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" Ear~ meados Jde agosto de 1¥V8S recebemos para andlise de
hemoglodinopatias uma  amostra de sangue que revelow o aumento  da
concenfragde Jda Hbra  sems entreftanto. apresentar nenbum Iadlcio o
talassemia beta heterozigofa - & priacipal causa de elevagio dJdeséa

fragio hemoglobinica. Ao splicitfarmes a pressngd da pessold analisa-

das vErIfIcamos Que & mEsma £ra porfadora e ga g Chagas. £35&4

fafo nos Jdesperfou inferesse 'para realizarmos semelhante feste

outros chandsicos. s resualtados seguintes v.:'eram: <:om§rovar JUE A
porcentagem aprecidvel de chagdsicos apresentava nfveis de  HHA,
aumentados. A partir desta evidéncia inicial idealizamos um projeto

ge pesqulisa que resulfou no presente frabalbo.
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1. INTRODUGKO
I.1i. Hemoglobinas

I.1.4. Estrutura, fungéo e ontogenia das hemoglobinas
husmanas normais. .

A hemoglobina & uma protelina globular e oligomérica,
presente nos eritrdcitos de vertebradoss tendo como principal fungdo
o transporte -de oxigénio para os tecidos. Quimicamente & composta
por um pigmentos; © grupo hemes e uma proteina, a globina. O heme é
formado por um atomo de ferro situado no interior de uma estrutura
porfirinica que o mantém no estado ferroso e lhe dd a cor vermelha,
caracteristica da hemoglobina. O transporte de oxigénio pela hemo-
globina estda baseado na capacidade dos seus atomos de ferro combina-
rem reversivelmente com o oxigénio molecular. Estruturalmente o
grupo heme e o aminodcido ao qual o ferro estd ligado sdo os mesmos
em todos cs tipos normais de hemoglobinas; mas suas afinidades ao
oxig®2nio podem ser afetadas quando ocorrem contatos anormais entre

as subunidades a3lfa e beta que constituem a molécula de hemoglobina

_ (BELLINGHAM, 1976).

A globina & formada por dois pares de cadeias polipepti-
dicas que totalizam 574 aminoicidos (a.a.). Duas das cadeias que
formam o tetridmero, com 141 a.a. s3o denominadas de tipo alfa (o ,T)

e as outras duas com 1446 a.a.sconhecidas por tipo beta (85 v s ds€).

As combinag®bes entre as cadeias do tipo alfa e do tipo beta resultam

em moléculas de hemoglobinas distintas, e que s3o sintetizadas em
diferentes fases do desenvolvimento humano (BAGLIONI, 194625 MANIATIS
e cols.s 198@).
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Ontogeneticaﬁente, na especie humana, as primeiras molé-
culas ' de hemoglobinas embriondrias sdo produzidas nas ilhotas san-
guineas que se desenvolvem no saco vitelinico, precedendo o desen-
volvimento da circulagdo sanguinea e estabelecendo as trocas gasosas
que sdo realizadas através da placenta.

A sintese dos diferentes tipos de hemoglobinas! embriond-
riass fetal e adultas, obedecem a um controle genético que envolvem
genes tipo alfa ativoss presentes no cromossomo 16, e genes tipo
beta ativos, presentes no cromossomo ii. As hemoglobinas embriond-
rias sdo sintetizadas até atingirem o seu maximo, que acontece por
volta da décima segunda semana do desenvolvimento intra-uterino
(Figura {a). Apds este periodo ndo ocorre mais sintese de hemoglobi-
nas embriondrias,; sendo estas substituidas pela sintese de hemoglo-
bina Fetal (HbF), apds o terceiro més de Qestaqio, e que predomina
entre 90 e 100% (Figura 1b).

A hemoglobina A (HbA) comega a ser sintetizada a partir
da décima semanas mantendo-se em niveis n3o superiores a 10% até a
trigésima semana. Ao nascimento, as hemoglobinas Fetal e A atingem
80% e 204 respectivamente, e a hemoglobina A, (HbA, Jatinge o seu

nivel ideal prbximo ao nascimento. & partir do sexto més apbs o

nascimento as hemoglobinas A F e A, chegam as suas concentragbes

normais (Figura ic).

J.1.2. Hemogslobinopatias e talasserias

Anomalias genéticas podem afetar a sintese de uma ou mais
cadeias globinicas. Pelo fato da HbA apresentar a maior concentragio
no adulto, mutagdes que afetem a produgdo, estrutura ou fungdo das
cadeias alfa e beta podem causar doengas com alteragdes fisiopatolb-
gicas importantes; e que s3o diferenciadas em duas categorias: as

'Fcnoglobinns varizntess onde proteinas anormais sdo produzidas pela
substituigdo de um ou mais aminodcidos nas cadeias polipeptidicas; e
as talazseemiasy em que 2 sintese de uma das cadeias & parcial ou
estd totalmente suprimida, sem que a estrutura seja afetada.

Estes dois grupos dg alterag8es moleculares sdo causadas
por mutagdes recessivas e sdo herdadas de acordc com as leis mende-
lianas. 0 individuo homozigoto apresenta o gene alterado em ambos

cromossomoss e os heterozigotossem apenas um dos cromossomos. Porta-
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_PERIODO___EMBRIONARIQ

TIPOS DE  Hb CONCENTRAGOES
L e Wb GOWER 1 20 - 40 %

24
£5Y, Hb PORTLAND - 20 %

& €5, Hb GOWER 2 -20 %

W :
7 ry2 YZ FETAL 40 %

CR-16 CR-1

PERIODO __ FETAL

TIPOS DE Hb v ' CONCENTRAC%ES

0sYo Hb FETAL 90 - 100 %

0,232'“ A 0-10 %

65 Hb  Ag 0 -1 %
IHQ
CR-16  CR-11

TIPOS DE Hb CONCENTRAGOES

aypy Hb A ' % - 98 %

i
@369 Hb  Ag 25-37 %

Uyfo Hb FETAL . o -1 %

CR-16 CR-11

c

LESENDA

- ATIVO
D - INATIVO

Figura 1. Formagdo das hembglobinas_humanas nos diferentes periodos
do desenvolvimento.
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dores heterozigctos ndo aepresentam os sintomas da doenga =2 sic
detectados por testes especificos.

Anemia falciforme e taiassemia homozigota afetam milha-
res de pessoas na Africa, Mediterr3neo e Asia central (KAN, 1989).

Das centenas de mutagBes que afetam tanto a cadeia alfa
como a cadeia beta da hemoglobinay, a mais importante & aquela que
causa a anemia falciforme. A mutagio que produz a célula falciforme
ocorre no sexto aminoacido dos 1446 que formam a cadeia beta da
globina humana. O aminodcido normal nesta posig3ps ou sejas o 3cido
glutdamico, e trocado por valina como resultado de uma permuta de
bases no codon é do gene corresbondente. Esta mudanga de um Jdnico
aminoacido modifica a propriedade da molécula da hemoglobina e causa
sérias consequéncias fisiopatolbgicas .Quando esta molécula anormal
se encontra em condigbes de baixa tensio de oxigénio fo;mam—se
fibrilas «que fazem com que a célula se torne mais rigida alterando
sua conformag3o bicdncava para a forma falcizada. Com este formato
as células ndo fluem Iivremenfe POr pequenos vasosy OS quais se
tornam obstruidos . Os individuos afetados sofrem crises dolorosas,
danos em oOrgdos vitaiss e a anemia hemolitica sobrevem como resulta-
do da rigideé da célula falciforme que ¢ prematuramente sequestrada
da circulagio (ALAVI, 1984). '

As talassemias s3o divididas em dois grupos principaiss
denominados alfa e betas,; dependendo da cadeia globinica que é sinte-
tizada em quantidades anormais (WEATHERALL & CLEGG, 1981).

Estas alteragles genéticas apresentam quadros clinicos e
hematoldgicos varidveis os quails dependem do estado em que se mani-

festams; ou seja: formas heterozigotasintermédia ou homozigota. Sob o

ponto de vista genético ac talassemias s3do classificadas em hetero-

zigotas, homozigotas e interativas com outras hemoglobinas variantes
(WHO, 198235 KAN, 1989). '

~classificagéio da talassemia 2l fa

Até 1970 os fatores determinantes da talassemia alfa
podiam ser definidos somente em termos de seus efeitos no quadro
hematolbgico, (VCM- Volume Corpuscular MédiosHCM- Hemoglobina Cor-
puscular Média, taxa de sintese de cadeias alfa e beta). A partir
desta data outras técnicas foram introduzidass; especialmente a sin-
tese de globina, permitindo a diferenciagdo em portadores sdos de

talassemia alfa, de doenga de hemoglobina Hy e com sindrome de
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hidropsia fetal (Quadro 1). HoJje & possivel oferecer uma classifi-
cagao mais especifica, J&a que alguns dos defeitos moleculares basi-
cos foram identificados (Quadro 2). i

A nomenclatura para as talassemias alfa que n3o permitem
produgdo total de cadeia alfa pelos genes alfa s3o referidas como
a’~talassemias,e aquelas nas quais a sintese & reduzida s3o denomi-
nadas por ot- talassemias, tornando a classificac%o das talassemias
alfa semelhante a das talassemias beta. Tanto o’ quanto attalassemias
poderdo ser futuramente subdivididas dentro de tipos com delegdo e
n3o-delegdo (WHDO, 1987).

0O hapldtipo normal da globina alfa é representado por aas
sendo oS5 genes al e al respectivamente. Um individuo normal tem o
genbtipo ao/ac . Uma deleg3o envolvendo um (-0 ) ou ambos (- =)
genes alfa pode ser identificada pelo tamanho do segmento envolvido
assim -a indica uma deles¥o de 3,7 Kb de DNA incluindo o gene
alfa. Quando o tamanho da delegdo ndo estd bem estabelecido, se
utiliza da origem individual ou geogrdfica do portador. Assim --med
define uma delegao que envolve os dois genes alfay; 1identificada
inicialmente em individuos de origem Mediterrdnea.

Hapldétipos de talassemias alfa com os dois genes intactos
sfo indicados por ao' . Quando o defeito molecular & conhecido como
no caso da Hb Constant Springs a representagido deve ser mais comple-
ta, (WHO, 1987).

Conclui-se ent8os que tanto mutagdes com delegdo como as
sem delegdo causam alteragdo na expressdo dos genes aifa da globina,
e que sao muito comuns. Delegles parecem ocorrer frequentemente por
“ctrossing over” desigual. O triplo gene alfa ndao apresenta vantagenm

seletiva; e sua ocorréncia relativamente frequente indica alta inci-

déncia de “crossing over” desigual entre os dois loci do gene alfa
(WHD, 1987). '

~clagsificagfio das talassemizas beta

As talassemias beta s3o mais heterogéneas que as talasse-
mias alfa. Muitas delas s3o hoje bem conhecidas a nivel molecular e
estdo resumidas no Quadro 3.

De maneira geral sdo divididas em 80— talassemiass onde

nfo h3d sintese de globinay; e PRB*'- talassemias, onde a produgdo de
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Gzzdro §.

Caracterfstica dos principais tipos de talassemia alfa.

Corpos
de inclus3o
de b H (X)

No. de genes niveis de
alfa Hb Bart
funcionantes ao nascimento (X)

Fenbtipo

Taxa de Haplbtipos genbtipos

sintese

de glechina o/ B mais freq.

4 0 NENHUK

a'l-
TALASSEHIA
(trago)

af
TALASSEHIA

(trago) DCASIONAL

DOEHGA DE

Hb H KUITDS

HIDROFSIA

FETAL PRESENTES ~ {f@-129

~i,ﬂ

reduzido 8,9

_ Hodificado de WHO - 1987
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Quadro 2. Classificagdo molecular das talassemias alfa.

a®Talassemias:sem produgdo de
cadeias alfa
- ambos os genes alfa
deletados-7 tipos
-~ somente um gene a]fa

deletado - 2 tipos

ot talassemiasi!- sintese reduzida

de produgado

- por deleg3o:(1 gene alfa
deletado )
alfa 1 deletado
alfa hibrido
outra
ndo delegdo

gene alfa intacto

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

caracterizadas.

