.

do. existência de um tipo de habitação humana que ofereça
aos insetos condições de colonização.

A doengGa de Chagas é a segunda doença mais prevalente,

depois da malárias e uma das mais antigas também. Foram encontrados

vestígios de doença de Chagas em 35 múmias exumadas,s no deserto

chilenos dom datação de 470 a 600 AC C(ROTHHAMMER e cols.. 19859).

A doença de Chagas segue uma linha de distribuição dos

vetores e da fauna silvestre que constitui o reservatório natural do

T. cruzi (figura 5). Existem áreas em que a transmissão ainda não se

estabeleceu; mas são potencialmente chagásicas porque ocorre a domi­
ciliação dos vetores, porêm não infectados (AMORIM, 1979).

No Brasils a presenga de triatomineos atinge extensa

faixa territorial) que vai do Maranhão ao Rio Grande do Sul e daí
' para O centro­oeste em mais de 1ic00 municípios: na reoião Amazônica

são encontrados em seus ecbtopos naturais. A àrea de dispersão dos

triatomineos cobre cerca de 2 milhões de auilômetros quadrados em

àreas descontinuas (figura é).

A endemia é prevalente em té estados brasiieiros, e
basicamente onde há triatomíneos domiciliados (DIAS, 1981). Segundo
CAMARGO (1984) e SILVEIRA (1983); a estimativa da úcenga de Chacas

nos estados brasileiros d a constante no quadro é e à prevalência

media no Brasil & de 4,2%.

Uma sinopse de distribuição 9eosráfica no nosso continen­
te; dê apresentada abaixo:

Estados Unidos: não hà domiciliação do triatomíneo e. os

infecção humana são esporádicos, com Índice de 0,43%
1979).

Ú

Hôxico!t orande número de triatomineos domiciliados, e os

casos se distribuem pelo país com evidências variáveiss. indicando.

áreas endêmicas e também resultados no controle aos triatomiíneos. O
Índice de infecção estimado foi de 83;5% (BARRETO, 1979; GOLDSMITH e
cols., 1985; CORTEZ e cols.,s 19863 TAY e cols., 1986).

Andrica Central: ocorreem todos os países e os casos de
infecção humana aumentam à medida que as pesquisas se intensificam.

Na Guatemala oO Índice 9lobal é de 14,02%5 El Salvadors 7 a 14% na

área urbana e 417­47% na área rural; Belize tem Índice de 257%;
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TRIATOMÍNEOS NÃO INFECTADOS

TRIATOMÍNEOS INFECTADOS

TRIATOMA RUBROFASCIATA

INFECÇÃO NATURAL EM ANIMAIS

INFECÇÃO NATURAL NO HOMEM

FIGURA 5. Distribuição geográfica da doença de Chagas
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PRINCIPAIS VETORES =REGIÕES DE DISPERSÃO

Triotoma infestans ­ RIO GRANDE DO SUL À PARAÍBA

Triotoma rubrofosciota ­ PERNAMBUCO

Triotoma brostliensss ­ NORDESTE (regiõo semi­dórido)

Triotoma pseudomoculata ­ NORDESTE (região semi­drido)

Ponstrongylus megistus ­ SUL, NORDESTE (zona da mato)

FIGUPA 6.

Rhodnius nosutus ­ RIO GRANDE DO NORTE

Triotoma rubrovoria ­ RIO GRANDE DO SUL

RELAÇÃO : DOENÇA DE CHAGAS: HABITANTES
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Distribuição da doença de Chagas no Brasil
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Quadro 6º Porcentagem de doença de Chagas nos
estados brasileiros

Unidade da : Prevalência de
federação doença de Chagas (4%)

Amapá
Maranhão
Roraima
Espirito Santo
Rondonia
Pará
Ceará

:

Santa Catarina
Rio de Janeiro
Rio Grande do Norte
Amazonas '

Acre
Alagoas
Mato Grosso do Sul
Pernambuco:
Mato Grosso
Paraíba
Paraná
Piaui
Bahia
Sergipe
Distrito Federa)
Goiás

|Minas Gerais
Rio Grande do Sul
São Paulo W
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Honduras há prevalência de 28 a 36,8%3 Nicarágua, prevalência de 10%
entre os moradores periurbanos e; chega a 40% nas áreas mais pobres

e ruraisj) e Costa Rica com índices de infecção de 11,79% (BARRETO,
19779; KIRCHHOFF e cols., 19897a).

Panamá: a infecção chagásica ocorre em quase todo o país

sendo mais frequente em zonas rurais; eos Índices de infecção
variam muito, sendo o global de 1,86% C(BARRETOs 1979).

Colombia! a infecção ocorre em quase todo o país sendo

mais frequente na região de Catumba e planícies da região leste; nas
regiões do Atlântico e do Pacífico é menos comum e praticamente
inexiste na região sul (BARRETO, 1979).

Venezuela: atinge principalemente a zona rural e o Índice

global de infecção é de 45,25% (BARRETO, 1979)...
Equador: prevalência de 14;2% (BARRETO, 19679).
Peru! a área de maior proporção endêmica coincide com à

“área de distribuição do Triatoma infestans e o Índice global é de
e4;2% (BARRETO, 1979).

|

— Bolívia: 23% de resultados positivos nos inquéritos
sorológicos tendo como principal vetor o T. infestans (BARRETO;
1979).

|

|

|

Paraguai! os Índices são variáveis entre 2 e 33% e atinge

sobretudo aárea rural (BARRETO, 1979).

o Uruguai: taxa de positividade de reações de 25,2%
(BARRETO, 1979).

|

firgentina!: muitas investigações sorolágicas têm sido.
feitas na Argentina e um amplo controle de triatomíneos também. À
doença existe em praticamente todo o território sendo maior nas

províncias do norte e noroeste. AÀ incidência de animais domésticos

infectados também & grandes e segundo dados de 1981 a porcentagem da
doenGa humana no paísé de 5,78%; tendo­se obtido um bom resultado
como programa de controle da doença CBARRETO, 1979; SEGURA e cols.,
19855 WISNIVESKY­COLLI e cols., 1785; GUÚURTLER e cols.;s 198687).

| Chile: a doença de Chagas neste país tem sido muito
estudada e sua distribuição é ampla; sendo endêmica na área central
e nordeste. A taxa de infecção global do país é de 34,3% (CBARRETO,

19793 APT e cols., 1983; APT & REYES, 1986).

Novas tecnologias estão sendo usadas para estudos epide­
miológicos de tripanosomiases;s especialmente o estudo de isoenzimas
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como marcadores geneticoss à análise de ONA e anticorpos monocio­

nais. São exploradas à diferentes níveisde investigação epidemio­
lógica como por exemplo, formas de diagnósticos determinação de
diferenças clínicas na doengas que podem ser devido à'variações no
Parasita; elucidação dos ciclos de transmissãos e investigação das
relações taxonómicas CGIBSON,;, 1985).

A estratégia da luta contra a doença de Chagas é à inter­
rupção do ciclo de transmissão com a eliminação do triatomíneo. Usa­
se borrifação com inseticidas e Posterior controles com a partici­
pagão da comunidade. Programas de esclarecimento e educação também

são realizados visando a melhoria das condições de vida. Os Progra­.
mas de controle da doença de Chagas têm­se mostrado eficientes e
conseguiu­se reduzir o Índice de infecção en áreas endêmicas à
níveis controláveiss tanto no Brasil como em outros países da Améri­

ca Latina (PETANA; 17580; DIAS & DIAS; 1983; ACQUATELLA e cols.,
1987).

Muitos estudos têm sido realizados com oO intuito de
descobrir drogas eficazes na cura da doença de Chagas (destruição do

Parasita) mas­ com poucos efeitos colaterais. Antigamente utilizava­
se derivados quinoléicos como primaquinas pentaquina e outross mas
todos ineficazes. Os nitrofuranos foram bem tolerados e na fase
aguda da doença fazem desaparecer a parasitemia e às vezes negativam
a sorologia. Nos casos crônicos a sorologia E sempre positivas no
entanto; apresentam reações colaterais. Estudos com DL­alfa­difluo­
rometilornitinas inibidor da biossintese de poliaminas, foi testado

em pacientes infectados por T. gambiensis e mostrou resultados

satisfatbrios e sem tantos efeitos colaterais. O uso de clomipamina
na fase aguda da doença atua na motilidade de formas epimastisotas 2
tripomastiootas. O Benzonidazol mostrou bons resultados mas com

bastante efeitos colaterais alêrgicos. Estudos sobre o efeito muta­
gênico do Benzonidazol sobre linfócitos humanos não foram positivoss"
e portanto as duas drogas efetivas contra a doença de Chagas na fase

aguda são nifurtimox (nitrofurano) e Benzonidazols apesar dos efei­
tos tóxicos relacionados à biotransformação nitrorredutora (PRATA,
197B; PESSOA & MARTINS, 1982; BRENER, 19784; AGUILAR e cols.,. 1987;

BARIOGLIO e cols., 1967; TAELMAN e cols., 17687; SANTOS & TAKAHASHI,
1988). Ambos os medicamentos mostraram efeitos clastoosênicos durante
tratamentos com elevada porcentagem de micron&tcieos e sitios frágeis
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em populações estudadas (MOYA %& TROMBOTTO, 19868838).

1.4. Marcadores genéticos e doenças

Vários polimorfismos conhecidos no sangue humanos são
usados como marcadores genéticos de algumas Patologias, bem como
para elucidar problemas genêticos.

A "utilidade” de um polimorfismo corresponde à probabili­

dade que ele tem de distinguir os indivíduos escolhidos ao acaso: &
medida como um menos a soma dos quadrados das frequências fenotípi­
cas; que à; evidentementes a probabilidade de que duas amostras ao

acaso não tenham o mesmo fenótipo (THOMPSON & THOMPSON, 1981).

As informações que os marcadores genéticos gradativamente

nos forneces nos dão provas objetivas sobre origem de populações,
migrações; mistura de raças e genes. Estas informações podem ser
obtidas inclusive em alguns trabalhos realizados na população bra­

sileiras a qual é produto de fusão de distintos elementos raciais

(FRANCO e cois., 1980; HAMEL e cols.., 19684; FRANCO & SALZANDO; 1985;
HAAS e cols.., 1985; CONCEIÇÃO e cols.»s 19687).

Os marcadores genéticos podem também estar associados a
doenças; e neste caso Usa­se tanto os mais conhecidos como grupo
sanguíneo e fator Rh como os marcadores genêticos do soro. A 9lico­

se­é6­fosfato­desidrogenase (GÓóPD) é altamente polimórfica e tem
sido associada a alguns tumores (BEUTLER; 1980).

À fosfatase alcalina está ligada a carcinoma hepatocelu­

lar e.a fosfatase alcalina intestinal é mais frequente no soro de
indivíduos do grupo sanguíneoO ou B do que no soro de pessoas do
grupo sanguíneo A (TASWELL & JEFFERS, 1963; WARNOCK & REISMAN,; 1969:
HIGASHINO e cols.; 19723; BAYER e cols., 1980).

Marcadorescomo grupos sanguíncoss haptoglobinas;s hemo­
olobinas, HLA e G6ó6PD são usados em algumas doenças como esquizofre­
nia e distúrbios afetivossna tentativa de estabelecer um modo de
heranga para essas doenças; e em outras como diabetess malária e

câncer de pulmãos determinar alguns marcadores mais frequentes

—(JOLLY e cols., 1969; SANTOS e cols., 1983; RUGDDUCK e cols.; 1984;
BALGIR, 19863 BECKMAN e cols.., 1986; MC GUFFIN & STURT, 1986).

Em gerals O padrão de proteínas séricas, identificado por

eletroforese e cromatografia pode ser usado na identificação de
diferentes estágios de doenças. Não há variação no padrão bàsico
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controlado a nível gênico. À quantidade pode estar alterada em casos

particulares onde o substrato ou o produto final do gene foi afeta­

do. A correlação de um genbtipo particular com uma ' determinada
doença é raras desde que O genótipo estabelecido não orioine defei­

tos maiores ou letalidade (SWAIN e cols., 1980).

Hã três explicações possíveis para associações entre um
marcador genético e uma determinada doença:

­ Estratificação ttnicat A doença poderia ser mais comum
em determinados grupos Ettnicos.

­ Causa direta! A suscetibilidade à doença poderia ser
uma consequência direta da presença do alelo em particular.

­ Desequilíbrio de ligação! À suscetibilidade para àa

doença poderia ser determinada por um alelo em um locus próximos que

apresente desequilíbrio de ligação com o locus do marcador associado
à doença (THOMPSON & THOMPSON; 1981).
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IX. OBJETIVOS

Os vários aspectos da relação entre hospedeiro e parasi­

tas na doenga de Chagas, que culminam com a instalação de uma doença
Ppolimôórficas com vários graus de gravidade, ainda permanecem obscu­
ros. Soma­se ainda o fato do desenvolvimento do quadro da doença ser
diferente entre os chagâsicos.' Estas variações de ordem individual
com prevalências geográficas nitidamente diferenciáveis também são

observadas nos polimorfismos genéticos; notadamente entre hemoglobi­
nas anormais E tipos de haptoglobinas.

Alguns tipos de hemoglobinas aparecem mais frequentemente
aumentadas em determinadas patologias; como malârias hepatite viral,
eritoleucemias mieloma múltiplo, entre outras, podendo ser associa­
das a elas.

o presente trabalho tem por objetivos:

1. Determinar a frequência de hemoglobinas normaise anormais em
portadores da doença de Chagas comparados com grupo controle.

2. Estabelecer os valoresde hemoslobinas À, e Fetal nos Portadores
de Chagas, em comparação com indivíduos sem a doença.

3. Determinar a frequência de fenótipos de haptoglobinas em um grupo

chagásico comparando os valores com um orupo sem esta patologia.
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III. MATERIAL E KHMETODOS

IIT.t. HATERIAL

o Presente trabalho foielaborado duasfases = distintas,
Na primeira Procuramos estabelecer prevalências serais das hemog lo­
binas anormais; talassemias e quantificação de hemoslobinas A, e
Fetal.emPortadoresde doençadeChagas. Na segunda fase realizamos
testes específicos necessários para comprovaçãode alouns resultados
obtidos na fase anterior.

|

Durante a primeira fase foram analisadas 1.607 amostras

provenientes do Instituto Adolfo Lutz de São Josê do Rio Preto.
Deste total 247 eram portadores de doença de Chagas; previamente
comprovados por testes sorológicos, e 1.360 não eram portadores de

Chagas. Analisou­ses tambéms 1.000 amostras de sangue de estudantes
de segundo grau das escolas oficiais de São José do Rio Preto.