Tipo de Talasseaia
No.

ou Hb Anormal

Frequéncia

Base

Holecular

{ Persisténciay® yatipo {
Hereditdria vy 8y 3tipo 2
de HbF(FHHF) Hb Kenya

2 Talassemia Y8 Y2
delta,beta o8

o8

3 Hb Lepore Hollandia

Faltimore

Boston

4 Talasseaia
beta com A,
normal,

branda

5 Talassemia

beta com A ,

normaly
Severa
6 Talassemia B°

branda Indiana

7 Talassemia B°
branda Britanica
8 Talassemia B°

SeveTa Italiana

raro

raro

raro

Taro

raro

raro

raro

raro

Taro

comum

delegao de B+ o+ 4000 pares de bases
delegao de B+0+ 9000 pares de bases
fusdo de Y% com B

delegao de B+ /20

delegdo de genes B, T, Y2

inversao de Y por segmento de O + 2 Dlelegdes

fusao 50 o B
fusﬁo 86 o B

fusao {160 B

nao conhecida

nao conhecida

delegao de 600 pares de bases no final do
gene a 5'

iniciagao da sintese de

atraso na

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

RNAm B -




L 5

CGuadro 3 (continuagio). Base molecular para as hemoglobinopatias beta melhor caracterizadas.

Tipo de Talassemia
Frequéncia
ou Hb Anormal

Base

Holecular

9 Talassemia B°

cevera Italiana,

Grega
10 Talassenia B°

SEVETR Chineses

i 17
"Gardinian” comum B

{1 Talassemia B° comum na

SEVETA Ferrara localidade

12 Talassemia B

severa Mediterranea conmun

§3 Talassemia. B++ moderadamente

branda Nearo comum

i4 Hb E comum na
localidade
comun

comum na

localidade

g3 final da mutagdo ( sem sentido )

Lys final da nutagio ( sem sentido)

atraso no fator de iniciagio da proteina B

Sitio de "splice” adicional gerado no pe-

queno intron

Nao conhecida
26 BGLU- - LYS
(+ mutagao talassémica)

6 B GLU - VAL

6 B GLU - LYS

¥ I.H.: Identificagido Molecular

Kodificado de WHD ({987)

2 3 4 5 6 7
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10
cadeias estd reduzida. Alguns estudos definiram os sub arupos de
talassemias 8' e 8" , onde o nivel de hemoglobina A, & 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 o homozigotos ou os portadores do estado hete-
rozigoto das talassemias B°, e das formas graves de talassemia B,
apresentam anemia acentuada que os tornam dependentes de transfuséo
de sangue na primeira inf3ncia, mas alguns pacientes apresentam
manifestagdes moderadas ou levess; sendo classificados clinicamente
como portadores de talassemia intermédia.

A cldssica talassemia beta maior (a talassemia homozigo-
ta) geralmente apresenta anemia grave nos primeiros anos de vida. As
alteragbes decorrentes de uma talassemia beta maior se caracterizam
por anemia com taxa de hemoglobina abaixo de 7,0g9/dl, atraso no
crescimentos anorexia,; wurina escuras, sonoléncia,; febre e vOmito. A

- hepatoesplenomegalia pode ou n3o estar presente, mas geralmente
aparece progressivamente. H& «casqgs em que ocorrem alteragdes na
medula bssea, -Fraturas patolbgicas e sobrecarga de ferro de origem
gastrointestinal. A morte em c?iangas com 1 a 6 anos é geralmente
devida a infecgdes ou insuficiéncia cardiaca. Os eritrdcitos apre-
sentam visivel variagdo na forma e no tamanho, hipocromia, .células
nucleadas e reticulocitose.

0 padrd@o de tipos de hemoglobinas no homozigoto RB° con-
siste de predominio de HbF (92-98%), HbA, em niveis reduzidos,
normais ou elevados,; e auséncia de HbA. Para os homozigotos 8 a
concentragdo de HbLA varia de 10-25% e a de HbF entre 70 e 95%; na
forma 8" <(negro) aparece anemia com valores de hemoglobina entre
7@ e 11,0 g/dl, com 20-40% de HbF, ‘Hbﬁz em niveis normais ou’

'discretamente aumentados e HbA 60-80X%. :

Os heterozigotos para talassemia beta s3o0 muito heterogé-
neos e a caracterizag3o por um lUnico método deve ser excluida.
Entretantos com raras excegBes todos os heterozigotos apresentam as
seguintes caracteristicas: anemia de grau discreto que varia com o
tipo do trago talassémico; baixos indices hematimétricoss nos quais
o HCM ¢é o mais significante (Quadro 4); alteragSes moderadas na

mor fologia eritrocitdria; especialmente devido a eritrdcitos micro-

citicos e hipocréfmicos; aumento da resiténcia g9lobular osmdtica em
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Quadro 4.

Dados hematoldgicos da cldssica talassemia beta

heterozigota.
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solugdo NaCl a 9,36%, teste seletivo que ¢ positivo em 97% dos casos
de talassemia beta heterozigota (SILVESTRONI-BIANCO, 1975); outros
valores adicionais, 1incluindo a biosintese de globinas, poderXo ser
observados no Quadro S.

1.1.3. A hewmoglobina A,

A hemoglobina A, ' (HbA, ) foi identificada em 1955 como
um componente hemoglobini;o normal que se apresentava em quantidades
minimas (KUNKEL & WALLENIUS, 1955). Atualmente sabe-se que esta
hemoglobina & composta por um tetrdmero formado por duas cadeias
alfa e duas cadeias delta (a, 6§,) e comega a ser sintetizada na
espécie humana no periodo fetal, atingindo seu 4pice prbximo ao
nascimento (WOOD e cols., 1978). Apbs o sexto més de vida seus
niveis se estabilizam entre 2,5 a 3,7%.

Nos césos de talassemia beta heterozigota, os aumentos de
HbA, tem sido verificados em 93% dos portadores, cujas concentragdes
variam de 3,5 a 7,0% (WHO, 1982). -

0 decréscimo de HbA, é observada em algumas patologias

,
como: anemia por deficiéncia crdnica de ferroj 1leucemiaj anemia

apldstica devido a exposigio crdénica ao benzenoj; em -crianqas com
parasitemia frequente por maldria, geralmente por Plasmodium
falciparum, onde esta patologia induziria a uma defici2ncia de ferro
pelas constantes crises hemoliticas (WASI e cols., 19713 AKSOY e
cols., 19725 ALPERIN e cols., 19773 WEATHERALL & CLEGG, 19813 WHO,
19825 WILLCOX e cols., 198S3HERCBERG e cols.s1984). i

0 aumento na concentragdo da HbA, tem sido observado nas
seguintes patologias: anemia megalobldstica devido a deficiéncia de
folato ou vitamina B 12 3 em alguns casos de: mielofibrose, hepa-
tite viraly esquistossomoses; maldria por Plasmodium vivax, eritro-
leucemia, hipertireoidismo e em receptores de tecido hematopoibtico
fetal (LIE-INJO e cols., 19715 ALPERIN e cols., 19773 VAN ROSS e
cols., 19785 NAOUM e cols., 19793 KRISHNAMOORTHY e cols.s 1982).

Para muitas destas situagBes, a relag3o entre o aumento
da HbA, e o tipo de patologia ainda permanece obscura. Especialmente
com referéncia a maldria, a elevag3ao da concentragio de HbA, poderia
ser indicativo de uma reagfo mais generalizada do organismo contra o
processo infecciosos 1incluindo outros sintomas além do imunoldgico.

Outra possibilidade seria a preferencia seletiva dos parasitas da
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Gmdro 5. Tipos mais comuns de talassemia beta.

TIPO DE TALASSENIA

HOKOZIGOTO

HETEROZIGOTO

Bﬂ

B+ (Hediterraneo)
B+ (negro)

g* (tb &, normals tipo {;
silenciosa )

g oup %Hb A normal tipo 2)

talassemia maior
Hb F=92 - 98X ; Hb A, = 2-BX

talassenia maior
Hb F = 70-95%

talassemia intermbdia

. Hb F = 20-40X

Hb A, = 2-5 &

talassenia interrédia branda
Hb F =16 - 30 %
Hb A, =5 X

provavelmente talassemia maior

talassemia menor
Hb ﬂz =30 - 7,08 o/ B=2/1

talassemia menor
Hb A, = 3,5 - 7,084
a/B= 2/1

talassemia wmenor
Hb &, = 3,5-7,8 &
a /8 = 1,2 -3,6 lid

normal
a/B= fs2-14,5/71

talassemia menor
tb A, normal
a/f =2/ 4
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malaria por celulas com baixa gquantidade de Hbe (ARENDES, 1975).
I.1.4. A hecoglobina Fetal

A hemoglobina Fetal (HbF) & formada por duas cadeias alfa
e duas gama (O, Y,).

Os genes duplicados de cadeia gama no homem produzem dois
tipos de polipeptideos que diferem por um simples aminoicido: glici-
na ( y& ) ou alanina (y2 ) na posigdo 136 da cadeia (SCHROEDER " e
cols., 1963). '

No periodo fetal a proporgdo dos dois tipos de HbF ye e
Y2 ) é 7:35 ao nascimento ¢ de 3:1 e apds os seis meses,; a pProporgao
estd em torno de 2:3. Aproximadamente um tergo dos individuos mantém
2 proporg3ao do nascimento na vida adulta (WEATHERALL & CLEGG, 1982).
As andlises das relagdes Y8/y2 em vdrias condigdes adquiridas -e
herdadas,; associadas com aumento de HbF na vida adulta, tém mostrado
variagbes 5 sem entretanto, estabelecer um padr3o.

A HbF apresenta niveis normais de © a 1%. Aumentos desta
concentragdo até 5% tém sido observados em alguns casos de talasse-
m{g__beta hetérozigota (Quadro S)s e aparece bastante aumentada nos

de talassemia beta homozigota.Valores elevados s30 também
verificados na persisténcia hereditaria de hemoglobina Fetal (PHHF),
onde a produg3do de HbF permanece apbs o periodo neonatal, sem causar
danos hematolbgicos e fisiopatolbgicos para o seu portador (CHARACHE
& CONLEY 1969). Ha evidéncias de que a persisténcia hereditaria de
hemoglobina Fetal seja uma forma muito discreta de talassemia, onde
ocorre um desequilibrio minimo entre as cadeias sintetizadas e uma
compensag3o quase completa da cadeia beta deficiente pela produgido
_Eg cadeias gamajsoriginando o aumento de HbF ( TUAN e cols ,1980).

A sintese de Hb F pode peréistir além do periodo neona-

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

S/talassemia beta.

A produgdo pode ser reativada em algumas doengas adquiri-
dasy; como anemia apldstica,; leucemia mieldide crdénica juvenil, ane-
.mia refratdria com hiperplasia de medulas hemoglobindria paroxistica
noturna, mieloma mdltiplosy leucemia linfobldstica aguda,; e maldria
por Plasrodium falciparum (SHIMIZU e cols., 1988).

Icm 1 2 3 4 5 6 7 unespwl 12 I3 14 1& L& A7 18



I1.1.5. Distribuigdo gecgrifica das hemoglobinopatias e

talassesias ;
Uma caracteristica das hemoglobinas humanas é sua distri-
buigdo heterogénea em diferentes populagdes do mundo. Entre as

hemoglobinas variantes destacam—-se os tipos Sy Cy E e D. As hemoglo-

binas S e C s3o0 encontradas com maior frequéncia na Africa, enquanto

as diferentes formas de talassemias predominam na regi3o do mar
_ﬂediterr%neo (tipo beta) e nos povo; .asi&ticos, mediterraneos e
_negros africanos (tipo alfa).

As populaq6é5 latino americanas compreendem cerca de 440
milh8es de habitantes com variagdes étnicas oriundas dos cruzamentos
entre Indios e colonizadoress espanhdis e portuguéses, e posterior-
mente com o negro africano. Analisando-se separadamente cada pais
distingue-se claramente as influéncias caucasbides dos colonizado-
‘res ou negrbides dos escravos. Desta forma distingue-se os diferen-
tes- tipos de hemoglobinas que sd3o mais prevalentes dependendo da
miscigena¢ao do pails.

As _populaqﬁes brasi}eiras caracterizam-se por apresentar
grande heterogeneidade genética derivada da contribuig8o que 1lhes
deram seus grupos raciais formadoress também muito diversificados, e
dos diferentes graus de intercruzamentos nas varias regiBes do pais.
Desta maneira a distribui¢3o das hemoglobinas anormais no Brasil
estd intimamente relacionada as etnias que compfem nossa populagdo,
jd que andlises realizadas em indigenas "puros” mostrou auséncia de
hemoglobinopatias (SALZANO & FREIRE MAIA, 19473 NAOUM e cols.s
1979).

Estudos realizados em 82.357 pessoas de 49 cidades dos
Brasils tendo como objetivo determinar a preval&ncia de hemoglobinas
anormaiss mostraram <que as frequéncias deste tipo de patologia
hereditaria foram de 3,68% na populagio total anélisada; sendo 2561/
em caucasbides e 6435% em negrbides. Entre as 3.030 hemoglobinas
anormais identificadas 990,09% foram variantes moleculares e 9,904
talassemias (NAOUM e cols.y; 1986) (figura 2).
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I.1.6. Hamoslobinas anormais # doensas

A distribuigdo geogrifica das talassemias e falcemias, ja

ha algum tempo, tém induzido & especulag3o de que forneceriam alguma

vantagem seletiva contra malaria. Altas prevaléncias de HbS, talas-
semia beta e talassemia alfa que ocorrem quase que exclusivamente
dentro do “cinturdo da maldria” suportam a hipdtese de que a pro-
tegdo contra esta doenga parasitdria constitui o fator responsdvel
pela presenga aumentada destas alteragdes (ALLISON, 194643 FLINT e
cols., 1984).

Os homozigotos para hemoglobinas anormais morrem prema-.
turamente acarretando um equilibrio na perda de genes. 0s heterozi-
gotos tornam-se mais adaptados ao ambiente malarigeno. A existéncia

" de um Gnico locus por genoma haplbides no caso da HbS e talassemia
beta, torna o efeito fenotipico das mutagBes neste locus t3o drasti-
co que portadores heterozigotos podem ser identificados sem equivo-
coy por este motivo torna-se facil associar estas patologias a
malaria.

Para a talassemia alfa a grande diferenga observada em
locais onde a malaria & hiperendémica por exemplos, norte da Nova
Guiné ( com 81,04 de talassemia alfa ) e em ilhas vizinhas onde a
transmissdo da maldria ndo ¢ regular (auséncia de talassemia alfa)
sugere a hipdtese da selegao preferencial ao invés da deriva genéti-
ca (OPPENHEIMER e cols.s 1984). 0Os homozigotos tinham uma taxa de
parasitas em seus eritrbcitos muito mais alta que os heterozigotos
apesar da infecgdo nos homozigotos ser menos graves quando comparada
com individuos sem a talassemia.

Apesar de todos estes fatos a favor, o coeficiente de
seleg3o ainda permanece obscuro e portanto requer estudos mais
especificos para o seu esclarecimento.

. Aindas em relagdo a maldria, alguns estudos in vitro
mostraram que monbcitos fagocitam mais eritrbcitos infectados por
Plasmodium falciparum contendo HbE (HbAE ou HbEE) do que aqueles com
HbAAs; provavelmente devido a alteragdes na superficie da membrana.
In vivo poderia dar aos portadores de HbE uma vantagem sobre os ndo
portadores,; o que poderia contribuir para balancear polimorfismos do
gene anormal (BUNYARATVEJ e cols.sy 198464).

Vdrios estudos tém sido feitos tentando relacionar fend-
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tipcs de hemogiobinas a algumas doengas, como Chagas e hanseniase,

mas sem dades significantes estatisticamente (AZEVEDO e cols.; 1979;
RAMALHO, 198335 OLIVEIRA e cols., 1988).

1.2. As haptoglobinas

I.28.4. Estrutura e fungio

As haptoglobinas (Hp) sdo proteinas plasmdticas com capa-
cidade de se combinar com a hemoglobinay; ou com a globina livre,
aumentando a atividade peroxidasica da hemoglobina.

A haptoglobina e constituida por cerca de 20% de glici-
deos e sua parte proteica é formada por dois pares de cadeias poli-
peptidicas que se diferenciam pelo tamanho e composig3do dos aminod-
cidos (BLACK e cols.y; 1970). A parte proteica é representada por
duas cadeias alfa (o )y ou leves (L), e por duas cadeias beta ( B ),
ou pesadas (P),; unidas entre si por pontes dissul feto.

As cadeias beta apresentam algumas semelhangas quanto ao

tamanho e composigao de seus aminoicidos; com um total de 245 resi-

duos (CLEVE e-cols.s 1967). As cadeias alfa s3o heterogéneas em sua
estrutura e podem ser diferenciadas em dois tiposs sendo alfa |
constituidas por 83 aminodcidos e alfa 2 com 142 aminodcidos.

Das combinagfdes entre as cadeias alfa i, alfa 2 e beta
origiram-se 65 tipos mais comuns das haptoglobinas hkumanas: Hp 1-1
(a! B); Hp 2-2 (a? B) e Hp 2-1 (a'a? B) (JAYLE & MORETTI, 1962).

Estes trés tipos de haptoglobinas foram inicialmente ca-
racterizados por suas migragdes em gel de amidoj; wutilizando-se
posteriormente gel de amido/uréia-mercaptoetanol constatou-se que a
cadeia alfa i1 apresentava duas fragfes diferentessuma lenta: alfa 1S
(Slow) e outra rdpidas; alfa iF (Fast), subdividindo-se a Hp i{-1 em
Hp 1F-1F, Hp 1F-1S e Hp 15-1S; e a Hp 2-1 em: Hp 2-15 e Hp 2-1F. A
diferenciag3o das cadeias alfa {F e alfa 1S se.da em um (nico
aminoAdcido na posi¢3o 53 - lisina na cadeia alfa iIF e &4cido gluta-
mico na cadeia alfa 1S. O0s diferentes tipos de haptoglobinas, por-

- tantos estariam condicionados estruturalmente aos polipeptideos da
cadeia alfay; Jja& que os da cadeia beta s3o estruturalmente homoge-
neos.

Além dos tipos comuns de haptoglobinas foram observados

outros que apresentam pequenas modificagfes na migragao eletroforé-
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tica =2 apareceram 2m decorréncla de possivels mutagdes. cwntre eles
citam-se as Hp 2~! modificadas (2-1 M), Hp Johnson (Hp J) & 3 Hp
Carlberg (Hp Ca) (GALATIUS-JENSEN, 1958 ;3 GIBLETT, 1959, 19461).

A principal fung3o das haptoglobinas & a de impedir a
perda de hemoglobina plasmatica pelos rins, pois o comﬁlexo Hp-Hb &
uma estrutura grande que ndo passa pelo glomérulo renal. Por este
processo o0s atomos de ferro hemoglobinicos s3o reaproveitadoss no
figado, evitando a siderose renal (ALLISON & REES,1957 ).

A biosintese de haptoglobina em uma pessoa normal com
aproximadamente 3,0 litros de plasma é cerca de ;6 a 1,9 grama por
diay, dos quais aproximadamente S0% & utilizado na ligagdo com a
hemoglobina intravascular proveniente da destruigiao eritrocitéaria’
diaria. No entanto, dos é gramas de hemoglobina degradadas diaria-
. mente em um individuo normal, somente 0,6 a 1,2 gramas seguem a via
da hemdlise intravascular. Assim apenas uma parte da hemoglobina

catabolizada é controlada pela haptoglobina e o restante controlado
. por outros mecanismos que retém o grupo hemes como a formagdo de
hemopexina e metaemalbumina.

A haptoglobina combina-se com qualquer tipo genetico ou
tbxico de hemoglobina, exceto a hemoglobina H e Bart. N3ao faz liga-
¢%0 também com o heme e com a mioglobina (PINTERA, 1271).

A formagdao do complexo Hp;Hb se dd através de 1ligagdes
entre as cadeias alfa e beta da molécula de hemoglobina e as cadeias
pesadas da haptoglobinaj as cadeias alfa ndo participam da formagdo
do complexo (BERNINI & BORRI-VOLTATTORNI, 1970).

l1.2.2. Gendticea e Metabolisme das haptoglobinas

As variag8es hereditdrias dos trés tipos distintos de
haptoglobina dependem do comportamento de dois possiveis alelos
codominantes e autossdmicos Hp' e Hp? . Os homozigotos para Hp'
‘codificam os polipeptideos da cadeia alfa i (hp! @ ) e da cadeiza
beta (hp B )s sendo o seu gendtipo, Hp' -Hp' ; os homozigotos para
Hp? codificam polipeptideos para a cadeia alfa 2 (hp°®) e cadeia
beta (hp B) e o seu gendtipo ¢ representado por Hp' -Hp® j os hetero-
zigotos sintetizam para cadeias alfa i, alfa 2 e beta, e seu gendti-
po representado por Hp' -Hp® . Para as cadeias alfa 1 que apresentam

1

os subtipos alfa 1S e alfa IF correspondem genes Hp's e Hp'F s

alelos de Hp' y sendo portanto caracterizado para as haptoglobinas a




eresenga de trés alelos autossdmicos comuns Hp's , Hp'F

cadela beta é codificada de modo 1déntico para os trés genes.

Os fendtipos raros, evidenciados eletroforeticamente,

provavelmente sdo consequéncia de alteragdes genédticas. A Hp 2-1 M &
observada em populagBes negrdides; e tem certa semelhanga com a Hp
2-1 na separagdo eletroforética, mas com uma concentragdo relativa
bem maior na fragdo de migragao eletroforética mais rdpida. Um outro
fenotipoy caracterizado pela auséncia de haptoglobina (anaptoglobi-
nemia ou Hp 9-0) é observado em muitos grupos negrdides e raramente
em caucasdides sendo atribuido a ele origem genética quando s3o
excluidos processos patoldgicoss fisioldgicos ou estruturais (PARKER
& BEARN, 1963). Fendtipos mais raros ainda sdo os da Hp Carlberg (Hp
Ca) e Hp Johnson (Hp J).

Os padrfes de migragdo eletroforética dos fendtipos de
haptoglobina podem ser visualizados na figura 3.

A sintese das haptoglobinas ocorre nas células parenqui-
matosas do figado principalmenté, podendo ocorrer sintese adicional
pelas células do sistema reticulo endotelial do bagos 98nglios
linfaticos e timo (MOREIRA, 1987).

As' concentragfes de haptoglobinas séricas apresentam
valores normais entre 30 e 190 mg/100 ml sendo dependentes do fend-
tipo. Individuos Hp 1-1 tém valores maiores e individuos Hp 2-2,
menoress sendo o0s valores intermediarios para os portadores do
fenbtipo Hp 2-1.A maioria dos recém-nascidos(7@ a 80%) n3o possuem
quantidades detectaveis de haptoglobinas, mas apbs 1 ano de idade a
taxa & semelhante & do adulto. Em idosos n3do se observa modificagdes
significativas na quantidade de haptoglobina. Em individuos normais,
os niveis de haptoglobinas permanecem praticamente constantes sendo
qualquer aumento ou diminuigdo de importdncia clinica. Vidrios fa-
toresy no entantos influenciam na produgdo desta proteinas; e atuam
como reguladores. 0s niveis séricos das haptoglobinas est3o sob a
influéncia de hormonios sendo que os andrbgenos, paratireoideano e
corticosterona os aumentam e os estrbgenos os diminuem, sendo ent3o,
as concentragbOes mais elevadas nos homens que nas mulheres.

| Outro fator atuante na regulagfo da haptoglobina s3o os
possiveis mensageiros tissulares,; que agem aumentando seus niveis em
resposta a estimulos inflamatbrios ou frente a necrose tissular
(POUANDA e cols., 1980). Pode-se pensar ainda em um possivel meca-

nismo de autorregulagdo da sintese hepatica e do consumo da hapto-
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Figura 3. Concentragdes relativas das fragbes dos diferentes fenbti-
POS das hartoglobinas apos eletroforese em gel de
amido/Tris-EDTA-Borato, pH 8,6. i !

(1) Ponto de aplicagao; (é) Hemoglobina livre (segundo
PARKER & BEARN, 192463). .
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globina, o que existe desde aque esta proteina comegou a ser descri-
ta.

A haptoglobina apresenta duas vias catabdlicas, a primei-
ra & a eliminag3o através do complexo Hb-Hp, formado porlhemoglobina
livre e catabolizada normalmente. Este complexo tem vida média de 20
minutos. A segunda & a via catabblica hepatica das proteinas plasma-
ticasy com vida média de S dias (NYMAN, 1959).

I.2.3. Distribuigfo geogriéfica e correlagfo com patologins.

A distribuigdo dos tipos de haptoglobina bem como das

frequéncias de seus genes,; tém sido motivo de virios estudos e
trabalhos a nivel populacional.

Os valores do gene Hp variam conforme o pais considera-

do e entre os diferentes contingentes populacionais que o consti-

tue.

Além dos tipos cléasicos de haptoglobina, tem-se observa-
do outros tipos que apresentams frequéncias muito baixass ou estio
relacionados ‘hs caracteristicas raciais. 0 fenbtipo Hp 2-1 M e
anaptoglobinemia s%o0 observados com mais.FrequEncia em grupos ne-
grbides que em caucasbides; ja as haptoglobinas tipo Johnson e
Carlberg s3o bastante raras nas populagbes.

Alguns processos patolbgicos sdo responsaveis pelo aumen-
to ou diminuig3o das concentragbes de haptoglobina plasmitica. Nes-
ses casos o0 aumento geralmente esta associado a processos inflamatb-
rios, 1infecciosos e proliferativoss; que de alguma maneira est3o
relacionados a les®es tissulares. Na cura do processo os niveis se
normalizam em 4 semanas (MUNIZ-DIAZ e cols., 1985).