À segunda fase consistiu da análise de pacientes com
­ doença de Chagas; diferenciados conforme o tipo de manifestação da
Patologia: forma crênicas caracterizada em Portadores de

miocardiopatia (31 amostras), e portadores da forma digestiva (e?
amostras); forma indeterminadas caracterizada por aqueles pacientes

com sorologia positiva para Chagas, sem manifestação clínica da

doença (30 amostras).

Para efeito de comparação de resultados analisou­se um

"grupo controle constituido por 42 pessoas portadores das mesmas

manifestações patolbôgicas (miocardiopatia, megacolon e megaesõófago),

porêm com sorologia para doença de Chagas negativa.

Em todos estes 132 pacientes foram realizadas triagens

completas Pará hemoslobinas anormais, talassemias, dosagens de

AA

1 2 3 4 5 6 7 unesp ”. 13 14 15 16 17 18



49

hemoglobina À, e fetal; hematimetria e aletroforesa para verificação

de fenbtipos de haptogiobinas.

IIL.2. Coleta

Foram retirados de cada pessoa 10 ml de sangue por punção
venosa dos quais SOS ml foram colocados em tubos contendo EDTA a 10% e
os outros 5 ml em tubo sem anticoagulante. Dos frascos sem anticoa­

gulan­te foi separado o soro utilizado nos testes sorolóêgicos de
imunofluorescência (ALVAREZ e colss 1958), hemasglutinação: (NEAL &

MILES, 1970) e fixação de complemento (FREITAS, 1951) e também para
fenbtipos de haptoglobinas. As amostras com anticoagulante foram
encaminhadas ao Centro de Referência de Hemoglobinas para triagens
de hemogolobinas anormais e talassemias. Das amostras analisadas
(portadores e não­portadores de Chagas) foram separados

aleatoriamente 50 pessoas de cada grupo para verificação dos níveis
de hemoglobinas A, e Fetal.

111.3. Métodos

A. Detecção de doença de Chagas

Os portadores de doença de Chagas foram confirmados pelos

testes de hemaslutinação passivas imunofluorescência e fixação de
complemento. ­

É
Al. HEMAGLUTINAÇÃO PASSIVA (CAMARGO e cols.,

Este teste geralmente é utilizado para triagem em Bancos

de Sangue.

Consiste de:

a. Formolização de Hemacias

Usar hemácias tipo O Rh negativos estabilizadas em Alse­
ver. Lavar três vezes com solução salina 0;95%; e após a última

lavagems ressuspender a papa de hemácias a 10% em solução tamponada

de fosfatos pH 7,3 (PBS). Adicionar lentamente e. com constante
agitação; igual volume de formalina a 10% em PBS. Esta mistura E

mantida a 37º C por 15a 18 horas.

ES
AVAVAY

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



APÁs esto período as hemácias sâão lavadas com tampão PES

três vezes para a retirada do formaldeidos e a papa de hemácias é

ressuspensa em PBS (contendo formalina a 4%), de modo z obter uma

suspensão final a 20%.

b. Sensibilização de hemácias formolizadas com antiseno protéico de

T. cruzi.

b.i. Reagentes:

4. Ácido tánico P.A.

Solução à 1315000 em solução fisiológica

e. Solução fosfatada tamponada (PBS) 0,15 M pH 654
NaC1 4,250 o

Na, HPO, anidro 3:80

KH,PO, anidro. 6:60 9

H, O dest. q.Ss.P. 1000

Dissolver os sais em água destiladas medir o pH e
completar o volume.

3. Solução fisiológica
NaCl a 0,í5 M

|

4. Solução estabilizante a 0,7%

O glicina |
|

|

4,30

mertiolato : CPE

tioglicolato Sr

leite molico
|

|

es5
glutamato sódio | 2.6

PBS 0,15 M ­ pH 6,4 so

Apbs dissolver os reagentes, deixar a suspensão à
temperatura ambiente durante 1 hora; para estabilizar e centrifugar
a 5000 rpm durante 15 minutos,

5. Clutaraldeido (Merck)

Solução a 0;1% em solução fisiológica.

b.?. Sensibilização:

1a. etapa: taninização das hemácias

A partir da suspensão de hemácias formolizadas a 20%,

preparar uma suspensão a 2%. Lavar as hemácias formolizadas por 3
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­

vezes com solução fisiolôágica ou PBS pH 7,2 para retirar à

formalina. À um volume de hemácias a 2%; adicionar o mesmo volume de

solução de ácido tánico a 1:15000; incubar em banho­maria à 56º C
durante 10 minutos;s com agitaçãos e lavar 3 vezes com solução
fisiolbgica.

a. etapa: sensibilização da hemácia com antígeno.
Ao sedimento de hemácias obtido na ta. etapa adicionar o

mesmo volume de extrato dilulido de antigeno protéico de T. cruzi
(o antigeno deve ser diluídoem PBS 0,15 M ­ pH 6,54). Incubar em
banho­maria a 37º C por 50 minutos com agitação. Adicionar o mesmo
volume de glutaraldeido a O&O,1%, manter com agitação a 37º C por 20
minutos e lavar 2 vezes com solução fisiolbôsgsica.

b.3. Procedimento do teste:

­ Em placa de microtitulaçãos distribuir 0;025 nml de tampão
diluidor em cada cavidade de duas fileiras para cada soro em exame.
­ Com à alça microtituladoras retirar 0,025 ml de soroe colocar na

Primeira cavidade das duas fileiras.

­ Com a alça diluidoras homogenizar bem e transferir uma gota

(0;025 ml) da primeira cavidade para a segunda e assim sucessivamen­
te até a oitava cavidade, obtendo­se "deste modo diluições de
1:23) 11457 1:8 até 1:256 em ambas as fileiras.
­ Adicionar O&,;025 ml de hemácia sensibilizada . com antisenós em

todas as cávidades da primeira fileira e 0;025 ml de hemácias con­
trole em todas as cavidades da segunda fileira.
­ Agitar a placa delicadamente.

“= Incubar em local firme e nivelado à temperatura ambiente por 1 à
2 horas. o ' '

­ Efetuar a leituras lembrando sempre de colocar testemunhos
positivos e negativos. O resultado & considerado não reagente se

ocorrer sedimentação como um botão no fundo da placa.
Os soros positivos aglutinam as kemácias e estas

sedimentam como rede cobrindo todo o fundo do orificio.
Os anticorpos para esta reação; aparecem 6 a 12 semanas

após a infecção pelo T. eruzií. Os títulos até 1:16 são interpretados
como negativos. Titulos de 1:16 à 1:64 devem ser testados com outras

provas sorológicas para Chagas. Títulos acima de 41:64 indicam

infecção.
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ÀA.2, Rrasão de Imunofluoresaciância sara iripano­
somlase americana C(CALVAREZ e cols.;, 1958; modificado).

Esta técnica é utilizada para o diagnóstico da doença de
Chagas em grande parte dos laboratórios clínicos.

a. Reagentes:

à.i. Meio de cultura liquido, para Trypanosoma cruzi (L.I.T.)
Componentes:

i. Infusão de fígado (<(Difco) 6,30

triptose
. 1030

NaCl 8,0

KC] 0,8

Na, HPO, anidro 1350

Dextrose — es?

8. Soro de vitela

3. Solução de hemoglobina (hemácias de boi)
Lavar por três vezes com solução salina e lisar o

volume de Papa com nove volumes de água. Centrifugar por 2O minutos
a 2.000 rpm. Conservar distribuída e congelada.

Preparo:

Dissolver separadamente; em volumes de cerca de 700 ml de

àâguas à infusão de fígado e a triptose. hAÀ parte dissolver os saiss

misturar as três soluções e completar o volume para 2.000 nml,.

Adicionar 100 a 200 ml de soro de vitela; aquecer a mistura a 56º C
Por uma hora; agitando aloumas vezess e deixar esfriar. Adicionar 480

ml da solução de hemoglobinass ajustar o pH a 7358; E conservar
congelado. Para uso; estirilizar por filtração em Seitz;s e fazer

teste de esterilidade por 48 horas a 37º C.

a.P. Preparo de Antigeno
Cultivar T. cruzaí durante 10 dias em meio liquido (LIT),

e lavar por 3 vezes em PBS. O sedimento é suspenso em formalina a 2%

em PES e mantido por 24 horas em temperatura ambiente. Após este

periodo centrifuga­se;s suspende­se em dextran a 6% em salina,
distribui­se em frascos e liofiliza­se.
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b. Procedimento:

­ Reconstituir o antígeno iiofilizado adicionando 1 ml de água des­

tilada.
t

­ Preparar láminass depositando pequenas gotas da solução de
antigenos sobre as regiões demarcadas. Retirar o excesso de liquido,

deixando apenas uma película sobre a lámina. Secar ao ars montar

com glicerina e lamínula e observar ao microscópio. As lâminas devem
conter cêrca de 10 a 30 flagelados por campo. As láminas que não
forem usadas poderão ser guardadas em congelador e aquecidas * à
temperatura ambiente no momento do uso.

­ Inativar os soros 30 minutos a 56º C e diluí­los a 1/20 em PBS.

­ Incubar por 330 minutos a 37º C as diluições dos soros sobre as
àreas antigênicas, em câmara Gmida.

­ Remover os soros das láminas por uma lavagem rápida e depois mais
duas de 10 minutos, em PBS."

­ Enxugar o excesso de liquido das áreas antigénicas com papel de
filtro e secar as líáminas com jatos de ar quente.

­ Em cada área antigênica colocar 0,02 ml de conjugado contendo
Azul de Evans a 1 mo%ú. Incubar a 37º C por 30 minutos em cámara

N

úmida.

­ Escorrer O excesso de conjugado e lavar as láminas rapidamente
Por imersão e depoiss duas vezes por 16 minutos, em PES.

­ Montar os:preparados com glicerina alcalina e lamínula. Observar

.ào microscópio de fluorescência. As reações positivas se traduzem
por fluorescência dos parasitas, localizada principalmente na

Periferia;s tanto dos corpos quanto dos fliagelos dos tripanosomas.
Nas reações negativas os parasitas: não mostram ­ fluorescências

“discretamente corados de vermelhos Ou apresentam discretas
fluorescências de localização intracelular e não periférica.

A. 3. .Finmação de Complemento. (KOLMER e cols.,
1951, modificado)

Reagão utilizada para diagnóstico sorológico de casos

suspeitos de moléstia de Chagas.

Princípio: O soro de doentes com moléstia de Chagas

contém anticorpos especificos, que em presença do antiíiseno de T

cruzi formam um complexo que fixa o complementos tendo como
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resultado à ausência de hemólisa face ao sistema hemolitico.

Rrapentes:

Antigeno T. cruzi
Glóbulos vermelhos de carneiro ­ suspensão de hemácias a 2%.
Hemolisina ­ geralmente soro de coelho ou outro animals contra

hemácias de carneiro.

d. Complemento ­ obtido de cobaio

eg. Tampão veronal pH 7,54

­ preparar diluição da hemolisina a 1:1.000 à partir da solução
estoque:

tampão veronal pH 7,54 94 ml

fenol 5% em tampêâão veronal pH 7,4 4 ml

hemolisina 9licerinada em

­ Proceder à titulação da diluição de hemolisina a 1:1.000 que
deverà ser empregada na reação numa diluição de 5 unidades em 0,5 ml.
­ Proceder a titulação do complemento à Partir de uma diluição de
1:30; adicionar o antigeno de T. cruzi observando a quantidade de

hemólise das hemácias; para obter as unidades necessárias de
complemento requeridas para à técnica.

Reação qualitativa

a. Colocar 18 tubos em estante metálica e numerá­los.

b. Os tubos 1 e 2 serão os tubos da reagão propriamente dita, sendo
o tubo de No.2 o controledo soro em exame.
c. Tubos de Números 3 a 12 são controles do sistema hemolíticos do
antigeno diluídos do complemento usadoem várias unidádes, dos soros
reagentes e não­reagentes.

dd. Distribuir solução fisiológica tamponada com veronal pH 7,44 nos
tubos.

e. Distribuir soro do Paciente; soro reagente e não­reagente.
f. Distribuir o antigeno diluido de acordo com seu título.
8. Homogenizar os tubos e deixar em repouso por 10 minutos: distri­

buir o complemento diluídos de acordo com seu título.
h. Agitar e levar a banho maria, 37º C por 1í hora e 30 minutos.

i.e. Distribuir 0s5Sml de sistema bhemolitico em todos os tubos
(henáceas de carneiroa 2% mais hemolisina diluida;s volumes iguais,
preparados 20 minutos antes do uso).
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Í­

l.

Os passos dsesf;se g devem seguir o esquema do quadro 7.

Fazer ieitura da hemóiise ou

tuadro 7. Reação de Fixação de Conplesento

Agitar 2 ievar ào Danho Maria 37” C sor 30 minutos.

turvação dos tubos.

Tubos de
Reação

' Tubos de Controle

Sistema antígeno
Í5ou iu 9,9 u

Controles do cosplerento
hesolítico dilvido eu

3 4 50 6 7 ás

Solução tampão
Veronal (51) ­ 9, 3 ­0,05 — 0,85 ­ 0,85

Goro (Bl) — Of GS ­ ­ 9.1 tí oi

&ntiíseno *
diluido(s)) 0,0) ­ 0,25 0,85 0,85 ­

Complenento
diluidore 055 655 9;5 5 60,37 0,85 6,17 G15 6,5 645

Sistema
hesolíticorax 0,5 0,5 0,5 0,5 9,5 65 85 0d5 05 0,5 645

­ % Deixar em repouso durante 16 minutosa tesperatura ambiente

4 Agitar e levar ao banho caria à 37C por 90 minutos, preparar o sisteza henolítico 2d minutos antes do uso$E% Agiatar e levar 20 banho maria 30 minutos arc |

OBS: Kodificação da técnica original,

AA
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Resultado e intarpratazão:

a. O tubo testemunho do soro deve dar hemblise total.

b. O tubo testemunho do sistema hemolitico não deve' apresentar
hemólise.

ce. O tubo testemunho do antigeno deve dar hemólise total.

d. Controle do complemento.