Nas inflamagdess o0 aumento de Hp estaria relacionado a
inibigio de uma enzima proteolitica liberada nestas situagfes (ca-
tepsina B)y; bem como 3 incorporagdo de prolina na hidroxiprolina do
coldgeno. Deste modo, este processo ndo sé protegeria o tecido da
ag&o enzimdtica proteoliticas como também auxiliaria na regeneragio
tecidual. Em inflamagdes crénicas e tuberculose pulmonar, a invo-
lugdo das lesbes ¢ seguida pela queda da haptoglobina até valores
normais. Nas cardiopatias isquémicas, a haptoglobina que no inicio
estd discretamente aumentada, sofre elevagfBes no momento do infarto.
Em processos tumorais suas concentragfes se relacionam com a exten-

s80 do tumor. Em leucemias e linfomas seu acompanhamento permite
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aquilatar recaidas e remissdes. A diminuigao de haptoglobina estd
relacionada a problemas de sua sintese hepdtica ou a processos
hemoliticos ou hiperesplénicos. As doengas hemoliticas s8o frequen-
temente acompanhadas de baixos niveis de haptoglobinas geralmente em
processos hemoliticos das hemdciass; anemias hemoliticas imunes e
hemoglobinopatias (MOREIRA, 1987).

Muitos sdo os esforgos em tentar associar os diferentes
fendtipos de haptoglobinas a diversas patologiés, tentando estabele-
cer correlagdes entre elas.

BECKMAN e cols, 1986 analisando pacientes com adenocarci-
noma pulmonar, notaram que a frequéncia do fenbtipo Hp 2-2 foi baixa
quando comparada com grupo controles e observou um correspondente
aumento dos tipos Hp 1-1 e Hp 2-1 nos pacientes. A diferenga encon-
trada foi mais pronunciada entre as mulheres com adenocarcinoma.

J& PRABHA.e cols.sy 1987 encontraram que individuos que
apresentavam fendtipo Hp 2-2, mostravam mais alto risco para hiper-
tensdo arterial e hipertensdo assqciada a isquemia cardiaca.

Muitas doengas tém sido estudadas para suas associagdes
com fendtipos de haptoglobinas: o aumento de Hp i-1 evidencia ane-

mias hemoliticas, Hp 2-2 ¢ frequente em deslocamento de retinajs; o

tipo Hp 2-1 aparece com maior frequéncia em esquizofrenia e aneuris-

ma abdominal abrtico.

A associagao de haptoglobina com algumas doengas pode
também ser explicada com base na resposta imunoldgica. A diminuigdo
da respostza imune-de individucs Hp 1i-1 pode ser responsdavel pela
alta frequéncia do fendtipo i1-1 em leucemias (PRAHBA e cols.s 1987).

0 predominio do tipb Hp 1-1 em pacientes com talassemiz
beta maior e anemia falciforme foi constatado por MOREIRA em 1987,
cuja relag3o poderia ser devido aos constantes processos hemoliticos

que ocorrem nestas patologias.
I.3. A Doenga de Chagas
I.3.4. Intvroduglo
A doenga de Chagas, originalmente uma enzootia, exclusiva
de animais silvestres, veio a se tornar uma “nova entidade mdrbida

para o homem”; conforme descreveu originalmentes Carlos Chagass; em

1909, devido a um certo grau de desagregagdo do ambiente natural.
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Nesse processc fol determinante a ac¢ic predatbria do homem, gque
levou.ao deslocamento dos 1nsetos vetores da doenga de seus ecbtopcs
primitivos. Alterada a biocinese em que viviam os barbeiros estabe-
leceu-se o ciclo domiciliar da transmissdo da doenga, uma vez que a
habitagdo humana apresentava condig®es favoraveis a colonizag3o por
esses triatomineos (SILVEIRA, 1983).

Constituisy pela sua vasta distribuigdos altos iIndices de
prevaléncia e gravidade de evolug3os um dos maiores problemas de
salide pUlblica no Brasil, bem como em varios paises Sul Americanos.

& A doenga & considerada como uma das infecgbes tropicais
mais marcantes para o homems pela sua alta letalidade, principalmen-
te em criangas de zonas endémicass - por sua condigdo de inutilidade
do 1individuo para atividades vitais,; e por ser importante fator de
degeneragido humana.

Quando criangas sdo infectadassy geralmente ocorre morte
por. ataque cardiaco ou do sistema nervoso, tendo portanto; na pri-
meira infancia um progndstico sombrio. Em adolescentes a doenga
aguda ¢é na maioria dos Ccasos vencidas passahdo ao estado crénico,
com comprometimento de alguns érgdos. Em adultos a doenga é raramen-
te mortal, induzindo formas agudas gravess e com tendéncia a ndo
‘evoluir para o estado crdnico. ' . e )

A maioria dos infectados nfo vive além dos 50 anos, sendo
esta paracsitose a afecgdo que determina ' as mais altas taxas de morte
stbita. _

" As variqgﬁes da mortalidades a gravidade da moléstia e a
porcentagem de doentes que apresenta comprometimento dos drgdos
devido a infecg¢30,; parece depender das regiBes geograficas onde
incide; das cepas de tripanosomas inoculados e da possibilidade de
reinfecgfes. )

Os prejulizos economicos causados pela doenga de Chagas
sdao grandess principalmente em doentes com a forma crénica, que
ficam incapacitadoss em sua fase mais produtiva, e com maior inten-
sidade na zona ruraly onde o trabalho exige grande esforgo fisico;

além dos gastos com hospitalizag@d3o e reabilitagdo dos doentes.

I.3.28. Agente Etiolbgico

0 agente causal da doenga de Chagas ¢ o Trypanosona
cruzis protozoario da Classe Mastigophoras ordem Kinetoplastida,
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familia Trypanosomatidag. 4presenta-se sob as formas flagelada {(epi1-
mastigota e tripomastigota) e aflagelada (amastigota). No homem e
demais vertebradoss o tripomastigota tem por "habitat” ‘o meio cir-
culante e o amastigota, a intimidade dos tecidos. Nos invertebrados,
além - das formas amastigotas e dos tripomastigotas metaciclicos,
observa-se uma forma de transig3o, epimastigota, encontrada também
no homems na fase de transig3o de amastigota para tripomastigota.

A forma tripomastigota ¢é a mais alongada e com maior
capacidade de infectar o hospedeiro, mesmo sem se dividir (SOUZA &
SOUTO-PADRON, 1983). Os tripomastigotas s3o0 alongados e medem cerca
de 20 micra de comprimento por 2 ou mais micra de larguras; o nlcleo
se situa prbximo a extremidade anterior; as formas delgadas apresen-
tam movimentos rdpidossy enquanto que as formas mais largas apresen-
tam movimentos mais lentos._ Apds coloragdo os tripomastigotas apre-
sentam~se com a forma de um C ou de um S.

Os amastigotas sdo arredondados ou ovais, sem movimenta-
fﬁo, e com cerca de 1:5 a 4 micra de diametroj; se agrupams em numero
varidvel,; formando cs chamados ninhos parasitarios. Os epimastigo-
tasy tém dimensdes varidveis. 0 habitat normal das formas em tripo-
mastigota ¢ o sangues das formas em amastigota é o tecido muscular
estriado, onde se reproduzem por divisdo bindriz para formar os
ninhos parasitarios (PESS0A & MARTING, 1982).

Na membrana do parasito se encontram macromoléculas
(glicoproteinass glicolipidecss etc) <que induzem a2 resposta imune
por parte do hospedeiro; apresenta também "componentes do complemen-
to” s éue sao substancias que n3o0 permitem a destrQi;ﬁo do animal
pelos elementos do plasma sanguineo (S0UZA & SOUTO-PADRON, 1983).

Existem vdrias cepas de Tryupznosomn ¢ruzi que foram clas—

sificadas primeiramente; de acordo com sua afinidade por determinado

tecido, sendo portantos cepas miotrbpicass neurotrbpicas e reticulo-

trbpicas. Lembrando o conceito de que a espbcie n3do & estatica, mas
cdnstitui uma populag3o mendeliana ou um grupo de populagdes: pode-
ria-se admitir que o Trypanosoma cruzi se diferencie em subespécies
geograficamente diferentes. Este fato foi demonstrado nos estudos
realizados no Chilesy onde os casos de doenga de Chagas apresentaram
caracteristicas distintas em diferentes locais e diferiram conside-
ravelmente dos casos clinicos de outras partes das Américas (APT e
cols.y 1987).
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Analisando diferentes padrdez de enzimas separadas ale-
troFo;etlcamente podemos 1dentificar wvarias linhagens de T. cruzi,
sugerindo também «que os tripancsomas sdo diplbides e que geraram
padrdes heterozigotos (TAIT, 19805 APT e cols., 1987).

A estrutura populacional do VTrypannosomn cruzi parece ser
multiclonal e complexa. Os clones naturais evidenciados por analises
de isoenzimas s30 numerosos e mostram grande variagdo de genbtipo em
uma estrutura n3o hierarquica. A variabilidade genética do
Trypanosoua cruzi reflete uma longa evolugdo isolada, de multiplos
clones (TIBAYRENC & AYALA, 1988).

A neuramidase (sialidasey acilneuramil hidrolasey; EC.
3.2.1.18) extralida e .purificada da linhagen Y de Trypanosoma cruzi
foi testada em reagbes imunolbgicas indicando que esta enzima cons-
titui um fator de viruléncia em Trypanoxoma cruzi (HART e cols.,
1987) . |

0 estudo dos tipos de isoenzimas nas diferntes cepass o0
tipo de populag3os semelhangas morfolbgicas entre distintas formas e
Trypanosoma cruzi, as possiveis variagOes aniigénicas que sofrem os
tripanosomos ao passar por seus distintos estdgios evolutives, e o
eomportamento' atipico de determinada cepa-?rente ao hospedeiro,
provavelmente sejam os fatores responsdveis peiﬁ'cnmplexa resposta
imune que provocam no hbspedeiro, originando variagdes na doenga de
ordem geografica e individual (ANDRADE e cols., 19835 BASSO e cols.s
19845 MULLER e cols., 19873 TYBAYRENC & AYALA, 1988).

1.3.3. 0 Vetor

E um inseto da ordem Hemipteras, Famili; Reduviidae,

subfamilia Triatominae. -

Jd foram descritas cerca de 100 espécies de triatomineos
silvestres e domiciliares encontrados em todos os paises do conti-
nente americano, desde o sul dos Estado; Unidos até o sul da Argen-
tinas fora das Américas foram assinaladas cerca de 10 espécies,
porém ‘nenhuma naturalmente infectada. Geralmente prevalece em cada
regido uma espécie. Na América dd Suly o0s de maior importﬁncia
epidemioldgica sd8o o Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e
Panstrongylus megistus; na América Central e Méxicos Triatora
protacta, Triatoma pallidipennis e Triatoma phyllosomsa. Triatoza
rubrofacsciata & uma espécie cosmopolita.
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Estas espécies 2xercem hematofagismo obrigatdrio gque se
inicia nas primeiras fases do desenvolvimento, podendo entretanto,
resistir a longos periodos de jejum.

Os triatomineos domiciliados sdo encontrados com frequén-
cia 'em casas de pau-a-pique, em frestas de paredes; nos colch8es,
atris de mbveis e quadros, e em peridomicilios (paiol, galinheiro,
curral). A noite, ou mesmo durante o dia, em ambientes escuros, saem
de seus locais para sugar os individuos nas partes descobertas .do
corpos emitindo dejegOes durante ou logo apds o repasto; a picada &
indolor.

Recebem vadrios nomes vulgares, dependendo do local de
origems com barbeiro, chupanga, chupdo, finc8os bicudo e procotd, no
Brasilj wvinchuca e chinche em paises de lingua espanhola e Kissing
bug e cone nosed bug nos Estados Unidos (RASSI e cols., 1982).

0 desenvolvimento do Trypanosoma cruzi nos triatomineos é
ciclicoy, extracelular e se processa no trato gastrointestinal; onde

's8o. encontradas as trés formas ciclicas infecciosas (amastigota,
epimastigota e tripomastigota) que s3o depositadas com as fezes na

pele do vertebrados na ocasifo da picada. A Figura 4 mostra o ciclo

evolutivo do Trypanoscoa cruzi.

CI.3.4. lecuniswos de Transnissido

0 mecanismo habitual de transmissao da doenga de Chagas se
faz pelo contato das dejegCes do inseto vetor infectado com as
‘mucosas ou a pele do hospedeiro vertebrado. As mucosas mesmo Inte-
gras nao oferecem barreira a penetragdo do T. cruzis, ao passo que a
pele necessita de uma soluglo de continuidade para se deixar atra-
vessars 0 que pode ser representado pela prdpria picada do inseto,
ou por escarificagbes causadas pelo individuo ao cogar-se (RASSI e
cols., 1982).

Esta forma de transmissdo da doenqa‘de Chagas ¢ a «que
realmente responde pela manutengdo da endemia. A distribuigdo
mundial da doenga corresponde as a&reas onde sdo encontrados vetores
que entram em contato com o homem. A interrupgao da transmissdo via
vetor 1invertebrado tem-se dado através de programas de controle e
combate ao triatomineo.

Além da desestruturagi3o do ambiente natural com derrubada

de matas e invasao destas dreas, a condigdo da casa também é impor-
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Figura 4.

|

Ciclo do T. cruzi. 1) Penetraqan tripomasti

co (ou tripomastigota sangulineo) em uma cél 1
formagdo do tripomastisota em amastigotas; 3
multiplica-se intensamente por divisao bindria
cklula; 4) rompimento da cé&lula parasitada,
formas tripostastigotass 3S) formas tr1poma5t1gotar no
sangue circulante; podem penetrar em outra célula (1) ou
serem ingeridas_pelo triatomineo (6)5 &) formas tripomas-
tigotas no estomago do triatomineo; 7) transformagao da
forma tripomastigota em epimastigota no intestino poste-
rior do insetoj 8) formas epimastigotas em multiplicagido
por divisao binariaj; ©¢) formas epimastigotas transformam-
se em formas tripomastigotas metaciclicas no reto do inse-
to; 10) formas tripomastigotas metaciclicasy nas fezes do

triatomineo, aptas a penetrarem em células do hospedeiro
mami fero.
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tante na domiciliagdo oo inseto vetor.

0 ¢triatomineo normalmente adquire a infecg3o 30 sugar
sangue contaminado pelo T. cruzij; os flagelados se desenvolvem ao
longo do tubo digestivo dos insetos e estes permaneceﬁ infectados
enquanto viverem.

A forma infectante do T. cruzi penetra ativamente através
de mucosas ou da pele que apresenta alguma solugdo de continuidade.
Varios fatores ligados ao hospedeiro vertebrado podem ser citados
como intervenientes da transmiss3do:

-Idade: H3 suscetibilidade em todas as idades. Em animais de labo-
ratorio a infecgdo ¢ mais fdcil nos mais jovens.
-Sexo: para a transmiss3o da doengas aparentemente ndo hd relagdo

com o0 sexo do hospedeiro.

-Raga: com relagdo a transmissdo, ndo existem referéncias quanto a

preferéncia de ragGas. -

-Condigdo nutricional: em animais experimentaiss, hd agravamento do
curso clinico e da parasitemias nos deficientes em proteinas, vita-
minas A e elementos do complexo B.

-Imunidade natural: existe a possibilidade de uma imunidade natural
parcial que dificultaria a transmiss@o ou modificaria o curso da
infecg3o (DIAS, 1979). '

Estes fatores poderiam explicar em parte as diferengas
regionais e individuais com relagao a doenga de Chagas.

i transfusdo sanguinea & um mecanismo artificial impor-
tante na transmissio da doenga de Chagas e constitui um sério pro-
blema de salde pOblica. 0 T. cruzi apresenta alta resiténcia no
sangue coletado e armazenado em bancos de sangues sendo a transfusio
0 segundo mecanismo de infec¢dao ao homem depois da transmiss3do
natural pelos vetores,; principalmente quando boa parte dos dcadores
vém de regides endémicas (DIAS, 197935 RASSI e colss 19825 GUHL,
1987). A taxa de risco de contaminag3o via transfusio sanguinea
depende de alguns fatores tais comos parasitemia do doador; cepa do
T. cruzi transfundidaj; quantidade de cangue transfundido; resistén-
cia ou suscetibilidade do receptor e numero de transfusles (DIAS,
19729 _

A profilaxia da transmissdo via transfusional pode ser
feita tomando-se as seguintes medidas: seleg3o e exclusio de doa-

dores chaghsicos em bancos de sangue e hospitais, mediante cadas-—
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tramento atualizado que se baseie em sorolog:ia fidedigna @ a adigao
de drogas tripanosomicidas as amostras suspeitas. O uso de violeta
de genciana em amostras de sangue de 3dreas endémicas diminuil muito a
transmissdo da doenga de Chagas via transfus3o sanguinea. 0 uso de
outras drogas que lisam algumas cepas especificas de T. cruzij;
associadas a violeta de genciana, diminuem a infectibilidade a gquase
zéro. O maior inconveniente a utilizag3o da violeta de genciana as
bolsas de sangue é a sua cor arroxeada que impressiona o receptor,
dai uma necessidade urgente de substituir a violeta de genciana como
fator profildtico em bancos de sangues mas as drogas desenvolvidas
contra doengas tropicais sdo extremamente caras (DIAS, 19813 HAMMOND
e cols.y 1986).

A transmissdo congénita foi suspeitada inicialmente por
Carlos Chagas e posteriormente comprovada por varios autores em
animais experimentais e no homem. Acredita-se que a transmissio se
d& ao nivel da placenta e do leite materno.

Nas autdpsias de natimortos na Bahia, 2% apresentavam
doenga de Chagass na Bolivia a incidéncia da doenga por esta via de
transmissdo chega a 5% e a prevaléncia de grdvidas chagdsicas é de
514 com idades variando de 15 a 44 anos (DIAS, 19795 RASSI e cols,
19825 AZOGUE e cols., 1985).

Outras formas de transmiss8o porém com menor importdncia

epidemiolbgica s30 os seguintes:

-UYia oral: por ingestdo de ratos e triatomineos infectados. Os

estudos foram realizados com gambd e a taxa de infecg8o foi de &0%
para ingestdo de ratos e B3,3% para ingest8o de triatomineos, mos-
trando mais wuma vez que as mucosas 2stdo sempre prontas para a
entrada dos parasitos (RIBEIRO e cols.s 1987).

-por outros insctos hematdfagos: como algums Cimicideoss pulgas,
dcaros e culicideos que podem albergar o T. cruzis sendo este trans-
mitido através da picada (DIAS, 1979).

-transmissdo acidental em laboratdrio.

-transmissio pelo coito: conseguido apenas experimentalmente (DIAS,
1979). ' _

-~transplante de 6rgZecs: principalmente rim de pacientes infectados.
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1.3.5. Evolugao da doenga

Apds entrar na corrente sanguinea o parasita, sob a forma
tripomastigota, migra para os tecidos, e estabelece céntato, com a
superficie da célula; esta por sua vez absorve o parasita para seu
interior, onde viverd algum tempo dentro de um vacdolo intra-celu-
lar.

Dentro da célula o T. cruzi sofre o ataque de contelddo
hidrolitico dos 1lisossomosy; mas o parasita ndo sofre dano algum
nesta forma. Os epimastigotas nao possuem mecanismos de proteg3o
contra os efeitos lesivos dos lisossomos e sdo rapidamente destruil-
dosy talvez por este motivo n3o seja capaz de infectar o hospedeiro
‘vertebrado. No interior do vaclolo a forma tripomastigota transfor-
ma-se em amastigota. Com o rompimento do vaclolo o parasita entra em
contato com os componentes do citoplasma da célula do hospedeiro.
Praticamente ndo sofre alteragbes durante 234 horas; somente sinte-
tiza DNA e RNA. Apbs este periodo divide-se em dois a cada 14 horas,
de tal maneira que em alyguns dias a c2lula encontra-se repleta de
amastigotas; e assim, de um parasita origina-se cerca de 400 novos
protozodrioss ao final de S dias (S0UZA & SOUTO-PADROHN,;1983).

Em determinado momento estas formas comegam 2 se alongar:

transformandc-se em tripomastigotas semelhantes aos da infecgdo
inicial. Estas fecrmas tém movimentagido intensa e apbs algumas horas
destroem a célula hospedeira e sao langados no espé;o intercelular.
A partir dalis; caem na corrvente circulatbria e podem entlio atingir
diferentes regibes do organismo e penetrar em cblulas de varios
tipos de preferencia macerégos e ctlulas musculares. Nestas cklulas
0o ciclo de infecgao & repetidos; levando a destruigao celular (S0UZA
& SOUTO-PADRON ,1983).

0 mecanismo que permite a sobrevivéncia de alguns micro-
urganisﬁos e parasitas dentro de macrbfagos & conhecido. Em certas
ocasidess a fusdo lisossOmica esta ausente apbs fagocitose como
indicado para HMycobzcteriuz tuberculosis. Na doenga de Chagas, exa-
mes dos macrbfagos nas primeiras horas de invasao celulars; mostram
que as formas metaciclicas deo parasita inibem fortemente a formagio
de lisossomos secundarioss quando comparados com as formas epimasti-
gotas. Provavelmente certas substancias secretadas pelos parasitas

podem inibir a fus3o lisovssOmicas como por exemplos a amdnia e

cm 1 2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 1a 1e I1 1B



poliaminas (OSUNA =2 cols., 1928é&).

Como resposta a este prccesso o sistema 1munoldoico @
ativado gerando um processo inflamatbrio que & o principal respon-
sivel pelo quadro clinico da doenga de Chagas. Se 0 processo ocorrer
no coragao, teremos como consequéncia a cardiopatia chaglsica croni-
cay se ocorrer no tubo digestivo teremos as formas “mega”, que s@o
dilatagbes principalmente do esdofago e colon. Estas s3o as formas
mais comuns de alteragao que ocorrem na fase cronica da doenga
(SOUZA & SOUTO-PADRON, 19833 KIRCHHOFF e cols.s 1987b).

A doenga de Chagas é dividida em fases que sdao bem defini-
das. A fase agudé, que se instala apds curto periodo de incubagdo,
se caracteriza por apresentar alto parasitismo tissular ou sangui-
neos e manifestagbes clinicas como sinais de porta de entrada do
parasitas edemas; alteragdes eletrocardiogrdficas e aumento da drea
cardiaca. A forma aguda pode ser “inaparente” em alguns pacientes,
onde estes apresentam discretas manifestagfes que podem passar desa-
.percebidas e dificultar o diagnbstico nesta fase da doenga.

Alguns casos agudos podem evoluir para um quadro grave,
mas geralmente, essa fase tende a desaparecer espontaneamente apds
alguns poucos meses (BRENERs; 1983).

Gradativamente o paciente passa a fase crdnicas durante za

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

Da fase aguda as manifestagdes da fase crdnica se passam
alguns anos ou décadass em que o individuo pode ou ndo apresentar
algum sintoma <c¢clinicos e a doenga pode ser detectada por testes
soroldgicos. E a chamada forma indeterminada da doenga de Chagas
(FIDC). Pode durar 10 ou 20 anos e‘em alguns casos o paciente
permanece nesta forma da doenga a vida todas num equilibrioc entre
parasita e hospedeiro (COURA, 1978).

Apds este periodo de laténcia, o individuo pode manifes-
tar alguns sintomas clinicos da fase crénica.

A forma indeterminada da doenga de Chagas tem sua impor-
tincia na alta prevaléncia de zonas endémicas e na faixa etaria em
que aparece - a grande maioria entre 20 e 40 anos. Dentre os indi-
viduos rotulados como FIDC é possivel identificar grupos exibindo
leve comprometimento cardiacoy, e fungao esofdgica anormal em 100%
deles. E importante ressaltar que todos os distudrbios detectados
sempre foram de pequena magnitude (BARRETO & AMATO-NETO, 19863
OLIVEIRA Jr e cols.,; 19865 DAVILA e cols., 1987).
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Individuos com FIDC foram tratados com drogas tripanosso-
micidas e acompanhados por alguns anos, e a observagao destes casos
ndo mostrou alteragbes na evolug3ao da doenga (MACEDO e cols. 1985).

A doenga de Chagas evoluli com maior ou menor intensidade
de acordo com o indculos virulénciay tropismo e pafogenicidade da
cepa infectante; raga e sexo do hospedeiro, estado nutricional e
intensidade do quadro clinico na fase aguda (NUMESMAIA & AZEVEDO,
19733 COURA, 19785 AZEVEDO e cols.s 19795 OLIVEIRA JUR e cols.,
1986). A evolugdo clinica dos pacientes na fase cronica da doenga de
Chagas € varidvel, alguns manifestams; apds o periodo da fase inde-
terminada da doengas clinica correspondente a chamada forma cardiaca
da doengas com alteragdes caracteristicas. Uma porcentagem menor dos
individuos com FIDC passam a manifestar sintomas da forma digestiva

" da doenga.
Algumas consideragdes sobre as Formas_crﬁnicas da doenga

de Chagas:
-Cardiopatia Chagaésica Crdnica (CCC)

Sob o0 aspécto clinico e funcional é apresentada como uma
sindrome congestiva associada as alteragdes do ritmo cardiaco e
condugdo do estimule elétricos apresenta também peculiaridades
ordem patoldgica (AMORIM e cols., 1979).