Tubo com 2;0 U de complemento hemólise total

Tubo com 1;5 U de complemento hemblise total

Tubo com 1,0 U de complemento hemblise total

Tubo com 0;5 U de complemento ­hemblise parcial ou ausência de
hemblise.

* Os soros fracamente reagentes ou reagentes devem ser titulados

pela diluição do soro a 1:23 1:43 1:83 1:163 etc.

B.Para diaonosticar tenoslobinas anoreais.

As amostras encaminhadas ao Centro de Referência de

Hemog lobinas,s foram submetidas a testes seletivos e específicos para
hemog lobinas anormais.

RB.1.Testes seletivos.

Ss)

Os testes seletivos utilizados para a triagem de
hemoslobinopatias e talassemias foram, eletroforese em agar­amido
PH 8,6; resistência globular em NaCl a 6,36%; e análises da morfolo­
gia eritrocitàâria; descritos à seguir.” ­

|

Bel.i­ Resistência globular osmótica em cloreto
da sbdio à 0;:96% (SILVESTRONI­BIANCO­1975).

Princípio:

E uma técnica utilizada Para detectar talassemia beta
Principalmente na forma heterozigotas ­ pois nestes casos os
eritrócitos microcíticos são mais resistentes à hemólise em solução
de cloreto de sódio a 0;36%. À resistência globular não é especifica

para talassemia beta heterozigotas jà que resultados positivos são

encontrados também em anemias carenciais e outras hemoglobinopatias,

como os heterozigotos para hemoglobina C. Cerca de 97% dos porta­
dores de talassemia beta hetrozigota apresentam positividade para
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este teste.

Reagentes:

Solução estoque ­ NaCl a 10% ­ pH 7,4

NaCl 9:0g

Na, HPO, 1;:36g9g
NaH, PO, .H, O 0;28g

H,O q.S.P. 100m]

Solução trabalho

NaCl 10%

H,O q.S.Pe.

Procedimento

Em tubo de ensaio pequeno colocar 1;55 ml de solução de

NaCl a 0,36% e1idupl de sangue total. Agita­se por inversão,

“suavemente, e aguarda­se 10 minutos para leitura.

Interpretação

O tubo de ensaio comà amostra na solução de Nacl a 0,36%
é colocado a 2;0 cm de uma folha branca com linhas negras. A resis­

tência aumentada à hemólise torna a amostra opaca e as linhas negras

não são visíveis. Em amostras com resistência à hemólise normal, às
linhas são facilmente visualisadas através da solução.

As amostras com resistência aumentada são submetidas à

exames posteriores para O diagnósticoda talassemia beta heterozi­
gotas jà que este é um teste seletivo.

B.1:8­ Eletroforese em agar­anido, pH Bsóô
(NAOUM e cols­19980)

Princípio: Esta técnica foi adaptada para estudos
Populacionais, Pois possibilita a análise de 90 a 100 amostras por

vez. Visualiza­se perfeitamente frações de hemoglobinas variantes,

aumento de hemoslobinas A, e Fetal e a presença de metahemoglobina.
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Reagentes:

Tampão Borato,s pH 8;6

Solução estoque

Ácido Bórico

Hidróxido de Sódio

Água destilada q.s.p

Solução Trabalho *

Solução estoque 125m])

Agua destilada 500m]l

* Usado para os compartimentos eletroliíticos

Tampão Tris­Edta­Borato (TEB); pH 8,8
Solução estoque

o

Tris­hidroximetil­aminometano 10,:1ig

Acido Etileno diamino tetracéêtico .1,09
Acido Bbrico 0,769

Água destilada q.s.p | 1i06om)

Solução trabalho: *

Solução estoque

Água destilada q.s.p

x' Utilizado no preparo do gel

Gel da Agar­amído
|

Bacto Agar (Difco) 306mg
Arrozina

|

Ú 6COmg
Maizena 600mg

Tampão TEB pH 8:8 (sol. trabalho) 40ml
Corante de Piramido

Piramido a 5% em etanol
|

* Sml

âcido acético a 30% Sml

Peróxido de hidrogênio (10 volumes) 2ml

Procedimento:

Em um erlenmeyer de 250Oml aquecer os componentes do oel,

em bico de bunsen até total dissolução do material; com ebulições
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suaves, Distribuir o conteúdo em placa de gel próprias prê fixada
com garras, em um suporte. Deixar em repouso até adquirir consistên­

cia.

APlicar as amostras no 9g9el;s iniciando a 1,5 cm do cátodo
e 1;s0cm da extremidade esquerda da placas com lâmina de aplicação. A
quant idade de amostra introduzida no gel é de aproximadamente
0;2V 1. O aplicador deve ser limpo em papel absorvente apbs cada
aplicação.

:

Transferir a Placa com as amostras aplicadas para a cuba
de eletroforese e conectà­las ao tampão dos compartimentos
eletrolíticos por meio de "perfex" triplo. Passar 300 Volts(SOmA)
por 30 a 40 minutoss a temperatura ambiente. Após a corrida
eletroforêticas analisar as frações sem e com coloração. Identificar
os tubos cujas amostras apresentam alterações eletroforêticas. Para
a identificação das frações alteradas consultar o mapa de disposição

de hemoglobinas em eletroforese alcalina. (Figura 7)

B.1.9. Análise da morfologia eritrocitária

. Em esfregago sanguíneo ; analisou­se o tamanho à forma e
“a coloração dos eritrbócitos.

Os indivíduos portadores de talassemia beta khketerozigota|
apresentam moderada anisopoiquilocitose com prevalência da microci­

tose e hipocromia facilmente visualisadas ao microscopio bptico.

Os Resultadoos foram divulgados da seguimte maneira:
­ alterações discretas: (+)

:

alterações moderadas: (++)
alterações acentuadas: (+++)
células normais: (­)

—. B.8.Testes Específicos

Para melhor caracterização das hemoglobinas variantes e

talassemias foram feitos testes específicos que serão descritos à
seguir:

B.?º.1. Eletroforese em acetato de celulose,

PH8,:6. ( Método de MARENGO & ROOWE,s 19659)

Têcnica utilizada para qualificação e quantificação de
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RELATIVE MOBILITIES OF HEMOGLOBINS ON CELLULOSE ACETATE (TE.B.pH ses.)
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FIGURA 7 * Mobilidades relativas de II8 tipos de hemoglobinos humanas em eletroforese alcalina (TEB., pH = 86) em
: ógar ­ amido e acetato de celulose ( NAOUM, 19879).
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hemoglobinas normais e anormais. Às diferentes mobilidades eletrofo­

rêticas das hemoglobinas anormais são originadas por alterações de

cargas eltêtricas;s causadas por substituição de aminoàâcidos de dife­
rentes pontos isoelêtricoss nas cadeias formadoras da molécula.

As hemoglobinas anormais que se originam de mutações

onde não ocorre mudança de carga elétricas na eletroforese, migram

na posição de hemoglobina A. Nestes casos; Para a caracterização

destas hemogslobinas ; usa­se outros processos eletroforêticos.

Reagentes:

Tampão TRIS­EDTA­ BORATO; pH 8,5
Tris hidroximetil aminometano 1i0;esg

Acido etilenodiaminotetracêético 0O;ósg

Acido Bbrico
|

: “> 34:29

Água destilada q.s.p 1000m]

Corantes:

Negro de amido
PP

Negro de amido 10B — êsóg
Alcool ­metiílico |

|

45; 0ml

Ácido acético glacial 5; Om)

Água destilada
:

45,0m1

FPonceau

Ponceau | 0:59

Acido Tricloroacéêtico — 5,09

Agua destilada qa.s.p 190m]l

Solução descorante
Ácido Acético Glacial 100ml.

Metano] | S0ml

Agua destilada q.s.p
"

1000Om]l

Procedimento:
­ Embeber as fitas de acetato de celuloses no mínimo por

15 minutos e no máximo por ó horass em tampão TEB pH 8,55

­ Secar as fitas entre duas folhas de papel absorvente e

colocá­las na. cuba de eletroforese, conectando­as com os

ES
AVAVAY

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



24

compartimentos eletroliíticos através de tiras de papel mata­borrão,

­ Aplicar as amostras de hemoslobinas a 1,0 cm da

extremidade da fita que está em contato com o pôlo negativo.
­ Passar 300 volts por 40 minutos.

­ Analisar as frações sem coloração e posteriormente

corar com negro de amido ou Ponceau;s embebendo as fitas em um dos
corantes por 15 minutos. Para descoràá­las;s embebê­las na solução

descorante por 30 minutoss com agitação da vasilha.

Interpretação:

Consultar mapa de disposição de hemoglobinas

eletroforese alcalina. (Figura 7)

B.2.2­ Eletroforese quantitativa em acetato de

celuloses pH 9,5 (dosagem de hemoglobina A, ­ Método de MARENGO &
ROWE 1965)

Princípio:

O aumento de hemoglobina A, na 9rande maioria dos casos
estã associada às talassemias beta heterozigotas. Porém em algumas

condições patolôgicass muitas.de origem adquiriíidass os níveis de

hemoglobina A, estão acima dos normais.

Reagentess

São os mesmos utilizados na eletroforese em acetato de

celulose pH 8,55, para análise qualitativa de hemoglobinas.

o.

Procedimento:

­ Aplicar co ul de solução de temos lobinas com
concentração entre B e 1º g%s em fitas de acetato de celulose com
5:7 cm de larguras

|

­ Passar 300 volts por 40 minutos.

­ AÁpbs a separação das frações de hemoglobina A; e À,
recortá­las com tesoura e eluí­las em tubos de ensaio contendo 3 ml]

de água destilada ­ para hemoglobina A, ; e 15 ml) de água destilada
para hemoglobina A.

­ Deixar eluir por duas a seis horas;s com agitação

peribdica.
­ Ler as densidades ópticas (D.D.) em 415 nms usando àá­
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qua destilada como branco.

Cálculo:

D.O. HbA, x 100% HA =>
2 D.O. Hb A, + (D.O. HbA x 5)

Interpretação:

Os valores normais de hemoslobina A, situam­se na faixa
Nde 2;5 a 3,37%

B.2.S­ É Eletroforese de diferenciação em
Agar­Fosfatos pH é6:2. (Método de VELLA 1968)

Principio:
|

|

À eletroforese em gel de dágar­fosfato, PH é6,5º ê

específico para diferenciar alguns tipos de hemoglobinas mais lentas

que a hemoglobina As como por exemplos Hb SeHbD; Hb CeHbE
que; em eletroforese alcalinas migram em posições semelhantes,
dificultando à caracterização. Por este método; as hemoglobinas S e
C se separam da hemoglobina A; enquanto que as hemoglobinas De E
migram na mesma Posição que a hemoglobina À. Este método permite
também a caracterização semi­quantitativa de hemoglobina Fetal.

Rezgentes:

Tampão Fosfato, pH 652

Para uso nos compartimentos eletrolíticos e confecção do

Na, HPO, :
" 2:02g

NaH PO,.H,O ­ | 73669
Água destilada q.S.P 7 1000m)

Gel de Agar­Fosfato
|

|

Agar (Difco) oo coOmag

Tampâão fosfato pH 652 2oml

Procedimento:

­ Em um erlenmeyer de 250 ml aquecer os componentes do

gel de àâgar­fosfato até completa dissolução

­ Pipetar 3;5 ml do gel em lâminas de microscbpio. Dei­
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nar gelificar à temperatura ambiente.

­ Aplicar as amostras Próximo à porção média da lámina.
­ Para conexão do gel com os compartimentos eletroliti­

cos usar folha dupla de papel de filtro.
|

­ Passar 100 volts por 20 minutos

­ Analisar inicialmente sem corar.

­ Para melhor interpretação das frações corar com

Ponceau ou Negro de Amido.

Interpretação:

Consultar o mapa de diferenciação das disposições de

hemos lobinas em eletroforese ácida. (Fio. 8)

: B.2.4­ Dosagem de hemopglobina Fetal (Método
de BETKE e col.» 1959)

Princípio:

A hemoglobina Fetal é alcali­resistente, enquanto que as
hemoslobinas A; AÀ, e os tipos anormais são facilmente desnaturáveis
por soluções alcalinas.

Este método é sensivel para detectar pequenas quantidades
de hemoglobina Fetal. Concentrações acima de 1% refletem aumento de
hemoglobina; Fetal. Em sangue de cordão umbilical a quantidade da

hemoglobina Fetal & aproximadamente 70 a 90%. Em indivíduos com
anemia de Cooley e Ferrara a taxa desta hemoglobina oscila entre 70

a 98%5 na interação talassemia/anemia falciforme;s o valor varia

entre 0;5 a ?i5sºe%. Em talassemia Beta heterozigota ­a hemoslobina

“Fetal pode estar normal ou discretamente aumentada.

Reapentes:
o

Solução de ferricianeto de potássio ( Drabkin )
Ferricianeto de potássio 0,20g
Cianeto de potássio ' 0;20g9

Água destilada q.s.p 1000m]l

Solução de hidróxido de sódio 1,:2N
Hidróxido de sódio 48;09g

Agua destilada q.Ss.p 1000m])
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RELATIVE MOBILITIES OF SOME HEMOGLOBINS ON PHOSPHATE AGAR
pH 6.2

+ : —

CC ORIGENCc

S­C HARLEM

p.
MONTGOMERY

KORLE BU­O ARAB­RAINIER

A­D­E­G­MosT FAST MOVING Hb

CAMDEN

K WOOLWICH­ HOPE

O
O

SA
:

FIGURA 8 Meobilidades relativos dos tipos de hemogiobinas humanas que são diferencidveis
por eletroforese ácida, em  ágar­ fosfato, pH= 6,2 (NAOUM, 1979)
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filtro.

Solução Saturada de Sulfato de Amôónio

Sulfato de Amónio 5009

Água destilada q.s.p 500m]

Procedimento:

­ Diluir 0,56 ml da solução de hemoglobina em tubo
contendo 109 ml da solução de Drabkin. Homogenizar por inversão.

­ Colocar S;sóml da solução de hemoglobina diluída em um
tubo rotulado “Hb F”. Adicionar Q,4ml da solução de hidrbôxido de
sbodio 1,5eN e acionar o cronômetro. Agitar cuidadosamente por 10

segundos.