Dos individuos que apresentam os testes para sorolougia de

doenca de Chagas., a maioria desenvolve cardiomiopatia, e esta ¢ uma
das causas do maior indice de morte subita em nosso pals. A faixa
etdria mais afetada se encontra entre 25 e 45 anos (MENDIVIL e
cols., 198453 DIAS e cols., 19853 ESPINOSA e cols.; i985: LCOPES e
cols.s 1786).
A natureza do processo paloldgico responsdvel pelo desen-—
volvimento das alteragbes cardiacas ainda niaoc & bem conhecida.
| Entretanto,; a participagdao de um mecanismo imunopatolbgico na geénese
dessas lesbes tem sido mencionado por varios autoresy ao sugerir que
as lesbDes cardiacas e digestivas da doenga de Chagas resultariam de
sensibilizagtes auto imunes induzidas pelo T. cruzi (GATTAS e cols.,
1986) . '
Apesar dos individuos de dreas endémicas estarem sujeitos
a mais de uma infecgao, trabalhos realizados indicam que a primeilra

infecgdo confere um certo grau de imunidade as infecgfes subsequén-

cm 1 2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 1a 1e I1 1B



tes, ndo sendo o©observados agravamentos dos quadros clinicos nas
lesdes miocardicass nas 1nfecgdes recorrentes (PESSOA & MARTINS,
i982).

-Megacolon e MegaesGfago (MCC-MEC)

As alteragdes que ocorrem no trato digestivo como resul-
tado da infecgao pelo T. cruzi sio atribuidas & destruig3o das
células nervosas do sistema neurovegetativo. O0s plexos intramurais
s50 as estruturas mais atingidas, em virtude do parasitismo das
;amadas musculares vizinhas, e estdo localizados na parede das
visceras. 0O sitema neurovegetativo integra e coordena as diferentes
fungfes visceraiss; entdo a denervagado intrinseca repercute na fi-
siologia dos drgdos atingidos.

A motilidade do trato digestivos depende da integridade

da inervagao autonoma para que se realize de maneira ordenada. Nos

casos de megacolon e megaesGfago, ocorre degeneragdao do plexo mioen-
‘térico e consequente dilatagdo destes dérgdos pela falta de estimulos
(RESENDE, 1979).

Megacolon e megaesGfago sdo relativamente comuns em
alguns estados brasileiros: Goias, Minas Gerais e S3o Paulo e,
nestes casos éeguramente de origem chagdsica. As diferengas regio-
nais e individuais s3o aqui também observadas e possivelmente devido
4 cepa do T. cruzi além de outros fatores como a ragas, condigdes
nutricionais e resisténcia natural a infecgdes.

A esofagopatia acomete de 7 2a 104 dos chagdsicos adultos,
‘geralmente inicia-se apbs os 20 anos e 50@% destes 1individuos téem
cardiopatia associada. Megacolon acomete 10% dos chagasicos e a
faixa de ocorréncia & apbs os 30 anos (PESSOA & MARTINS, 19823 RASSI
e cols.; 19825 DIAS e cols.s 1985).

Além destas formas crénicas classificadas podemos encon-
trar a forma nervosa da doenga de Chagas, que é bastante polimdrfica
e produz principalmente encefalomielite aguda'e hd presenga de
parasitas no sistema nervoso centraly; sobretudo nas células micro-
gliais e neurdnios (PESSOA & MARTINS, 1982).

e B0 Diagndstico e Achados Imunoldgicos.,

0 diagndstico baseia-se em dados epidemioldgicos (proce-

déncia do paciente, contato com triatomineos e tipo de habitagdo) e
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em um conjuntoc de manifestagdes malis ou menos caracteristicac
para as formas agudas como para as formas crdénicas.

Para o diagnbstico laboratorial da doenga de Chagas dis-
poem-se de processos diretos e indiretos para demonstragao do para-
sita bem como de métodos imunolbgicos.

Entre o0s processos diretos citamos o exame a fresco do
sangue periférico e observa-se a presenga do T. cruzi no sangue ja
nas primeiras semanas de infec¢3do. FEILIJ e cols. (1983) descreveram
que realizando-se um microhematbcrito do sangue do paciente com
doenga de Chagas na forma agudas chega-se mais ripido ao diagnbsti-
co, devido a maior concentrag3o dos eritrbcitos e dos parasitas.

Outros recursos para a demonstragao direta do parasitd
s3o as analises de bibpias do chagoma, do linfonodo satélite e de
mbsculo esquelbtico (RASSI e cols., 1982).

Dentre os processos indiretos de demonstracgdo do T. cruzi
destaca-se o Xeﬁodiagnbstico, que consiste em fazer com que triato-
mineos criados em laboratdério se alimentem do sangue de pessoas que
suspeitem ter a doengas; e apds 30 ou 40 dias analisa-se o conteddo
intestinal dos insetos. Devido as alergias causadas pelas picadas do
triatomineo no hospedeiro durante o xenodiagndsticos desenvolveu-se
métodos artifi&iaia dos quais o que apresentou maior semelhanga com
o natural foi o feito com tripa de gado e sangue heparinizado. As
reagdes alérgicas sBo mais acentuadas em paises onde predomina o R.
prolixus como vetor (CEDILLOS e cols.. 1982).

A inoculagdo de animais sensiveis é positiva na grande
maioria dos casos 2g9udos: mas nao nos cronicos. 0 mesmo ocorre com a
hemocuitura onde o meio mais usado atualmente & o LIT.

Vdrios métodos imunoldgicos para o diagndstico da doenga
de Chagas foram descritos; e muitos n3o sdo usados na prética; sendo
trés os rotineiramente empregados: reagdo de fixagdo do complemento,
imunofluorescéncias e reagao de hemaglutinagao.Estes métodos apre-
sentam alto grau de sensibilidade e ecpecificidades com resultados
concordantes entre si e realizaveis através de tbkcnicas qualitativas
e quantitativas (RASSI e cols, 1982).

Muitas 4dreas endémicas para doenga de Chagas sd3o também
endémicas para leishmaniose visceral e infecgdo por T. rancelis
podendo dar reagbes cruzadas nos testes sorolbgicoss por este motivo

s30 nescessarios testes especificos com grande margem de seguranga e

pelo menos dois testes devem ser positivos para indicar um diagnbs-—
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tico sorolbgico positivo para T. cruzi. Para estudos da doensgs de
Chagas na fase cronica utiliza-se as reagbes de imunofluorescencia,
com 1097 de positividade e de hemoaglutinag@o com 96,S%Lde positi-
vidade (CAMAROTA & STORINO, 19863 LEMESRE e cols, 1984). Estudos
realizados com imunoeletroforese e dupla difusdo também tém se
mostrado representativos (AGUILERA e cols.; 1986).

Na doenga de Chagas crdnica a presenga de T. cruzi nos
tecidos & rara e n3o & demonstrada por mbtodos de coloragio histo-
lbgica rotineiros (Hematoxilina-eosinal), porém as técnicas de imu-

noperoxidase teém se mostrado mais eficientes e Uteis para identifi-

car reagoes cruzadas entre o antigeno de T. cruzi e o tecido do

hospedeiro (BARBOSA e cols., 198635 LANDMAN e cols.s 1986).

Os vdrios componentes da resposta imune entram em agdo
toda wvez que um antigeno (Ag) é introduzido no organismo. Estes
componentes podem agir independentemente ou interagir de maneira
sintrgica ou antagdnica. A resposta final depende do tipo de Ag, bem
como de sua quantidade e via de inoculagdo. As reagoOes de imunidade
celular sao mediadas exclusivamente por linfbcitos Ty, havendo no
decorrer do processo recrutamento de novas cblulass principalmente
macrbfagos. A produg3ao de anticorpos (Ac) para o linfbcito B pode
requerer a participaglao ativa e inicial dos linfbcitos T.

0s animais de sanguelfrio e as aves sao refratbrios &
infecgbes pelo T. cruzis, e esta imunidade natural & devida a exis-
téncia de fatores liticos no soro destes vertebradoss fatores do
complemento ativados pela via alternativa. O0Os mamiferos possuem
pouca resisténcia natural, e desenvolvem mecanismos de imunidade que
modulam as reagdes hospedeiro-parasito. A fagocitose é o eprincipal
mecanismo de defesa contra o T. cruzi onde os tripanosomas de baixa
viruléncia seriam prontamente destruidos por macrbfagoss e os de
alta viruléncia sobreviveriam e multiplicar-se-iam no citoplasma dos
macréfagos. Estudos experimentais em camundongos mostraram a fagoci-
tose do T. cruzi muito aumentada por soro de Chagdsicos cronicoss,
apresentando anticorpos l1iticos (LA)s o0s quais estdo associados com
a resisténcia e infecgdo ativas, bem como a “"Anticorpos soroldgicos
convencionais” (LSA) que s3o imunoglobulinas envolvidas na positivi-
dade dos testes soroldgicos (LAGES-SILVA e cols.s; 1987).

Fagocitos mononucleares participam de lesGes 1inflamatd-

rias da doenga de Chagas cronica humanay; e alteragdes na capacidade
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de gerar PCA (Activity procoagulant) foi1 mostrada em muitas patolo-
gias humanas e atribuidas a diferentes mecanismos. Um grupo de
pacientes chagdsicos analisado mostrou claras diferengas em sua
habilidade de gerar PCA quando comparado com uma populagdo de car-
diopatas sem doenga de Chagas e controles normais,; segundo FERREIRA
Jr e cols. (19864).

Os vpacientes infectados por T. cruzi sdo hdbeis para
formar wuma resposta imune celular e humoral contra o parasita, . e

evidéncias da autoimunidade concomitante tém sido apresentadas.

Quando analisados como um grupos pacientes chagasicos e controle nao

mostram diferengas quanto a linfbcitos circulantes, mas ha evidén-
cias de distribuig3o heterogénea das taxas de T4/T8 no grupo chaga-
sico onde a variagao & muitas vezes mais alta que no grupo controle.
Os fendmenos imunoregulatdrios, operando para o estabelecimento da
cronicidade da . doenga e durante a fase crbnica 3o complexos e
alteragoes nos dois subtipos de linfdcitos tem sido descritas em
vidrias doengas (GATTAS e cols., 1984). Estudos com células T (fend-
tipo helper) em camundongo também mostram que estas células poden
mediar algumas patologias associadas a doenga de Chagas (JOSKOWICZ-
HONTEBEYRIE e cols., 1987).

A Tormagao de complexos imune circulantes (CIC) ocorre
cada vez que um antigeno reage com seu especi¥ic0‘anticorpo. Este ¢
um fendémeno normal. Em circunstdncias particulares os CIC conduzem a
manifestagdes patologicas. MARTIN e cols. (1987) mostraram um aumen-
to significativo de CIC em chagdsicos agudos e nos infectados crdéni-
coss - quando estudados em conjunto. No entantos ao analisarem os
cardiopatas separadamente contra grupo controle, n3c obtiveram dife-
rengas significativas. Segundo CORRAL e cols. (1987)s analisando
pacientes chagdsicos,; encontraram que 100% dos agudos foram CIC-IgG
e somente 68% dos crdnicos foram CIC-IglG possitivos. CIC-IgM ndo foi
encontrado em pacientes chagdsicos crdénicos e pode ser considerado
como um marcador imunolbgico da infecg¢3o aguda.

Proteinas que regulam a ativag3o do complemento est3o
‘presentes no plasma e na membrana de muitas células do sangue. 0O
primeiro sitio de regulag3o da ativag3io do complemento s3o as con-
vertases C da via classica e alternativa.

Formas tripomastigotas do T. cruzi apresentam na superfi-

cie celular componentes que interferem com a ativaglao do complemen-—
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to e que podem ser removidos por tratamento enzimati:co, e sua ativi-
dade pode ser blogueada por IgG especificas ou fragmentos destes
anticorpos. Essas substdncias s3ao chamadas de TDAF (trypomastigote
decay accelerating factor) sQdo consideradas importantes mecanismos
de protegao contra a lise e podem explicar a resisténcia das formas
tripomastigotas a lise pela via alternativa na auséncia de anticorpo
especificoss ou por anticorpos monoclonais especificosy que sio
algumas vezes,; hdbeis para ativar a via cldssica (KIPNIS e cols.,
1986) . ‘
MARTIN e cols.(1986) demonstraram a presenga de valores
aumentados de IgE especifica e total em pacientes com doenga de
Chagas aguda e crodonica sugerindo a existéncia de mecanismos de
protegao mediados por esta imunoglobulina, semelhantes aos que ocor-

rem em outras parasitoses.