­ Ào final de 2 minutos exatos, adicionar 4 ml da solu­

ção saturada de sulfato de amônio. Homogenizar por inversão e deixar

em repouso por 5 a 10 minutos, no máximo.
­ Filtrar o conteúdo do tubo "Hb F” em duplo papel de

|

­ Preparar a solução padrão, colocando em um tubo de
ensaio 1:34 ml da solução de hemoglobina diluídas QOsó ml de água

destilada e 2­ml da solução saturada de sulfato de amónio. Transfe­
rir 1íi ml desta solução para outro tubo e juntar 9? ml de solução de

Drabkin. A solução de hemoglobina total é 10 vezes mais diluída que
a solução de hemoglobina alcali­resistente,.

­ Ler a densidade óptica dos tubos padrão e “Hb F” em
540 nms usando solução de Drabkin como branco.

Cálculo:

D.O. Hb F
%“ de HbF = x 100

“o. D.O. Padrão x 10

Interpretação:
Adultos normais apresentam valores entre 0;0 e 2,0% de

hemoglobina fetal.=

D.2.5. Dosagem de hemoglobina A, por microcro­
matografia em coluna C(SCHIMIDT 1976)

Princípios
Em determinados sistemas tamponados, a interação de

grupamentos carregados da molêcula de hemoglobina permite a
separação das diferentes frações que a compóem;s quando submetida àa

AA
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cromatografia de troca iônica.

Reagentes:

Tampâão TRIS/KCN pH 8,3

TRIS 6sig

KCN ds img

Agua Bi­destilada qQ.Ss.P 1000ml

Resina ­ DE­S2 ­ celulose (NWhatman)

DE­S2 509

Agua Bi­destilada/tampão 6é60Qml

Procedimento:
Preparo da celulose

Lavar a resina DE­52 celulose ?2 vezes com àgua bi­
destilada e 3 vezes com tampão TRIS/KCNs com PH não ajustado.

Ajustar o pH da resina preparada e do tampão em 8,3 com
acido acético glacial

Microcolunas:

As colunas devem ser de vidro com 1 cm de diáímetro e

20 cm de alturas confeccionadas como pipetas Pasteur. Na constricç,
:

ão

colocar um chumaço de 14 de vidro e montar a coluna de resina com
é cm de altura.

Preparo do hemolisado diluído para a cromatografia

hemolisado | |

|

100 ul.
tampão TRIS/KCN pH 853 " 500 ul

Cromatografia:

Deve ser realizada à temperatura ambiente.
Aplicar cuidadosamente no topo da coluna, 500UV 1 de

hemolisado diluído, e esperar absorção. |

Colocar cuidadosamente na coluna, tampão TRIS/KCN,

Coletar 10 ml do eluato;s contendo a Hb A,, já que esta é
rapidamente separada da Hb A; e elui nos primeiros 10 ml.

Medir a absorbáncia do eluato (D.O.E) a 418 nm contra à
absorbáncia do hkhemolisado total (D.O.T); preparado com 50UV1 do
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hemolisado diluído em tO ml do tampão TRIS/KCN pH

Cálculo:

D.O. E x 100

D.O. E + (10 x D.O. T)
% HbA,=

Interpretação:

Os valores normais de hemoglobinas À, Por este método
situam­se na faixa de 158 a 2,9%

B.2.ó­ Pesquisa de agregados de hemoglobina H

(Metodo de PAPAYANNOPOULQOUS & STAMATAYANNOPOULOUS, 1974)

Princípio:

Os corpos de inclusão de hemoglobina H são formados por

cadeias beta; oriundas da desnaturação do tetrámero. Após coloração

es­tes corpúsculos apresentam­se dispostos homogeneamente no inte­

. rior dos eritrócitoss como pequenos pontos azulados.

Regentes:

Solução salina

Cloreto de sódio­ 0399

Água destilada q.s.p : 1i00m])

Solução Citrato
Citrato de sódio 2:?9:
Água destilada q.5s.P 100m]l

Solução de Azul crezil brilhante
Azul cresil brilhante

Solução salina
Solução citrato

Procedimento:

­ Colocar 50V1 de sangue total em tubo de ensaio peque­
no e adicionar 50V 1 de solução de azul crezil brilhante. Agitar o

tubo suavemente.
|

­Incubar o material a 37º C por 30 minutos.
­ Fazer esfregaços finos e examinar ao microscbpio em

objetiva de imersão.
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Interpretação:

A presença de hemoglobina H nos eritrócitos aparece

como fina granulação distribuida homogeneamente.'

C. Para caracterização de fenótipos de haptoglobi­

C.1t. Eletroforese em gel de amido (Método de

SMITHIES, 1955; modificado)

Princípio :
|

Um excesso de hemoglobina A; em concentração de 109/%; é

adicionado ao soro do paciente para formar o complexo haptoglobina ­

hemoglobina (Hp­Hb). Esta amostra é submetida a eletroforese em

gel de amidos PH alcalino e após migração; os complexos dos
diferentes fenótipos de HP­Hb;y bem como a hemoslobina livre; são
evidenciados por orto­dianisidina.

Reagentes :
|

Solução tampão TRIS ­ EDTA ­ BORATO 1,42 M, pH 8,6 ­
usado para O preparo do gel de amido.

Tris > 109,;029
EDTA = o 5:849

. Acido Bôrico
i

30,929

+ Agua Destilada — 1000m)

Solução trabalho (diluição 1:40 )
Tampão TEB 1,42 M i 7,5ml
Agua Destilada q.s.p 300m])

Solução tampão borato 0;36M;, pH 08;6 ­ usado para

compartimentos eletrolíticos
|

CO

Na0HAMO O
”

14m)

Agua Destilada 1.750m]

Deixar dissolver atéo dia seguinte.”
Acertar o pH 8,6 com NaOH 1iM.
Completar com água destilada para 2000 ml.
Preparo do amido

­ utilizar amido hidrolisado da Refinações de Milho

Brasil (Penetrose 30)

Realizar lavagens sucesivas de 20 minutos cada Umas à
temperatura ambientes na quantidade de 1 Kg de amido por litro de
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solução:

Cloreto de Sódio vez1

Cloreto de Sôdio 1 vez

4água destilada vezes

Acetona 3 vezes

­ Apôs cada lavagem filtrar em funil de Buchner contendo

papel de filtro e acoplado a bomba de vácuo. Trocar o papel sempre
que necessário.

­ Colocar em estufa a 60º C por 24 horas.

­ Moer o amido com moinho de bola ou por rolagens de uma

garrafa.

Solução reveladora de Orto­Dianizidina.

Orto­ Dianizidina em Etanol a 1 9/%

Acido Aceêtico até pH 4,0 ou 550
Agua oxigenada 10 volumes (gotas) .

Preparar esta solução no momento de uso.

Procedimento:

Preparo do 9el de amido
­ Utulizar amido 13 9/% em tampão TEB 1i,42 MN; pH 856;

diluído 1:40
:

o

Dissolver bem o amido e Jevar diretamente a chama do bico

de Bunsen com agitação constante. 6Apbs a gelificação da solução
continuar o aquecimentos com agitação, por mais ou menos 4 minutos

­ Retiar as bolhas de ar contidas no 9el por meio de
bomba de vácuo

­ Despejar oO gel ainda quente na ponte apropriada

­ Apbs esfriaro gel a temperatura ambientes cobrir o
mesmo com papel celofane e deixar em geladeira ate o dia seguinte.

Dimensões da ponte

A ponte é constituida por uma placa de vidro de 2i,2êcm x

15,52 cm x 0;3 cmy onde eram justapostas e fixadas com fita adesivas

duas molduras de acrílico de 1:50 cm de largura por 0;3 cm de espes­
sura e cobrindo todas as laterais da placa de vidro. A área Útil

para Oo gel de amido e de 18;8 cm x 12,8 cm x 0,6 cm.
Preparo da amostra

Soro do paciente O.15ml

Hemolisado normal a 10% SU)
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Homogeneizar e levar à estufa a 397º C por uma hora, Para

facilitar o choque entre as molêculas de hemoglobina e haptoglobina

na formação do complexo Hp­Hb. '

Eletroforese

­ Retirar a placa com o 9el da geladeira e realizar

fendas no g9el de amido com lâminas de aços de 14 mm de largua por
6 mm de Profundidade, espaçadas umas das outras por 0;5 cm e
distantes 3 cm da extremidade que fará contato com o polo negativo.

À mais ou menos 7 em da distância destas fendass realizar outra sê­
rie igual a esta.

­ Embeber tiras de papel de filtro WHATMAN No. 3 de

14 mm x 6 mm na amostra e colocar as tiras nas fendas.

­ Fazer conexão da ponte com os compartimentos
eletrolíticos por intermédio de PERFEX duplo.

­ Cobrir a placa com celofane para evitar evaporação
­ Realizar eletroforese com 250 Volts por 5 horas em

geladeira

Revelação
:

­ Após corrida eletroforêética, retirar as tiras de
Papel de filtroe cortar o gei de amido no sentido horizontal por
meio de um fio de aço fino.

|

|

'=­ Separar as frações do gel seccionado

­ Corar a parte inferior com solução de Orto­Dianizidina
Por mais ou menos 10 minutos. As frações são inicialmente castanhas
e passam à marrom escuro.

Transparentizaçõo
|

O gel de amido com as frações evidenciadas pode ser
guardado em cuba de vidro &com àgua por vários diass ou ser

transparentizado e conservado por muito tempo. A transPparentização E

realizada prensando­se o gel corado entre duas. folhas de celofane

incolors colocado num bastidor e deixado secar em temperatura am­
biente por 3 ou 4 dias.

Intergretação

APóÓs separação eleteroforética em gel de amido em pH

alcalino e coloração das frações, podemos diferenciar os três

fenótipos de haptoglobinas mais comuns (Figura 3).
Na  anaptoglobinemia não se evidenciam frações de
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haptoglobina.

D. Hematimetria

D.i. Contagem de eritrócitos.

Realizamos contagem de eritrócitos (GV) por contador ele­

trônico (modelo ­ CC 2009 Prôbê Côsmoss com Diluíidor DL 2QO0O) cujos

valores normais para O sexo masculino estão entre 4;6 e ó6;2º milhões

e para O sexo femininos 452 à 59;5; e dosagem de hemoglobinas (Hb);

hematócrito (Ht), Volume corpuscular médio (VCM);s hemoglobina

corpuscular média (HCM) e concentração de hemoslobina corpuscular

média (CHCM)s conforme o que segue:

D.?. Dosagem de hkemoslobinas pelo método de

cianometahesmoglobina

Princípio: O ferricianeto de potássio transforma a
hemoglobina em cianometahbemoslobina. Todos os tipos de hemoglobinas
exceto a sulfo hemogslobinas transformam­se em cianometahkemoslobina.

Reagentes:

—­ Solução de Drabkin modificada

KH,PO, o 0,149

­ KCN ­U 0,05s
K, Fe(CN), 0,20g

Agua destilada q.s.p 1000m]!

Método:

Colocar em tubo de ensaio 13 x 100 mms 5 ml da solução de

Drabkin
:

. Acrescentar 0;02 ml de sangue;s homosenizar wo tubo por
inversão e deixar em repouso por 10 minutos

Ler em 540 nm a absorbáncia da hemoglobina em solução.

APlicar a fórmula:

FxA 540 x 64,500

44;0 x d x 10
Hb 9g/dl

onde: F = fatorde diluição = 250
A 540 = absorbância da solução em 540 nm

64:;500 = peso molecular da hemoglobina

44,0 = E 540 (coeficiente de extinção milimolar da
hemoglobina)
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d = espessura em cm da solução na cubeta de leitu­

ra; com precisão de 3 decimais

10 = fator de conversão de 1 litro a 100 ml

valores normais: homens 14­18 9/d13 mulheres 12­

169/dl

D.3.Hematocrito (Ht): é realizado por leitura do

tubo capilar apôbs centrifugação em microcentrifuga à 595.000 rpm.
valores normais: homens 42­52%;

mulheres 37­47%

D.A4. Indices hematimétricos: são encontrados
segundo as fórmulas:

Volume Corpuscular Médio C(VCH)

Ht
VCNM = — x 10

GV

valores normais: Bo­92 fl

Hemoglobina Corpuscular média (HCM)
Hb !

HCM = — x 10
GV

valores normais: 27­31 Po

Concentração de Hemoglobina Corpuscular Média
(CHCH) !

.
o

o Hb
CHCM = 0 x 100

Ht

Valores normais: 30 ­ 35 9/dl
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IV. RESULTADOS

Foram analisadas um total de 2.739 amostras de sangues.)

sendo 337 obtidas de portadores de doença de Chagas comprovados por

'testes laboratoriaiss 1.402 provenientesdo grupo controle "A" for­
mado por usuários do Instituto Adolfo Lutz, com testes sorológicos
negativos para a doença de Chagas; e 1.000 amostras procedentes de

estudantes de segundo grau de São José do Rio Pretos que constituem

o grupo controle “EB”.

Os resultados globais da análise de prevalência de hemo­
­

g9lobinas normais e anormais obtidas Por têEcnicas eletrofortticas,
nos três grupos estudados, estão: inseridos na tabela 1. Observa­se:
que nos portadores de doença de Chagas a presença de hemoglobinas
anormais apresentou frequência de 16;6C2%Xs enquanto que no grupo

controle “A” foi de 4,07%; e no arupo controle “B” de 1:4%.
À análise especifica dos tipos de hemoglobinas anormais

nos três grupos estudados revelaram que à HbA, com concentração
aumentada foi aquela que representou maior arau de diferenças sendo

estatisticamente significante entre os chagâsicos quando comparada

com os grupos controle "A"e "B” (Xô= 85:45; Xêsu= 5,991). A figura
9 exibe uma representação tridimensional das hemoglobinas anormais

"nestes três grupos estudadoss revelando a alta prevalência de HbA,
aumentada no 9orupo de portadores da doença de Chagas.
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Tabela 1. Prevalência de hemoglobinas normais e anormais em portado­

res da doença de Chagas e nos grupos controles detectadas

Por eletroforese.