I.3.7. Epidemiologia e controle da doenga

A tripanosomiase americana era, inicialmente, uma enzoo-
tia exclusiva de animais silvestrés e transmitida por triatomineos
silvestres. Com o correr do tempo e com a desagregagao do ambiente
naturalsy e contato do homem com focos naturais, tornou-se uma zoo-
nose. Ocorreu entdo a invasdo domiciliar e adaptagdao de algumas
espécies de triatomineos aos domicilios levando com eles o T. cruzi,

formando ecbtopos artificiais. Em consequ@ncia da grande susceptibi-

lidade do homem e de certos animais domésticos, principalmente c3o e

gatos e da grande proliferagao dos triatcemineos nos ecbtopos artifi-
ciaisy ©O parasitismo humano se difundiu e o ciclo domiciliar da
infeczdo assumiu extraordindria importancia.

Hoje a doenga de Chagas constitui um dos maiores proble-
mas de salde plblica em nosso pais e também em outros paises Sul-
Americanos; provavelmente pela ampla distribuigdos altos indices de
prevaléncia e gravidade de evolug3o. Embora constitua problema urba-
nos a doenga de Chagas & principalmente uma endemia rural. Quando se
fala em doenga de Chagas logo relacionamos precaria condigao sdcio-
econfmica e cultural, problemas de habitagdaos saneamento e educagao,
sendo também um problema social.

Para que 2a domiciliagao do barbeiro se processe, dois

fatores sao necessarios.
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10. redugado da fauna si1ivesire, forgando os
procurarem novas fontes de alimentagao.

20. existéncia de um tipo de habitagdo humana que oferega
aos insetos condigfOes de colonizagao.

A doenga de Chagas é a segunda doenga mais prevalente,
depois da maldria, e uma das mais antigas também. Foram encontrados
vestigios de doenga de Chagas em 35 mdmias exumadass no deserto
chileno, dom datagdo de 470 a 600 AC (ROTHHAMMER e cols.s 1985).

A doenga de Chagas segue uma linha de distribuigdo dos

vetores e da fauna silvestre que conetitui o reservatdrio natural do

T. cruzi (figura S5). Existem &4reas em que a transmissao ainda nao se

estabeleceu;s; mas sdo potencialmente chagdsicas porque ocorre a domi-
ciliagao dos vetores, porém nao infectados (AMORIM, 1979).
| No Brasil, a presenga de triatomineos atinge extensa
faixa territorial que vai do Maranhdo ao Rio Grande do Sul e dadl
" para o centro—oesfe em mais de 1200 municipioss na regidao Amazdnica
sao encontrados em seus ecbtopos naturais. A area de dispersio dos
triatomineos cobre cerca de 2 milhGes de quilometros quadrados em
dreas descontinuas (figura &4).

A endemia ¢ prevalente em 16 estados brasiieiross e
basicamente onde hd triatomineos domiciliados (DIAS, 1981). Segundo
CAMARGO (1984) e SILVEIRA (1983), a estimativa da doenga de Chagas
nos estados brasileiros & a constante no quadrulb e a prevaléncia
média no Brasil & de 4,24.

Uma sinopse de distribuigdn geogrdfica no nosso continen-—
te, & apresentada abaixo:

Estados Unidos: ndo hd domiciliagdo do triatomineo e o0s
casecs de infecgao humana sao esporaddicoss com 1indice de ©0343%
(BARRETO, 1979).

México: grande nidmero de triatomineos domiciliadoss e os

' casos se distribuem pelo pals com evidéncias varidveis,. indicando
dreas endémicas e também resultados no controle aos triatomineos. O
indice de infecgdo estimado foi de 8,5% (BARRETO, 19793 GGLDSHMITH e
cols.s 1985 CORTEZ e cols.s 198635 TAY e cols., 19B6).

Ambrica Central: ocorre em todos os paises e os casos de
infecgao humana aumentam a medida que as pesquisas se intensificam.
Na Guatemala o indice global é de 14,02%;5 E1 Salvador, 7 a 144 na

drea urbana e 17-47% na drea ruralj Belize tem indice de 2,7%;
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O TRIATOMINMEOS MNAQ INFECTADOQS
© TRIATOMINEOS INFECTADOS

© TRIATOMA RUBROFA3CIATA

A INFECCAD NATURAL EM ANIMAIS

= INFECGAQ NATURAL NO HOMEM

FIGURA 5. Distribuicdo geografica da doenga de Chagas
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FIGURN 6, Distribuizar da doenca de Chaaas no Brasil
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6- Porcentagem de doenga de Chagas nos

estados brasileiros

Unidade da : prevaléncia de
federagao doenga de Chagas (%)

Maranhdo

Roraima

Espirito Santo
Ronddnia

Para

Cearsd

Santa Catarina

Rio de Janeiro
Rio Grande do Norte
Amazonas :
Acre

Alagoas

Mato Grosso do Sul
Pernambuco

Mato Grosso
Paraiba

Parand

Piaui

Bahia

Sergipe

Distrito Federal
Goias :

Minas Gerais

Rio Grande do Sul
830 Paulo

Modificado de SILVEIRA (1983)
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Honduras hd prevaléncia de 28 a 36,8%3 Nicardgua, orevaléncia de (9%
entre os moradores periurbanos e, chega a 40% nas dreas mais pobres
e ruraisj; e Costa Rica com indices de infecg3o de 11,79% (BARRETO,
197953 KIRCHHOFF e cols., 1987a).

Panamd: a infecgdao chagdsica ocorre em quase todo o pais
sendo mais frequente em zonas ruraisy; e os 1Indices de infecgdo
variam muito, sendo o global de 1,86% (BARRETO, 1979).

Colombia: a infecgao ocorre em quase todo o pais sendo
mais frequente na regido de Catumba e planicies da regiio leste; nas
regiées do Atlantico e do Pacifico é menos comum e praticamente
inexiste na regido sul (BARRETO, 1979).

Venezuela: atinge principalemente a zona rural e o indice
global de infecgdo é de 45,25% (BARRETO, 1979).

Equador: prevaléncia de 14,2% (BARRETO, 19679).

Peru: a drea de maior proporgao endémica coincide com a
drea de distribuigio do Triatoma infestans e o indice global é& de
24,2% (BARRETO, 1979).

Bolivia: 23% de resultados positivos nos inquéritos
soroldgicos tendo como principal vetor o T. infestans (BARRETO,
1979). i _ '

Paraguai: os indices sdo varidveis entre 2 e 33% e atinge
sobretudo a 4rea rural (BARRETO, 1979).

Uruguai: taxa de positividade de rgagﬁes de 25,24
(BARRETO, 1979).

Arpentina: muitas investigagBes soroldgicas tém sido

feitas na Argentina e um amplo controle de triatomineos também. A
doenga existe em praticamente todo o territbrio sendo maior nas
provincias do norte e noroeste. A incidéncia de animais domésticos
infectados também & grande, e seaundo dados de 1981 a porcentagem da
doenga humana no pais é de S5,78%; tendo-se obtido um bom resultado
com o programa de controle da ddenqa (BARRETO, 19793 SEGURA e cols.,
19855 WISNIVESKY-COLLI e cols., 198535 GURTLER e cols.s 1987).

Chile: a doenga de Chagas neste pals tem sido wuito
estudada e sua distribuigdo é ampla, sendo endémica na 3rea central
e nordeste. A taxa de infecgdo global do pailis ¢ de 34,3% (BARRETO,
19793 APT e cols., 19835 APT & REYES, 1986).

Novas tecnologias estdo sendo usadas para estudos epide-

mioldgicos de tripanosomlasesy especialmente o estudo de isoenzimas

cm 1 2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 1a 1e I1 1B



44

como marcadores geneticos, a analise de ONA e anticorpos monocio-
nais. Sdo exploradas a diferentes niveis de investigagdo epidemio-
ldgica como por exemplo, formas de diagndstico, determinagao de
diferengas clinicas na doenga,; que podem ser devido a variagfes no
parasita, elucidagdo dos ciclos de transmiss3o, e investigag3o das
relagbes taxondmicas (GIBSON, 1985).

A estratégia da luta contra a doenga de Chagas é a inter-
rupGao do ciclo de transmissio com a eliminag3o do triatomineo. Usa-
se borrifagdo com inseticidas e posterior controle, com a partici-
pagao da comunidade. Programas de esclarecimento e educag3o também
sao realizados visando a melhoria das condigdes de vida. Os progra-

mas de controle da doenga de Chagas tém-se mostrado eficientes e

conseguiu-se reduzir o 1indice de infecgdo em d4reas endémicas a

niveis controldveis, tanto no Brasil como em outros paises da Améri-
ca Latina (PETANA; 19805 DIAS & DIAS, 19833 ACQUATELLA e cols.,
1987).

Muitos estudos tém sido realizados com o intuito de
descobrir drogas eficazes na cura da doenga de Chagas (destruigdo do
.parasita) mas- com poucos efeitos colaterais. Antigamente utilizava-
se derivados quinoléicos como primaquinas pentaquina e outros, mas
todos ineficazes. Os nitro?urahos-?oram bem tolerados e na fase
aguda da doenga fazem desaparecer a parasitemia e as vezes negativam
a sorologia. Nos casos cronicos a sorologia & sempre positiva; no
entanto, apresentam reagbes colaterais. Estudos com DL-alfa-difluo-
rometilornitina, inibidor da biossintese de poliaminas, foi testado
em pacientes infectados por T. gambiensis e mostrou resultados
satisfatbrios e éem tantos efeitos colaterais. O usa de clomipamina
na fase aguda da doenga atuz na motilidade de formas epimastigotas e
tripomastigotas. 0 Benzonidazol mostrou bons resultados mas com
bastante efeitos colaterais alérgicos. Estudos sobre o efeito muta-

.génico do Benzonidazol sobre linfbcitos humanos ndo foram positivoss
e portanto as duas drogas efetivas contra a doenga de Chagas na fase
aguda s3ao nifurtimox (nitrofurano) e Benzonidazol, apesar dos efei-
tos tdxicos relacionados a biotransformagdo nitrorredutora (PRATA,
19785 PESSOA & MARTINS, 198235 BRENER, 1984; AGUILAR e cols.y 19873
BARIOGLIO e cols.y 1987; TAELMAN e cols., 19873 SANTOS & TAKAHASHI,
1988). Ambos os medicamentos mostraram efeitos clastogénicos durante

tratamento, com elevada porcentagem de micronlcleos e sitios frigeis

cm 1 2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 1a 1e I1 1B



em populagdes =2studadas (MGYA 3 TROMBCTTO., 19883).
1.4, Marcadores genéticos e doengas

Vdrios polimorfismos conhecidos no sangue humano, s3o
usados como marcadores genéticos de algumas patologiass bem como
para elucidar problemas genéticos.

A "utilidade” de um polimorfismo corresponde a probabili-
dade que ele tem de distinguir os individuos escolhidos ao acasoj &
medida como um menos a soma dos quadrados das frequéncias fenotipi-
cas; que &, evidentemente, a probabilidade de que duas amostras ao
acaso ndao tenham o mesmo fendtipo (THOMPSON & THOMPSON, 1981).

As informagdes que os marcadores genéticos gradativamente
nos forneces nos d3o provas objetivas sobre origem de populagdes,
migragdess mistura de ragas e genes. Estas informagdes podem ser
obtidas 1inclusive em alguns trabalhos realizados na populagio bra-
sileirasy a qual & produto delfusﬁc de distintos elementos raciais
(FRANCO e cols., 19825 HAMEL e cols., 19845 FRANCO & SALZANDO, 19853
HAAS e cols.,; 19853 CONCEIGAD e cols.; 1987).

0s marcadores genéticos podem também estar associados a
doengass e neste caso usa-se tanto os mais conhecidos como grupo
sanguineo e fator Rh como os marcadores genéticcs do soro. A glico-
se-é-fosfato-desidrogenase (G6PD) é altamente polimdrfica e tem

sido associazda a alguns tumores (BEUTLER,; 198@).

A fosfatase alcalina estd ligada a carcinoma hepatocelu-

lar e a fosfatase alcalina intestinal & mais frequente no soro de
individuos do grupo sanguineo 0 ou B- do gque no soro de pessoas do
grupo sanguineo A (TASWELL & JEFFERSs 1963; WARNOCK & REISMAM, 19693
HIGASHINO e cols.s 19725 BAYER e cols., 1980).