Tipos de Portadores de

hemoslobinas doença de Chagas

(83:38) (95393) (9836)

( 1,48) ( 1390) ( 0;95)

(1578) | ( 0,78) ( 05,2)

­ ( 0;07)

(0,209) ( O,07)

Aº aumentada (8;30) ! ( 1;21)

F aumentada (1;48)

(0:29)

(0;89)

* grupo controle “A” ­ usuários do Instituto Adolfo Lutz,
com sorologia negativa para doença

de Chagas.

grupo controle “B” ­ estudantes de segundo 9rau de São
JdJosê do Rio Preto.

*x* total analisado ­ 2.739 amostras.
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DISTRIEIÇÃO DE HESOGIODINA ANOENAIS
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Figura 9. Representação gráfica de prevalência de hemoslobinas anor­
mais nos três grupos estudados.
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A diferenciação dos resultados obtidos da prevalência de

hemoglobinas normais e anormais nos três grupos estudados, caracte­
rizados por suas origens raciais especificadas por "Caucasbide" e

"Negrbide" pode ser analisada na tabela 2. Os resultados incluidos

nesta tabela foram obtidos através de associação de técnicas eletro­
forêticas e citológicas. As técnicas citológicas incluiram análise

da morfologia eritrocitária e pesquisa de agregados intraeritrocitá­

rios de Hb H (talassemia alfa). Numa prévia seleção; foram separadas

apenas as amostras que apresentavam morfologia eritrocitária altera­

da e; então;s submetidas à pesquisa de agregados intraeritrocitàârios
de Hb H.

Os valores de frequência percentual revelaram que Hb À,
aumentada e talassemia alfa estiveram bem acima, entre os chagásicos
caucasbides e negroôidess quando comparados com os grupos controles.

Especificamente Para O grupo chagásicos onde as prevalên­
cias de Hb A, aumentada e talassemia alfa foram maiores. (figura
10): o teste de Qui­quadrado foi utilizado e não verificamos dife­

renças significativas com relação aos grupos raciais (Xô(AD)= 2;0RI5
Xóltal.alfa)=­0,4525; Xêsu= 3,841).

No .grupo controle (”A”";s as hemoglobinas anormais mais

frequentes foramHb AS nos negróbides, Hb A, aumentada e talassemia
alfa nos caucasbides; conforme mostra a figura 11. Pelo teste Qui­
quadrado, a diferença de Hb AS entre negróides e caucasóides foi
significante (XÓ(AS)= 17,723), enquanto que para Hb À; aumentada e
talassemia alfa as frequências foram consideradas iguais estatisti­

camente nos dois grupos (XÓ(A2)= 1,197; XÍttal. alfa)= 1,093; XÊSu=
3,841).
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Tabela ?. Prevalência de hesoglobinas normais e anoreais em portadores de doença de Chagas e orupos controle (A e B)

diferenciados por origem racial (caucasóide e negróide).

Portadores da Doença de Chagas Grupo Controle “A” “Grupo Controle "EB"

Tipos de caucasbise negrbide caucasbise negrbide caucasbise negrbide

Hemoslobinas — n X n X n X X n x X

na (79,824) AM (70,96) 750 (97,78) (92,74) 874 (98,42) (97,32)

so (85 (0,63) CT 4 (045 (0,69)

eo (185) (0663) (03d COI (69,89)

68 TETE
ce 1 UE)

|

(oa
h2 auzentada ( 9,79) (16312) NE (0663) !

(0,89)

F ausentada (1,25) ITA (587) 2 (063) (0,89)

Boo 006 (=)

Mm (1525) (1560)

o talassenia 7 (4,40) (6,45) o (0,33)

TOTALx 459 : 317 BBB  C100) (112

bbs? Os indivíduos que não tiveram sua cor catalogada forma excluídos da tabela.

*: Total catalogado = 2324 indivíduos

ES
AVAVAY

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



Fígura 10.

HENSCLOBINAS AQRSAIS EM PORTATORES DE CHAGAS

TI
TO

Distribuição dos fenbtipos de hemogslobinas
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anormais em

chagásicos separados por origem racial (caucasóide e

negróide).
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HERSCLABINAS Anoksals DO GRIPO CONTROLE A
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Figura 114. Distribuição dos tipos anormais de hemoglobinas encontra­

das no grupo controle “A” estudado. Este grupo é forma­
do por usuários do Instituto Adolfo Lutz com sorologia
nesativa para doença de Chagas.
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Para o grupo controle “B"” a prevalência dos tipos de

hemoglobinas anormais foi semelhante nos caucasóõides e negrbidesnão
apresentando diferenças significativas (figura 12). Os demais tipos
de hemoglobinas anormais não foram testados estatisticamente por
apresentarem baixa frequência.

“A tabela 2 ainda nos revela que entre os caucasóides as

maiores frequências de hemoglobinas anormais foram de Hb AS; HbA,
aumentada e talassemia alfa; para os três grupos estudados, conforme

evidencia a figura 13; sendo que a prevalência específica de cada um

destes tipos anormais de hemoglobina diferiu quanto aos grupos

chagásicos e controles “A” e "B". A comparação dos resultados entre­

os grupos estudados resultaram na elaboração dos quadros 8 e 9. A Hb
AS será analisada separadamente .

CGuadro 8. Comparações entre os tipos de hemogslobinas mais prevalen­
tes para os caucasóides dos três grupos estudados(tHb AA,
Hb A, aumentada e talassemia alfa).

|

AL aumentada tal. alfa
— —.­— e e e. s — e — . — — o —— ss e — ss e es e— s. e— ns um n— e— = e =. e e e. — ss vn — e — em  — e e — e em e + e e e —— e e .. .—.——­

chagásico
!

0;7924 —­ 0;0943 ­ 0,;0440

controle À 0;9578 60,0127 . ­ 0,0166
controle B

Conclusão: a proporção de incidência das Hb A, aumentada
e talassemia alfa nos três grupos estudados não é a mesma.
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HENSGLOBINA NO GRUPO CONTROLE E
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Figura 412. Distribição dos tipos anormais de hemoglobinas no grupo

controle "“B” formado por estudantes de segundo grau de
São Jost do Rio Preto­SP.
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HEROGLOBINAS AnGRAAIS POR GRUPO PAGIAL
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­ Figura 413. Prevalência de hemoslobinas anormais encontradas nos

caucasóides dos três grupos estudados (Chagásicos e

Controles “A” e ”B")­ o número de protadores de hemo­

globina AA foi suprimido para melhor visualização dos

outros tipos de hemoglobinas que se encontram em menor

número.
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Quadro 9. Comparação dos grupos dois à dois.

chagas­ controle 30,967 63017

chagas­ controle “B” 41,890 18,777

controle "A"­controle “EB” 71500

Conclusão: No grupo racial caucasbide, somente àas
proporções de incidência da HDA, aumentada para os grupos controles
"A" e”"”B" são consideradas iguais; aàas demais proporções são todas
diferentes.

|

Para os negróides dos três grupos analisados (portadores

da doença de Chagass orupos controle "A" e ”"B”);s obtidos da

tabela 2; o resultado foi semelhante ao apresentado por caucasóides,

conforme mostramos quadros10 e 11 e figura 14.

10 Proporções de incidência das hemoslobinas ARA,
mentada e talassemia alfa.

Chagásico

Controle "A”

Controle “EB”

conclusão: A incidência de hemoglobinas A, aumentada
talassemia alfa nos três grupos estudados não É a mesma.

Quadro 421. Comparação por contrastes dois a dois.

chagàâsicos­controle"A” 30,255
chagásicos­controle”B"” 2P2;650
controle” A"­controle”B”

conclusão! foram consideradas iguais somente as propor­

ções de incidência de HDA, aumentada nos controles "A" e "B". As
demais porporções são estatisticamente significantes.

AA

cm 1 2 3 4 5 6 7 unesp ”. 13 14 15 16 17



HEGQOLOBINAS AnGRAlo POR GRIPO FACIAL
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14. Prevalência de hemoslobinas anormais em negróides dos

três grupos estudados( Chagásicoss, controles “A” e”B”).

Os grupos apresentando hemoglobina AA foram suprimidos

para melhor visualização do gráfico.
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A análise especifica da prevalência de Hb AS entre cauca­

sbides e negrbidess mostrou que a proporção de incidência difere

entre os grupos raciais (Xô= 20,395 XéSsX=3,841), conforme caracteri­
za a figura 15. A distribuição gráfica de proporção de Hb AS entre
os grupos de portadores de doença de Chagass controle “A” e controle

"B" é apresentada nas figuras 16 e 17, para caucasóide e negróide
respectivamente. As análises estatisticas referentes à proporção de

HDAS nos três grupos estudados, separados entre caucasóides e ne­
gróides são apresentadas no quadro 12. Os contrastes para os grupos

raciais caucasóide e negróide envolvendo os grupos de portadores de
Chagas;s grupos controle “A” e “B” são apresentados no quadro 13.

Quadro 128. Proporção de hemoglobina AS entre caucasóides e negrói­
des nos três grupos estudados.

com Hb AS sem Hb AS Proporção deHb AS

chagásico

controle “A”

controle "B”

sem Hb AS Proporção de
| Hb AS

. chagàâsico

controle “A”
controle ”"B”

Para o teste de igualdade de proporção de Hb AS entre

caucasbides e negrbides temos :

Ho: Pn=Pc x H : PnXPc

onde: Pn= proporção de negróides e Pc proporção de caucasóides
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O valor de Gui­quadrado observado foi de 20;30 e o Xêri­
tico Sí= 3,841.

Concluimos então que a proporção de incidência de Hb AS

em caucasóides à diferente da proporção de incidência de Hb AS em

negróides( Pn>Pc).

Quadro 13. Contrastes para grupo caucasóide,s com Hb AS.

chagâásico­controle "A”

chagásico­controle “EB”

controle" A"­controle”B”

Por estes dados concluimos que entre os caucasóides com Hb
AS; o grupo chagásico difere dos grupos controles "A" e "B"; mas os
controles "A" “e "B”" são considerados estatisticamente iguais.

Para Oo grupos negróide com Hb AS; supomos a hipótese:

Hot Pchagásicos = Pcontrole”A” = Pcontrole”B"” vs Hi: existe pelo
menos uma proporção diferente.

Os valores. de qui. quadrado obtidos XO=6,256 e
XESHE5,991, mostram que as proporções de HbS nos negrbides dos três

grupos estudados (chagásicos, controle “A” e controle ”"B”) são
diferentes. À ocorrência esporádica de Hb AS dificultou a realização

' dos contrastess mas graficamente estas diferenças podem ser observa­

das (figura 17).
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HENOGLOBINA AS
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Fisura 15. Propoção de hemoglobina AS em negróides e caucasóides dos
três grupos estudados (chagásicoss controle ” A" e con­
trole “B”).
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HEMOGLOBINA AS NO GRUPO CALUCASOIDE
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Figura i6. Proporção de hemoglobina AS nos caucasóõides dos três
grupos estudados.
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RENOGLOBINA AS EM NEGROIDE
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Figura i7. Proporção de hemoglobina AS em negsróides dos três grupos
estudados.
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nos grupos de portadores de Chagas e controles A e EB.

31

Para à tabela 2 consideramos ainda que os testes de

igualdade de proporção de incidência de HbA, aumentada e talassemia

alfa para os grupos caucasbide e negrbôide não foram significativos.
Com os dados agrupados (caucasbides e negrbides) nos

grupos chagásico; controle /”“A” e controle ”"B", verificamos se à
diferença era significativa entre os três grupos estudados (Quadro
14 ).

Quadro 14. Dados agrupados (caucasóides e negróides).

Hemoslobina À: aumentada

com Hb A sem Hb A. Proporção de Hb
aumentada aumentada A: aumentada

chagásico
|

 0,1131

controle “A” 1120 : 0;0107

controle "“B” 10900

A hipbtese a ser testada foi a seguinte:

Hot Pchagásico = P controle “A” = Pcontrole "“B” vs Hit existe pelo

menos uma proporção diferente.
|

| Com. relação ao teste Qui­quadrado temos: Xô= 14;48 e
Xxêsu= 5:7991; O que nos permite concluir que as proporções de inci­
dência de hemoglobina A, são diferentes entre os grupos estudados. A
Pchagásico ) Pcontrole "A" > Pcontrole "B" conforme observa­se. na
figura 16.

O Quadro 15 apresenta as comparações para Hb À, aumentada

Quadro 15. Contrastes Para Hb A, aumentada nos três grupos estudados.

chagásico­controle "A”
chagásico­controle “BB” 79,861

controle" A”­controle”B”" 0,820

Com os dados do Quadro 15 concluímos que o grupo chagási­

co difere significativamente dos controles“A” e “B”; e que os
grupos controles são estatisticamente iguais.
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18 . Proporção de hemoglobina A, em chagásicos,;
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Para talassemia alfa os dados agrupados para caucasõide e
negrbide são apresentados no Guadro 16; e a hipbtese de interesse

foi: |

Hot Pchagásico = Pcontrole”A” = Pcontrole "B” vs Hi: existe pelo

menos uma proporção diferente.

— Os valores &de Qui­quadrado encontrados foram XO=31,61 e
XE5SX=5,991. Os nossos resultados mostraram uma diferença entre àas
proporções de talassemia alfa nos três grupos estudados,

|

sendo Pchagàâsico ) Pcontrole “A” >) Pcontrole”B"”, o que pode ser

melhor visualisado na representação gráfica da figura 19.

Guadro t6. Dados agrupados ; de caucasóides e negróides para talas­

semia alfa nos três grupos estudados

amostras

chagàsicos 1 0,0497

controle "A” .1120 . 0,0143

controle”B”

Realizamos os contrastes entre os grupos estudadosspara
talassemia alfa e concluimos que as diferenças entre os grupos .são

significativas; cujos dados podem ser observados no Quadro 17.

Quadro 17. Contrastes para talassemia alfa nos três grupos estuda­

chagásico­controle"A”

chagásico­controle”"B”

controle" A"­controle”"B”"

À alta prevalência de talassemia alfa entre os chagásicos
nos estimulou a repetir a pesquisa citológica dos agregados

intraeritrocitàrios de Hb H em 121 pacientes;s com doença de

Chagas independente da prêvia análise da morfologia eritrocitàária.
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TALASSENIA ALFA
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Figura 19%. Proporção de talassemia alfa em chagásicos,
trole "A" e grupo controle "B”.
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Os resultados relativos à prevalência de agregados intra­
eritrocitários de Hb H nestes protadores da doença de Chagas, compa­
rados com os grupos controles “A” e ”"B"” estão expostos na tabela 3.

O grupo chagásico foi diferenciado em dois subgrupos classificados

pela forma de manifestação da doença; Ou sejas forma indeterminada

da doença (FIDC) e forma crônica (FCC). O arupo controle “A” foi
constituido por pacientes com manifestações clinicas semelhantes às

apresentadas na forma crônica da doença de Chagass quais sejams

cardiopatias, megacolon e megaesófago;porêm com sorologia para doença

de Chagas negativa. O grupo controle “B” foi formado por escolares..
A proporção de incidência de agregados de Hb H estimada a intevalos

de confiança de 95 % mostrou ser maior no grupo chagásico com àa
FIDC do que na forma crônica; para os grupos controless a proporção

do grupo "A" foi. maior que a do grupo ”"B”, e quando comparados com O
grupo chagásico a proporção foi maior neste grupos conforme mostra o
Quadro 18.

­
R x

Quadro 18. Relação de proporção de agregados intraeritrocitários de

Hb H em chagásicos e grupo controle.

intervalo de confiança Cp: 995%1

E 0;12365 0;3355 2

[C 0;0354;5; 0;1978 3

0; 0952 [0;0065; 0,1839 3

C ô 53 0;:0634 3
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Tabela 3. Prevalência de agregados intraeritrocitáârios de hemosglo­

bina H em protadores da doença de Chagasscomparados com

Grupos controle.

Forma clinica número de agregados de Hb H

da doença analisados intraeritrocitários

Grupo controle"A" XX
Grupo controle "B"'xxx

* A forma crônica da doenga de Chagas inclui os pacientes com Car­
diopatia, HMegacólon e Megaesóôfago puros e também aqueles com asso­

ciação entre as cronicidades.
x% O grupo controle "A" foi formado por pacientes com cardiopatia;

megacblon e megaesôfago mas com sorologia para doença de Chagas
negativa.

xxx Grupo controle "B” foi formado por escolaress sem cardiopatia,

megacolon e megaesõófago.
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À determinação da >revalência de Hb A, aumentada nos
Portadores de doença de Chagass diferenciados pelas formas de mani>­
festação clinica foram agrupadas em FIDCe doentes cróônicos(CCC,
MCC, MEC, e CM).

|

Observou­se que as prevalências de HbA, aumentada foram
altas em ambos os grupos comforme mostra a tabela 4.

Tabela 4. Prevalência de Hb A, aumentada em chagásicos agrupados em
FIDC (forma indeterminada da doença de Chagas) e doentes

crônicos.

com Hb A aumentada

os doentes crônicos incluem aqueles com cardiopatia; megacolon e
megaesdfago chagâsicos.

.

Qutro parámetro pesquisado foi relativo à morfologia
eritrocitárias comparando­a entre os portadores de doença de Chagas

diferenciadosem FIDC; CCC, MCC, MEC; e CM; e os grupos controles
PA” e "BB".

Observa­se pelos resultados da tabela S aque 6óé66ó6% dos

chagàâsicos apresentam alterações em seus eritrócitos; predominando
aquelas com classificação discreta (figura 20).

Quando analisamos o grupo chagásicos em relação aos
grupos controles "A" e "B” notamos uma distruibuição semelhante
entre chagáâsicos e o grupo controle "A",s visualizado pela figura 241,
e confirmado pelos testes estatísticos (quadro 19).

Quadro 1%. Testes estatisticos para morfologia eritrocitária em
doença de Chagas.

HotPmoderada (Chagas)=
Pmoderada (controle”"A"”) 0,159

Ho:Pdiscreta (Chagas)=
Pdiscreta (controle”"A”)

Por estes testes de igualdade de proporçõess concluimos
que tanto para o grupo chagâásico quanto para o grupo controle"A”

consideramos as distribuições de morfologia eritrocitàária iguais.
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Tabola 5. Alterações morfolbgicas caracterizadas por anisopoicuilocitose e hipocromia, ea 121 portadores da”

doença de Chagas.e grupos controle,

Doenga de Chagas Morfologia Eritrocitâria ee

nora) discreta moderada acentuada
No. X No. X No. X No. x

Farsa indeterminada i8 (439,90) 40 (54,79) (59,90) (8)

C.C.C. x (31,70) (23,208) (0,56) (0)

megacblon
'

(17:87) (9,58) (6) (6)

Hegaesofago
|

( 6,41) (6,64) (0,15) (109,0)

cronicidade mista
"

(4487) (5447) “(0416) (0)

(33,84) (60,33) ( 4,95) ( 6,86)

Grupos Controle (40,85) (89,33)

(94,06) 2 RO

xXCardiopatia chagásica crônica.

gxNConsiderou­se alteração discreta a presença de 2 a 4 células com
morfolosias anormais; moderada; de SOS a 10 célulass acentuadas acima
de 10 células; mEdia por campo analisado. |

xiEXOS 412 indivíduos utilizados como controle no grupo PA”
apresentavam cardiopatias” megacólon e megsaesófagos mas sorologia

"Para doença de Chagas negativa.
|

O orupo controle “B” foi formado por 100 estudantes de.

segundo grau sem megacblion;s megaesofago e cardiopatia e com

sorologia para Chagas negativa,
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ERREQLIGIA ERITROGITARIA EM CHAGASIÇOS
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Figura Pê. Distribuição da morfologia eritrocitáãia em chagásicos

separados por formas de manifestação da doença; FIDC ­

forma indeterminadas CCC ­cardiopatia chagàâsica crônica:

MCC­megacólon chagâsico ;j MEC ­ megaesófago chagâsico; CM
­ cronicidade mista,
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ESRSQUIGIA ERITRSCITÁRIA
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Figura 8281. Morfolosia eritrocitária entre os arupos estudados (Cha­

gásicoss controle “A” e "B”).
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Outra análise efetuada foi a da resistência 9globular:

osmôticas em solução de NaCl 0,36%.

Esta averiguação realizada em chagásicos; separados por

forma de manifestação da doenças comparados com grupos controle “A”

e "B”, está representada na tabela 6 e figura 22; cujos resultados
mostram maior positividade entre o grupo chagásico quando comparara­
do com os controles "A" e "B” .

:

Através do teste estatístico de independência de relação

para resistência globular e formas de manifestação da doenca (Xô=
0;0626), concluímos que a resistência 9lobular osmótica em solução
de NaCl a 0;36% independe da forma de manifestação da doença (figura
23).

Na figura 22 observamoss aindas o comportamento da dis­
tribuição dos grupos (chagâsicos,s controle ”"A"” e controle "B"), por

categoria de resistência globular (positivo e negativo). Pelo teste
de igualdade de proporções nos três grupos estudados temos, dados do
quadro 20.

Guadro E9. Estatística Para o teste de Resistência Globular em
Solução de NaCl 0,36%

Hot Pnormal (Chagas)=

Pnormal (controle "A')=
Pnormal (controle “"B”)

Portanto ao nível de 1%s aceitamos à hipbtese de igual­
dade de propoções nos três 5rupos estudados; entretanto, ao nível de
5% esta hipbtese E rejeitada.
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Tabela é. Relação de positividade do teste de Resistência Globular
em solução de Cloreto de Sódio. 0;36% em chagásicos e não
chagásicos.

Resistência Globular em solução de NaCl 0,36% TOTAL

forma ]
indeterminada (44,82)

cardiopatia
'

(17,24) (28,26)

megacólon 4 (13,79)
|

(10:86)

megaesófago (10,34) ( 5:43)

cronicidade
(13,79)

(F2;85)

(84,00)

Pacientes com cardiopatias megaesófago e; megacblon mas

sorologia para Chagas negativa.
População de escolares.
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RESISTENÇIA GLARUIAR Rabl 0,36%
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Figura 82. Distribuição da resistência globular em solução de NaCl

0,36% nos grupos estudados (Chagásicoss controles “A”

e ”"B”).
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Figura 23.

7
/
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Teste de resistência globular em soluçãode NaCl a 6.36%
no grupo chagásico separado por formas de manifestação

da doença ­ FIDC ­ forma indeterminada ; CCC ­ cardiorpa­

tia chagásica crônica; MCC ­mesacólon chagásico;

MEC ­ meosesófago chacâsico;s CM cronicidade mista,
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Para O caso da relação de positividade do teste de resis­

tência globular osmótica em solução de NaCl 0;36% apresentamos os

resultados do quadro 21:
c

Quadro 821. Dados agrupados nos três grupos estudados (chagásicos,
'

controle “A” e controle "B”) para o teste de resistên­

cia globular osmbticaem Cloreto de Sódio a 0,36%.

No.negativos proporção de
Positivos

Chagásicos

controle "A”

controle “"EB”

À nossa hipótese de interesse a ser testada foi a seguin­

Hot: P positivos(chagásicos)= P positivost(controle"”A”)= P positivos
(controle "B”) vs Hi: exite pelo menos uma proporção diferente.

Os valores de Qui­quadrado encontrados foram Xô=6,458 e
Xe 5K= 5;991 |

Através da análise dos dados obtidos rejeitamos a hipó­

tese Ho; e:­portanto as proporções são diferentes nos três grupos.
estudados; conforme nos mostra a representação gráfica da figura 24.

Comparando os grupos estudadoss para o teste de resistên­
cia globular obtivemos os dados do Quadro 22.

Quadro 22. Contrastes para o teste de resistência globular osmótica
?

em NaCl 0;36%.
|

chagásicos­ controle”"A'

chagásicos­ controle”B”

controle “A"­controle “B” 2;003

Assimy podemos concluir que o grupo de portadores de

doença de Chagas diferem do grupo controle "A”;s mas não do grupo
controle "B”"; e os grupos controles "A" e"”B” são considerados iguais

estatisticamente para o teste de resistência globular osmbtica em
solução de NaCl 0;36%.
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RESISTENCIA GLOBULAR EM NaCl Q,36%
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CHAGÁSICOS CONTROLE "A" CONTROLE "B"

Figura 24. Proporçãode positividade do teste de Resistência Globu­
lar em Solução de NaCl 0,36% em chasgásicoss orupo con­
trole “A” e grupo controle "B”.
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Para a verificação dos valores de hemoglobina Fetal <HbF)
em chagásicoss analisamos em média 50 chagásicos e 50 não chagásicos

pelo método de resistência alcalina da hemoslobina.

Para àa análise estatística dos dados ; .verificamos pri­
meiramente a existência de pontos aberrantess ou seja; valores que
fogem ao padrão de dados. Em seguida aplicamos uma transformação nos

dados originais para estabilizar variáncias. Os resultados da aná­

lise estatistica estão no quadro 23.

Quadro 23. Análise estatisticapara Hb F em chagásicos e não chagá­

desvio padrão

mínimo

máximo

O quadro da anàálise de variência para comparação

“médias dos grupos analisados & dado por:

te d

Fcs5% significância
Variação

'

Grupos ­— 0;:3825  02,38905 6,74
Residuos 5;98928  0;0570

Concluimos­ portanto que a media de Hb F em chagásicos E
menor que a média de Hb F em não chagásicos, sendo esta diferença
significante.

|

|

Para a quantificação de Hb A, tomamos ao acaso 50 chagá­
sicos e 50 não chagásicos em média, e verificamos a quantidade de Hb
A, POr eletroforese quantitativa. Os resultado nos levaram a reali­
2ar novas quantificações desta fração hemoglobínica por outro
método mais sensívels a microcromatografia em coluna; sempre compa­
rando os valores obtidos em chagásicos;s com os encontrados em não

chagásicos.
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Como os dados aqui tratados são provenientes de dois

grupos, chagásicos e não chagáâsicos, e a porcentagem de Hb A, obtida
Por dois métodos distintos, eletroforese e microcromatosorafia,

trata­se de um experimento cruzado com efeitos fixos, cujo objetivo
ê verificar o efeito de método e o de grupo. Após análise estatisti­

ca preliminars com eliminação dos pontos discrepantes e o balancea­

mento do experimentos utilizamos o seguinte modelo:

Yijir= pyrtoi +B j+oafB(ij) + eijr

onde: ai 3 mede o efeito de grupo

Bj : medeo efeito de método
aBtij):imede o efeito da interação 9grupo/método

“O resumo dos dados estatisticos estão no quadro 24.

Guadro 24. Análise estatistica da Hb A, para chagásicos e não chagà­

desvio padrão

mínimo

máximo

x Ch/elet. = chagâsicos quantificados por eletroforese
fCh/elet. = não chagásicos quantificados por eletroforese

xxCh/crom. = chagásicos quantificados por microcromatogsrafia

ACh/crom. não chagásicos quantificados por microcromatosgrafia.
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ce d
Fc3;5% significância

variação

Método

Interação

Resíduo

Pelo resultado do teste de análise de variância observar
mos que existe efeito de grupo de métodos mas não existe efeito.de
interação método / grupo...

|

Através da figura 25 verificamos que a porcentagem de Hb

A, obtida por eletroforese é maior quea porcentagem de Hb A, obtida
Por cromatografia, sendo que a porcentacem média de Hb À, nos chagá­
sicos E maior que a encontradanos não chagâásicos.
. Os” contrastes para comparações dos grupos dentro dos
mbtodos são dados abaixo:

comparação contraste Cj ICCCis95X]  sionificância
o ro o am na o o as o o o o ao o ur a o o ut rara nas us o us o o o o nas o ras o to o ts o ey nar o o ars rs a neto o ro tao no rs o da atas ts ias ore tro nc auto nto ns a o a nm ar

Chagásico­não chagásico 0;444 [LOs162530,57061

contraste Cj:  IcCCj:95%)

Com estes resultados concluimos que a diferença entre as

médias & significativas ou seja, s Oo grupo chagâsico apresenta maior

porcentagem de Hb A, tanto por eletroforese como por cromatografia.
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HEMOGLOBINA A2 AUMENTADA

À netodo de eletroforese O metodo de cromatografia
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CHAGÁSICOS . NÃO CHAGÁSICOS

­

Fisura 85. Porcentagem de hemoglobina A, aumentada analisada por
eletroforese2 cromatografia em chagásicos e não chagá­
sicos.
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Os valores de Hb à, foram comparados com os Índices

hematimbtricos HCM ( hemoglobina corpuscular média ) e VCM ( volume

corpuscular mêdio ) entre os seguintes grupos : Portadoresde talas­
semia beta menors cujos valores foram obtidos no Centro de Referên­

cia de Hemoglobinass; portadores da doença de Chagas que apresentaram
concentração elevada de Hb A;; portadores de doença de Chagas com

valores normais de Hb A;,9rupo controle “A”. À tabela 7 mostra estes
resultados.

Tabela 7. Valores dos tndices hematimétricos (HCM e VCM) empacien­
tes com Hb A, aumentada na TalassemiaBeta Heterozi­
gota e nos portadores da doença de Chagas;s em compa­

ração com valores normais de HbA, Provenientes do Grupo
controle "A" e de portadores da doença de Chagas.

Tal.Beta Heterozigota

(aumentada)
e

Port. Doenga de Chagas

(aumentada)

Grupo controle “A”

(normal)

Port. Doenga de Chagas
(normal)

A relação entre fenbtipos de haptoglobinas (Hp) e porta­
dores da doença de Chagas envolveu a análise de 8ó amostras de
soros cujos resultados foram confrontados com o grupo controle "A”

constituido por 54 pessoas com as mesmas características clínicas,

(Niocardiopatias megacolons e mesaesófago ) porêm com sorologia.
negativa para a doença e com grupo controle B formado por 52 estu­
dantes de segundo graus sem doença de Chagas e sem manifestações

clínicas. A tabela 8 mostra os valores obtidos para os três fenóti­

pos de haptoglobinas 3: Hp 1­1 , Hop 2­1 e Hp e­? . Pelos resulta­

dos apresentados verifica­se que o fenbtipo Ho 8­1 foi oc mais fre­
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quente em todos 053 9rupos estudados ; seguido do fenótipo Hp 2­8. Os

testes estatísticos foram realizados entre os grupos Chagâsico e
controle À; Por apresentarem as mesmas caracteristicas clinicas. O

9rupo controle B representa a população normal. Aplicando­se o teste

de homogeneidade de Qui­quadrado entre os dois gruposs chagâsicos e

controle A; e para os três fenbtipos de haptoglobinas ; obtivemos:
Xôbs= 1;2i9 e Xéritico 5% = 0,103 . Pelo fato do Xe, 5% ser menor
que o Xobs s rejeitamos a hipótese de igualdade das duas distribui­
ções s conforme evidencia a figura 2ó.

Tabela 8. Tipos de Haptoslobinas no grupo chagásico comparado com

grupo controle: A ­ com as mesmas caracteristicas(cardio­
patias megacólon e megaesOfago); mas sem machado guerreiro
positivos B ­ estudantesde segundo grau sem doença de
Chagas e alterações clínicas.

chagâásico 18 (20,93) (44,18) (34:88)

controle À (165,66) (53;70) (29462)

controle B (17:30) (498,07) | (30,378)

As prevalências dos diferentes fenbtipos de haptoglobinas

foram relacionadas com as diversas formas de manifestação clínicada
doença de Chagas. Entre os 86 chagâsicoss as formas indeterminada da
doença de Chagas ( FIDC ) e cardiopatia chagâsica crônica <(CCC)
foram as mais predominântes, conforme mostra a figura e7. Na tabela

9? estão expostas as prevalências específicas dos fenótipos de hapto­

globina relacionados com as diversas formas da doença de Chagas.As
análises estatísticas revelaram que o valor de Xôbs=5,793, eo
coeficiente de contingência corrigido é igual a 0,;3076. Por estes
dados concluímos que os fenótipos de haptoglobinas independem das
formas de manifestação da doença .
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TIPOS DE HAPTOGLOBINAS

À chagasicos

& controle À
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CHAGÁSICOS CONTROLE "A" CONTROLE "BE"

É

Figura Ré. Proporção dos fenotipos de haptoslobinas em chagásicos e

grupo controle "A”“”,.
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Tabela 9. Fenótipos de haptoglobinas nas diferentes formas de mani­

festação da doença de Chagas.

(21,21) 14 (42,42) ie (36:36) 533

indeterminada

megacólon (30 ) | ( 50) (eo

megaesôfago o (14,28) j (71,42) (14,28)

cronicidade mista (16:66) Cc 50 ) (33:33)

cardiopatia
|

(36) 66) (43,)33)

controle À (16,66) (53,70) (29,62)
controle B = (17,30). — (48,70). (30376)
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FORMAS DA DOEMS

38.0% FIDC

CCC 35,0% =,

Fioura 87. Porcentseem de ckhegásicos separados

festação dae doenca.

FIDCE ­tforma indeterminsoa da doença de

“Cardioratia chagâsicas Cronicas

­Megacólon chacgbsico

­Megacblon chkagêâsico

­Cardiopatis MiSte
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V. DISCUSSÃO

O presente trabalho consistiu da análise de pessoas com

doença de Chagas; comparadas com grupos controle "A" “composto por
usuários do Instituto Adolfo Lutz de São José do Rio Pretos com
sorologia negativa Para doença de Chagase grupo controle “"B” ­
formado por estudantes de segundo grau sem doenga de Chagas.

Na análise geral observou­se que a hemoglobina A, au­
mentada foi prevalente entre os chagásicos quando comparados com os
o

“grupos controle “A” e "B”; conforme mostram a tabela 1 e figura 93; e
a análise matemática mostrou que esta diferença foi estatisticamente
significante ( XÓ=85,45 ; XÉ,S%X= 5,991 ) |

Para afastar a possibilidade de que o aumento de hemoglo­
bina A, estivesse relacionado à talassemia beta heteroziasota nos
portadores de doença de Chagas;s realizamos análises hematimétricas

que incluiram a contagem de eritrócitoss a dosagem de hemoslobinas,;
o hematbcrito e a determinação dos indices hematimeétricos HCM e VCH;

reconhecidos pela OMS como dados referenciais no diagnóstico labora­
torial das talassemias beta heterozigotas (WHO,1i782).

Outras análises indicadas pela OMS para confirmar labora­
torialmente o portador de talassemia beta heterozigota são os testes
de resistência o9lobular osmbtica em soluçãode NaCl 90,;36%; e àa
morfologia eritrocitárias os quais foram realizados em 121 porta­
dores da doença de Chagas classificados segundo a forma de manifes­

tação da doenga; Ou sejas; FIDC (forma indeterminada da doenga de
Chagas);CCC (cardiopatia chagasica crônica), MCC (megacolon cha­

gàâsico), MEC (megaesófago chagáâsico) e CM (cronicidade mista). En­

tretanto;s devido ao pequeno número das formas de manifestações
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crônicas (CCC, MCCL, MEC e CM) reunimos estes dados em dois sj3rupos

gerais: FIDC e crônicos. Nestes dois 9rupos as prevalências de

hemoglobina A, aumentada foram respectivamente 89,1 e 8,3%; mostrando
que à elevação dos valores de hemoslobina A, não estão relacionados
com à manifestação clinica da doença.

As alterações na morfologia eritrocitária foram predomi­
nantemente discretas nos portadores da doengGa de Chagas, diferindo

bastante das alterações caracteristicas observadas na talassemia

beta heterozigota. Alterações discretas na morfologia eritrocitaria
são comuns em nossa população e geralmente decorrem da deficiência

alimentars parasitoses e infecções.

No teste dê resistência globular em solução de NaCi 0,36%
verificou­se que 23,96% dos portadores de doença de Chagas apresen­
tam positividade em comparação com os grupos controle "A” (7,14%) e
"B” (16%). Este teste é seletivo para talassemia beta heterozigota
onde 97% dos portádores apresentam positividade, mas também é posi­
tivo em outras situações que causam depleção de ferro. A análise
conjunta das alterações da morfologia eritrocitária e teste de
resistência globular osmbtica sugere que estes resultados podem ser
devido às baixas condições sócio­econômicas dos portadores da doença

de Chagas; além da somatória.de alterações fisio­patolósicas que se
evidenciam nas formas crônicas desta doença.

Diante destes resultados concluimos que o aumento da
concentração da hemoglobina A, nos portadores da doença de Chagas
não se deve a talassemia beta heterozigota, sugerindo portantos uma
condição adquirida. Com esta suposição presumimos que outros fato­
ress provavelmente exógenos; Poderiam estar alterando a síntese de
hemoglobina À, nestes Pacientes, entre os quais não podemos deixar
de considerar a influência dos medicamentos utilizados.

Condições adquiridas de Hb A, aumentada têm sido relata­
das em algumas patologias como à malária causada por Plasmodium

viívaxms anemia megaloblasticas mielofibrose;s hepatite viral, esquis­

tossomose,;s entre outras (LIE­INJO e colssi971; ALPERIN e cols, 1977;

VAN ROSS e cols, 1978; NAOUM e cols, 1979; KRISHNAMOORTHY e coils,
1982). |

As presenças de outras hemoslobinas anormais entre os

três grupos estudados revelaram os seguintes fenótipos :AS, AC; SS,

CC; Hb F aumentada, Hb AB2 e Hb AH. À análise da frequência destas

hemogslobinas anormais não se mostraram significativas entre os por­
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tadores da doença de Chagas 2 os grupos controle “A” e "“B”.

Um outro objetivo do nosso trabalho foi estabelecer os
valores quantitativos de Hb Fetal e Hb A, em portadores da doença
de Chagas; uma vez que estas hemoglobinas aparecem aumentadas em

algumas patologias; como por exemplo, Hb Fetal em leucemiass e Hb A

na malária (SHIMIZU e cols, 1988; ARENDS, 1975959).

Quantificamos a Hb Fetal em Sô portadores da doença de

Chagas e 50 não chagâsicos pelo mbtodo de Betke;s e concluímos que a

média de HbF em Portadores da doença de Chagas E menor que àa
média encontrada em não chagásicos; sendo a diferença estatistica­
mente significativa (XÓ = 6,713 XC,5% = 3:90).

Para determinar os valores quantitativos da Hb A, analisa­
mos amostras de sangue de 50 portadores da doença de Chagas e 50 não
portadores; sendo que as quantificações desta hemoglobina foram

efetuadas por dois métodos, Eletroforese em Acetato de Celulose e
Microcromatografia em coluna. Por tratar­se de um experimento cruza­

dos onde os dados provêm de dois grupos (chagásicos e não chagàâsi­
cos), e realizados por dois mEtodos (eletroforese e cromatografia),
.procurou­se analisar o efeito de mEtodo e dos grupos para constatar

se haveria diferenças com relação aos métodos utilizados e entre
os grupos estudados. Pelos resultados encontrados concluímos que à
porcentagem de Hb A, obtida por eletroforese é maior que a verifi­
cada por cromatografia. Apesar disto; independente da metodologia
utilizadas confirmamos que à média de Hb A, encontrada nos chagási­
cos é maior que a médiade Hb A, obtida em não chagásicos (figura
25); sendo as diferenças estatisticamente significantes. .

O estudo específico por origem racial, classificada em
caucasóides e nesróidess, mostrou que para os portadores da doença de
Chagas as hemoslobinas anormais mais frequentes foram Hb A, aumenta­
da e talassemia alfa; sem entretanto apresentar diferenças estatis­

ticamente significativas (figura 10 e tabela &), (Xô(A2I=2,225;
Xól(tal. alfa)=0;4525;3 XC,5%=3,841). Para o grupo controle "A" as
alterações mais frequentes foram Hb AS, Hb A, aumentada e talassemia
alfa (figura 11), sendo adiferença estatisticamente significativa
somente para Hb AS nos neoróides (XÔCASI=17,723; XB(API=1,197;
XôCtal.alfa)=1,093 ; XÉé;,5%=3,841). No Grupo controle “B” a ocorrên­
cia dos diferentes fenbtipos de hemoglobinas não mostrou diferenças
entre negrôides e caucasbides (figura 12).
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Observando separadamente os caucasóides dos tres 9rupos

estudados; as Hb ÀS; Hb A, aumentada e talassemia alfa foram as
alterações mais frequentes (figura 13), sendo considerada estatis­

ticamente igual somente a proporção de Hb À, aumentada entre os
grupos controle "A" e ”"B”;s as demais proporções mostraram diferen­

ças estatisticamente significantes (quadro 9).

Entre os negróides tanto para a frequência de hemoslobi­

nas anormais quanto para os dados estatísticos houve coincidência
com os caucasbidess conforme mostra os quadros 10 e 11 e figura 14.

Í

Especificamente no caso da Hb AS; notamos diferenga na
proporção de incidência sendo esta maior entre negroides que em

caucasbides (figura 15) (Xó=20;39;] XC;5%=3;841), valores que estão
de acordo com os dados obtidos em análises populacionais para preva­

lências de hemoglobinopatias na população brasileira (NAQOUIH e cóls

19846). Para os três grupos estudados (chagásicos e controles “A” e
"B"), ocorreu' diferença na proporção de incidência de Hb AS entre
nesrbides e caucasbides; sendo que para os portadores da doença de
Chagas a maior incidência se deu em caucasbides;s diferindo dos
grupos controle “A” e “B"”" (fidura 16 e quadro 13). Embora estes

dados difiram daqueles obtidos por AZEVEDO e cols (1979) onde à
“incidência de Hb AS foi alta entreos negrbides que morreram por":

doença de Chagas;s devemos considerarque estas análises foram efe­
tuadasna Bahia, onde a prevalência de Hb AS & muito alta (NAOUM e
cols; 1986). !

S

Fa identificação de agregados de Hb H em eritrócitos é
sionificativo de talassemia alfa e apresenta frequência de 3;9% em

nossa população (CASTILHO e colss 19873; PEDROLLO, 1988). Nas anaáli­

"ses efetuadas no presgente trabalho constatamos que o grupo controle
"B"s constituido Por escolares; apresentarou prevalência de 3,0%
desta alteração genéêtica.. Entretanto o grupo formado Por portadores
da doença de Chagas; e grupo controle "A"s composto por pacientes
com cardiopatia, megacolon e megaesôfago; mas com sorologia negativa
para doença de Chagas;s apresentaram prevalência de 17% e 9% respec­
tivamente. A análise da proporção de incidência de agregados de Hb H
estimada a intervalos de confiança de 95% mostrou ser maior no
grupo chagásico; seguidos dos controles "A" e ”"B". No estudo da
prevalência de agregados intraeritrocitários de Hb H realizado

entre os pacientes chagásicoss diferenciados pela forma de manifes­
tação da doença (FIDC e crônicos) os resultados mostraram que aque­
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les com FÍIDC apresentaram prevalência duas vezes superior (22,95%)
em comparação com os pacientes com a forma crônica (11,16%). E pro­

vável que neste casos a formação de agregados de Hb H se deva àa
forma adquirida. Semelhantes evidências foram obtidas em estudos

realizados em pacientes leucêmicos e com doenças linfo e mieloproli­

ferativas (BEAVEN e cols, 1963; ANAGNON e cols, 1983; COMES e cols,

1988). Admite­se que a forma adquirida de agregados de Hb H esteja
relacionada a quimioterapia nestes pacientes (GOMES e cols, 1988), e

Para O presente estudo supomos que a alta prevalência seja devida a

outros fatoress uma vez que à maioria dos pacientes com FIDC não

recebem tratamento específicos por não apresentarem sintomas clini+

cos; enquanto que os crônicos são submetidos a tratamento diferen­
.ciado conforme o tipo de cronicidade desenvolvida.

A ocorrência de polimorfismos no locus da haptoglobina tem
estimulado numerosas investigações no sentido de se verificar possi­
veis associações entre a haptoglobina e diferentes patologias

(VOGEL, 19703; WIENER, 1970; MOREIRA, 1987). No presente estudo ana­
lisamos 86 amostras de soro de portadores da doença de Chagas,
confrontados “ com o grupo controle "A" formado por pacientes com às

mesmas caracteristicas clinicas; mas sem doença de Chagas; e grupo
controle "BE" formado por estudantes de segundo grau. A tabela 8
mostra que o fenbtipo mais frequente foi o Hp et. Comparando­se os
chagásicos e controle "A" estatisticamente os três fenótipos en­
contrados (Hp 1­1, Hp 2­1, Hp 2­2) diferem tanto no grupo de porta­

dores da doença de Chagas;s quanto no controle “A” (Xô = 41;202193
XÉs5%K = 0,103); cuja visualização gráfica pode ser melhor avaliada

­ na figura Có.

Na tentativa de estabelecer relações entre os fenótipos de
haptoglobinas e as formasde manifestação da doença de Chagas obser­
vamos ques pelos dados expostos na tabela 9; à ocorrência dos três

fenbtipos mais comuns de haptoslobinas independe da forma de mani­
festação da doenga de Chagas.
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UI ­ RESUMO

A endemia chagásica é uma das doenças tropicais mais
difundidas e gravess tornando­se um problema de saúde pública de
primeira ordem nas Américas do Sul e Central. As condições básicas
Para a transmissão da doença por si sb indicam que esta endemia &
caracteristica de áreas rurais de baixo nivel . sbcio­econômico. À
evolução da doença manifesta­se diferentemente entre os individuos

e; também; regionalmente. Diferenças de ordem individual e regional
são igualmente observadas em alouns tipos de hemoglobinas anormais e

haptoslobinas.
|

o

No decorrer deste trabalho analisamos 2.739? amostras de
sangue divididas em três grupos: Portadores da doença de Chagas
(337); grupo controle “A”­ formado por usuários do Instituto Adol­
fo Lutz sem doença­de Chagas (1.402); grupo controle "B”" constituido

por estudantes de segundo grau de São Josê do Rio Preto (1.000).

Os objetivos do trabalho constavam da:
a) análise da prevalência de hemoglobinas anormais no

grupo chagâsico.
b) Estabelecimento dos valores quantitativos de Hb A, e

Hb Fetal nos portadores da doença de Chagas.
Cc) Determinação da frequência de fenótipos de haptoglobi­

nas no grupo chagàâsico.

Todos os parâmetros foram comparados com os grupos con­
trole "A” e "EB",

Na análise geral de hemoglobinas anormais observou­se que

a Hb A, aumentada foi a mais prevalente entre os chagásicoss tanto
na forma indeterminada da doença de Chagas (FIDC) quanto na Forma

crônica. Anàlises posteriores comprovaram que este fato não se deve
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à associação da doença de Chagas com talassemia beta heterozisota,

principal causa de aumento desta hemogslobina;s e sim a condições

adquiridas, que nos estimula na continuação desta pesquisa.

Uma outra alteração que apareceu com alta prevalência
entre os portadores da doença de Chagas, foi a presença de agregados

intraeritrocitários de Hb Hs que & patognomônico de talassemia alfa.
Foi mais prevalente entre os portadores da doença de Chagas com à

forma indeterminada da doença (FIDC). Neste caso também, esta alta
prevalência provavelmente seja devido à forma adquiridas semelhante­
mente ao que ocorre em portadores de doenças linfo e mielopro­
liferativas. Este fato deverá ser melhor analisado já que os porta­

dores da FIDC;s em geral;s não fazem uso de medicamentos ou drogas que

poderiam estar atuando na alta incidência destes agregados.

Às presenças de outras hemoglobinas anormais não mostra­
ram diferenças" significativas entre os portadores da doença de
Chagas e grupos controle "A" e "B”.

|

Com relação à estimativa dos valores quantitativos de Hb

Fetal e Hb A, em portadores de Chagas; concluímos que; para a Hb
Fetal 2 mêdia foi menor em portadores de Chagas quando comparados

com o grupo sem esta patologia e a diferença encontrada foi sionifi­
cativa. Paraa Hb A, ,s; a média em chas&sicos foi maior que a média

encontrada em não chagáâsicos sendo as diferenças estatisticamente
significativas. : 2

Na análise dos fenótipos de haptoglobinas dos três mais
frequentes (Hp 1­1; Hp 2­1 e Hp 2­2) o mais prevalente tanto em

chagâsicos quanto nos grupos controle “A” e ”B" foio Hp &e­i
seguido de Hp 2­2 e Hp i­i; sendo as diferenças entre os grupos de
portadores da doença de Chagas e não portadores da patologia esta­

tisticamente significantes. Os chagásicos quando analisados separa­
damente com relação à forma de manifestação da doença, não mostraram
relaçãode dependência com o tipo de haptoglobina encontrado.

Um melhor estudo das altas prevalências de Hb A, aumenta­
da e agregados de Hb H em portadores de Chagas deverá ser realizado,

na tentativa de esclarecer possiveis interações da parasitose in­
fluenciando na síntese de 9globina.
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VIT. CONCLUSÕES

1. à) Observou­se alta prevalência de Hb A, aumentada em chagá­
sicos; e este fato não se deve à associação com talassemia beta
heterozigota;s conforme comprovação diagnóstica orientada pela DHMS,

­—b) A alta prevalência de Hb A, aumentada é cerca de 8 vezes
maior que a obtida na análise da população normal (grupo controle

B)s e 6;6ó6 Vezes nos usuários do Instituto Adolfo Lutz (grupo contro­
le À).

|

e

o

c) Guando separados por forma de manifestação da doenças OS
chagâsicos com forma indeterminada da doença de Chagas (FIDC): não
mostraram diferenças com relação aos crônicos (cardiopatias­CCC;s

megacolom­MCC; megsaes0fago­MEC e cronicidade mista­CM); para este
tipo de hemoglobina alterada.

|

d) Provavelmeáte este aumento de Hb A, em chagásicos se deva a
condições adquiridas, entre as quais poderiamos citar os

medicamentos utilizados. Por outro lado E paradoxal que os pacientes
com FIÍDC;s que na grande maioria não recebem tratamento especifico

Por não apresentarem sintomas clinicoss +Japresentassem valores de

prevalência de Hb A, aumentada semelhantes aqueles com as formas
crônicas da doença. Neste caso podemos considerar que algum Fator
resultante da interação da parasitose poderia influenciar na síntese

de globina. !

PC. As presengas de outras hemoglobinas anormais cujos fenótipos
encontrados foram ÀS, AC; SS, CC, Hb PF aumentada, Hb ABL e Hb AH,

não mostraram diferenças significativas entre os portadores de Cha­

gas e os grupos controle "A" e "B”.
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3. A quantificação de Hb Fetal nos portadores da doença de Chagas

mostrou média menor quando comparada com o grupo de não chasásicos,

sendo a diferença estatisticamente significativa.

4, Para a Hb A, a verificação dos valores quantitativos foi reali­
zada por dois métodos, eletroforese e cromatografias nos grupos de

chagásicos e não chagásicos.: Concluímos que a­Hb A, estava aumentada
nos chagásicoss em ambos os métodos.

5. Com relação ao estudo das hemoslobinas anormais nos três grupos

estudados, classificados por origem racial em caucasóides e negrói­

des, as hemoglobinas mais frequentes foram:

a) No grupo chagàâásico ­ Hb A, aumentada e talassemia alfa, sem
apresentar diferenças significativas entre negróides e caucasóides

b) No grupo controle “A” ­ Hb AS, Hb A, aumentada e talassemia
alfa; sendo a diferença significante somente para a ocorrência de
Hb AS em negrbides.

, ec) No grupó controle “B”; a ocorrência dos diversos fenótipos de
“hemoglobinas não mostrou diferenças estatísticas entre negróides e
caucasbides.

6. a) Para a Hb AS a proporção de incidência foi maior em nesróides

que en caucasóides; Valores que estão de acordo com os dados de
análise em nossa população.

—b) Para o grupo chagásico; a maior incidência de Hb AS foi
encontrada entre caucasóides, diferindo dos grupos controles “A” e
"B". Estes dados diferem daqueles obtidos em outras análises onde a

incidência de Hb AS foi maior em chagâsicos negros; provavelmente
por ter sido analisada uma população negrbide com alta incidência de
Hb AS.

'

7. Encontramoss tambéms alta prevalência de agregados intraeritroci­

tários de Hb H em chagásicos.

a) A proporção em chagásicos é 59;6 vezes maior que a encontrada

no grupo controle "B” e 1;68 vezes maior que no grupo controle "A".
b) GOuando os portadores de doença da Chagas foram analisados

separadamente pela forma de manifestação da doenças aàa maior preva­
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lência foi encontrada em portadores da FIDC (forma indeterminada da
doença de Chagas).

— c) Esta alta prevalência de agregados de Hb H provavelmente seja
devido à formas adquiridas e não hereditárias como no caso da talas­

semia alfa, fato semelhante ao que ocorre nas doenças linfo e mielo­
proliferativas.

|

d) Os fatores que estariam atuando na elevação da porcentagem de
agregados* de Hb H em chagâsicos devem ser melhor esclarecidoss jà
que os pacientes na FIDC quase não fazem uso de medicamentoss OS
quais poderiam influenciar no aparecimento da Hb H,.

8. Com relação ao estudo dos fenótipos de haptoolobinas em porta­
dores da doença de Chagass conciuímos que:

a) O fenótipo mais prevalente foi o Hp 2­1 seguido de Hp 2­2 e

Hp 1­1. O mesmo ocorreu nos grupos controle "A" e "B”.
bb) A diferença de proporção de incidência nos ocrupos estudados

foi estatisticamente siginifiíicativa .

c) Chagásicos classificados. pela forma de manifestação da doença
não mostraram .relações de dependência com o fenótipo de haptoslobina
o

encontrado. : ' ED
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VIII. SUMHARY

Endemic. Chagas disease is one of the most widespread and

serious tropical diseases; being a public health problem of the

first order in South and Central America. The basic conditions for
the transmission of this disease only indicate that it is
characteristically endemic in rural areas oOf low social economic

levels. The evolution of the disease manifest itself differently

among different regions. Differences of an individual or regional

order are also observed in some types of abnormal hemoglobins and

haptoglobins.
|

In this work we analyzed 2.739 blood samples divided in
three groups! carriers of Chagas disease (337); control group "A",
composed of patients of the Instituto Adolfo Lutz without Chagas
disease (14.408); control group “Bs composed of secondary school

students of São José do Rio Preto (1.000).

“The objectives of this work are: +

a) Analuyze the TfTrequency of abnormal hemogiobins in the
group with Chagas disease.”

b) Establish the quantitative values of the HbA, and Hb
Fetal in the carriers of Chagas disease.

|

ce) Determine the frequency of phenotypes of haptoslobins

in the group with Chagas disease .
| Are the parameters were compared with control groups “A”

and “BB”.

In the gseneral analysis of abnormal hemogslobins it was
observed that increased Hb A, was most prevalent amons suffers of
Chagas diseases, both in the indeterminate (FIDC) and the chronic

forms of disease. Later analyses proved that this fact was not due
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to the association of Chagas disease with heterozygotic Beta
Thalassemia; principal cause of the increase of this hemoglobins; but

instead to acquired conditionss which stimulated the continuation

of this research.

Another alteration uJwhich is agoregatyes of Hb H, which
is pathognomonic of Alpha Thalassemia. This was most prevalent among
the carriers with the indeteminate form of the disease (FIDC). In

this case, similar to that which occurs in carriers of lynphatic
and mieloproliferative diseases, the high prevalence is probably due
to the acquired form. This fact should be better analysed since the
carriers of FIDC;sin generals do not use medication or drugs which

could be respondible for the high incidence of these aggregates.
The presence of other abnormal hemoglobins does not show

significant differences between carriers of Chagas disease and

control groups.
| With relation to the estimate of the quantitative values

of Hb Fetal and HBA, in carriers of Chagas;­ we conclude that the
mean was lower in carriers of Chagas for Hb Fetal when compared
with the group without this pathologs anú that the differance
encountered was significant. For Hb.A, » the­mean in sufferers of
Chagas was larger than the mean encountered in non suffererss the
differences being statistically significant.

In the analysis of the phenotypes of haptoglobins oF the
three most frequent ( Hpi­1, Hpe­1 and Hpoe­e) the most prevalent,
both in sufferers of Chagas and in the control group “A” and "B",
was Hpe­1 followed by Hpe­2e and Hpi­1i, the differences between the
groups of carriers, of Chagas disease and non carriers of the
Patholosy being statisticalls sionificant. The sufferers crf Chagas,
when analysed separarately with relation to the form in which the
descase was manifesteds revealed no dependence relation with the
type of haptoglobin encountered.

À better study of the high prevalences of increased Hb A,
and aggregates of Hb H in carriers of Chagas should be realized in

an attempt to clarify possible interactions of the infection which
influences the synthesis of hemoglobin.
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