Marcadores como grupos sanguineoss, haptoglobinass hemo-
globinass HLA e G4PD sZo usados em algumas doengas como esquizofre-
nia e distlrbios afetivossna tentativa de estabelecer um modo de
heranga para essas doengas; e em outras como diabetes, maldria e
cancer de pulm@os determinar alguns marcadores mais frequentes
(JOLLY e cols., 19693 SANTO0S e cols., 19835 RUDDUCK e cols.; 1984;
BALGIR, 19B463; BECKMAN e cols., 19863 MC GUFFIN & STURT, 19864).

Em geral, o padrdo de proteinas séricas, identificado por
eletroforese e cromatografia pode ser usado na 1identificagdo de

diferentes estagios de doengas. Nao had variagao no padr3o basico
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controlado a nivel 38nico. A guantidade pode estar alterada em casos

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

do. A correlagdao de um genbtipo particular com uma ‘determinada

doenga é raras; desde que o gendtipo estabelecido n8o origine defei-
tos maiores ou letalidade (SWAIN e cols., 1980).

Ha trés explicagbes possiveis para associagOes entre um
marcador genético e uma determinada doenga:

- Estratificag3o étnica: A doenga poderia ser mais comum
em determinados grupos étnicos.

- Causa direta: A suscetibilidade a doenga poderia ser
uma consequéncia direta da presenga do alelo em particular.

- Desequilibrio de ligagdo: A suscetibilidade para a
doenga poderia ser determinada por um alelo em um locus prdédximos que
apresente desequilibrio de ligagao com o locus do marcador associado

a doenga (THOMPSON & THOMPSON, 1981).

A/
AVAVAY
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IXI. OBJETIVGS

Os varios aspectos da relagdo entre hospedeiro e parasi-
ta, na doenga de Chagas, que culminam com a instalagdo de uma doenga
polimdérfica,; com vdrios graus de gravidade, ainda permanecem obscu-
ros. Soma-se ainda o fato do desenvolvimento do quadro da doenga ser
diferente entre os chagasicos. ' Estas variagbes de ordem individual
com prevaléncias geograficas nitidamente diferencilveis também s3o
cbservadas nos polimorfismos genéticoss notadamente entre hemoglobi-
nas anormais & tipos de haptoglobinas.

Alguns tipos de hemoglobinas aparecem mais frequentemente
aumentadas em determinadas patologiass como mal&ria, hepatite viral,
eritoleucemias mieloma mUltiplos, entre outras, ﬁodendo ser associa-
das a elas.

0 presente trabalho tem por objetivos:

i{. Determinar a frequéncia de hemoglobinas normais e anormais em

portadores da doenga de Chagas comparados com grupo controle.

2. Estabelecer os valores de hemoglobinas A, e Fetal nos portadores

de Chagas, em comparagao com individuos sem a doeqqa.

3. Determinar a frequéncia de fendtipos de haptoglobinas em um grupo

chagdsico comparando os valores com um grupo sem esta patologia.
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III. MATERIAL E WETODOS
III.1i. MATERIAL

0 presente trabalho foi elaborado duas fases distintas.

Na primeira procuramos estabelecer prevaléncias gerais das hemogle-
binas anormaiss talassemias e quantificagdo de hemoglobinas Ao e
Fetal em portadores de doenga de Chagas. Na segunda fase realizamos
testes especificos necessdrios para comprovagdo de alguns resultados
obtidos na fase anterior.

Durante a primeira fase foram analisadas 1.607 amostras
provenientes do Instituto Adolfo Lutz de S3o José do Rio Preto.
Deste total 247 eram portadores de doenga de Chagas, previamente
comprovados por testes sorolbgicoss, e 1.360 n%io eram portadores de

Chagas. Analiscu-se, também, 1.600 amostras de sangue de estudantes

de segundo grau das escolas oficiais de S8o José do Rio Preto.

A segunda fase consistiu da andlise de pacientes com
doenga de Chagas, diferenciados conforme o tipo de manifestagdo da
patologia: fornms cronicas caracterizada em portadores de
miocardiopatia (31 amostras), e portadores da forma digestiva (29
amostras)s; formza indeterminada, caracterizada por aqueles pacientes
com <orologia positiva para Chagass sem manifesta%ﬁo clinica da
doenga (30 amostras).

Para efeito de comparagdo de resultados analisou-se um

"grupo controle constituido por 42 pesscas portadores das mesmas
manifestagbes patolbgicas (miocardiopatias megacolon e megaesdfago)s
porém com sorologia para doenga de Chagas negativa.

Em todos estes 132 pacientes foram realizadas triagens

completas para hemoglobinas anormaiss; talassemias, dosagens de
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hemoglobina A, 2 fetal, hematimetria 2 2letroforeses para verificagan

de fenbtipos de haptoglobinas.
I11.2. Coleta

Foram retirados de cada pessoa 10 ml de sangue por pungao
venosa dos quais 5 ml foram colocados em tubos contendo EDTA a 1Q0% e
os outros 5 ml em tubo sem anticoagulante. Dos frascos sem anticoa-
gulan-te foi separado o soro utilizado nos testes sorolbgicos de
imunofluorescencia (ALVAREZ e cols,; 1958),; hemaglutinagio: (NEAL &
MILES, 1970) e fixagao de complemento (FREITAS,; 1951) e também para
fenbtipos de haptoglobinas. As amostras com anticoagulante foram
encaminhadas ao Centro de Referéncia de Hemoglobinas para triagens
de hemoglobinas anormais e talassemias. Das amostras analisaaas
(portadores e nao-portadores de Chagas) foram separados
aleatoriamente .50 pessoas de cada grupo para verificagdo dos niveis

de hemoglobinas A, e Fetal.

II1.3. Métodos

A. Detecgio de doenga de Chagas

Os portadores de doenga de Chagas foram contirmados pelos
testes de hemaglutinagdo passivas imunofluorescéncia e fixagao de

complemento. -

o,

AL. HEMAGLUTINAGAO PASSIVA (CAMARGO e cols.,

Este teste geralmente @ utilizado para triagem em Bancos
de Sangue.

Consiste de:
a. Formolizagao de Hemacias

Usar hemdcias tipo 0 Rh negativo, estabilizadas em Alse-
ver. Lavar trés wvezes com solugao salina 0,85%, e apds a Ultima
lavagemy ressuspender a papa de hemdcias a 10% em solugdo tamponada
de fosfatos pH 7,3 (PBS). Adicionar lentamente e com constante
agitagio, igual volume de formalina a 10% em PBS., Esta mistura &

mantida a 37° C por 15 a 18 horas.
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Apds este periodo as hemdci1as sdo lavadas com tampdc PBS
trés vezes para a retirada do formaldeido, e a papa de hemdcias e
ressuspensa em PBS (contendo formalina a 4%X), de modo z obter wuma
suspensao final a 20Xx.

b. Sensibilizagdao de hemdcias formolizadas com antigeno protéico de

T. cruzi.

b.i. Reagentes:

1. Acido tanico P.A.
Solug8o a 1:15000 em solugdo fisioldgica

2. Solugdo fosfatada tamponada (PBS) 0,45 M pH 6,4
NaCl 4,250 g
NazHPq‘ anidro 3,80 g
KH,PO, anidro 6560 g
HZD dest. q.s.P. 1000 ml

Dissolver o0s sais em agua destiladas medir o pH e

comﬁletar o volume.

3. Solugdo fisioldgica
NaCl a 9,15 M

4. Solug3o estabilizante a 257%
glicina 4,0
mertiolato 051
tioglicolato ' 0,1
leite molico 2,5
glutamato sddio . 250
PBS 0,45 M - pH 6,4 ie¢

Apbs dissolver os reagentes; deixar a suspensiao a

temperatura ambiente durante 1 horas; para estabilizar e centrifugaf

a 5000 rpm durante 15 minutos.

8. Glutaraldeido (Merck)
Solugdo a ©0,1% em solugdo fisioldgica.
b.2. Sensibilizag3o:
ia. etapa: taninizagdo das hemdcias
A partir da suspensdo de hemdcias formolizadas a 290%,

preparar uma suspensio a 2%. Lavar as hemdcias formolizadas por 3
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vezes com solugdo fisioldgica ou PBS pH 742 para retirar a
formalina. A um volume de hemdcias a 2%, adicionar o mesmo volume de
solugdo de dcido tdnico a 1:15000, incubar em banho-maria a S5&6° C
durante 10 minutos, com agitagdo, e lavar 3 vezes com solugido
fisiolbgica.

2a. etapa: sensibilizagdao da hemdcia com antigeno.

Ao sedimento de hemdcias obtido na ia. etapa adicionar o
mesmo volume de extrato diluido de antigeno protéico de T. cruzi
(o antigeno deve ser diluido em PBS 0,15 M - pH 6,4). Incubar em
banho-maria a 37° C por 5@ minutos com agitag3o. Adicionar o mesmo
volume de glutaraldeido a ©@,1%, manter com agitagio a 37° C por 20
minutos e lavar 2 vezes com solugao fisiolbgica.

b.3. Procedimento do teste:

- Em placa de microtitulagdos distribuir 0,025 ml de tamp&o
diluidor em cada cavidade de duas fileiras para cada soro em exame.
- Com a alga microtituladcra, retirar 0,025 ml de soro e colocar na
primeira cavidade das duas fileiras.

- Com a alga diluidoras homogenizar bem e transferir uma gota
(05025 ml) da primeira cavidade para a segunda e assim sucessivamen-
te até a oitéva cavidade, obtendo~se deste modo diluigBes de
1:2; 1:4; 1:8 até 1:256 em ambas as fileiras.

- Adicionar 0,025 ml de hemdcia sensibilizada . com antigenos em
todas as cavidades da primeira fileirz e 0,025 ml de hemdcias con-
trole em todas as cavidades da segunda fileira.

- Agitar a placa delicadamente.

-~ Incubar em local firme e nivelado a temperatura ambiente por 1 =z

2 horas.
- Efetuar a leitura, lembrando sempre de colocar testemunhos
positivos e negativos. O resultado & considerado n%o reagente se
ocorrerlsedimentagﬁo caomo um botdo no fundo da placa.

Os soros positivos aglutinam as hemdcias e estas
sedimentam como rede cobrindo todo o fundo do orificio.

Os anticorpos para esta reagdo, aparecem é6 a 12 semanas

_apbs a infecgao pelo T. cruzi. 05 titulos atk 1:16 s3o interpretados

como negativos. Titulos de 1:16 a 1:64 devem ser testados com outras
provas soroldgicas para Chagas. Titulos acima de 1:64 indicam
infecgao.
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R.2, R2agic de Imunoiluoreszinzia pPara iripano-
tomiase americana (ALVAREZ e cols., 1958, modificado).

Esta técnica é utilizada para o diagndstico da doenga de

Chagas em grande parte dos laboratdrios clinicos.
a. Reagentes:
a.i. Meio de cultura liquidos para Trypmunogoma cruzi (L.I.T.)
Componentes:
i. Infusdo de figado (Difco) 659
triptose 10,0
NaCl 8,90
KC1 0,8
NaZHPDQ anidro 13,0

Dextrose 2s0

2. Soro de vitela
8. Solug&o de hemoglobina (hemdcias de boi)
Lavar por trés vezes com solugio salina e lisar o
volume de papa com nove volumes de dgua. Centrifugar por 20 minutos

a 2.900 rpm. Concservar distribuida e congelada.

Prepava:

Dissolver separadamente, em volumes de cerca de 70¢ ml de
aguas; 2a infusBo de figado e a triptose. B parte dissolver os saisj
misturar as trés solugbes e completar o volume para 2.000 ml.
Adicicnar 100 a 200 ml de soro de vitela, aquecer a2 mistura a 56° C
por uma hora, agitando algumas vezess; e deixar esfriar. Adicionar 40
ml da solugdao de hemoglobinasy ajustar o pH a 7,2y e conservar
congelado. Para uso, estirilizar por filtragao em Seitzy, e fazer

teste de esterilidade por 48 horas a 37° C.

2.2. Preparo de Antigeno
Cultivar T. cruzi 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. Apbs este
periodo centrifuga-se, suspende~se em dextran a 6% em salina,

distribui-se em frascos e liofiliza-se.
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b. Proc=zdimento:

- Reconstituir o antigeno liofilizado adicionando 1 ml de 3dgua des-
tilada. _

- Preparar 1laminass depositando pequenas gotas da solugdo de
antigenos sobre as regifes demarcadas. Retirar o excesso de liquido,
deixando apenas uma pelicula sobre a 1amina. Secar ao ary mont ar
com glicerina e laminula e observar ao microscdpio. As ldminas devem
conter cérca de 10 a 30 flagelados por campo. As laminas que ndo
forem wusadas poderdo ser guardadas em congelador e aquecidas ' a
temperatura ambiente no momento do uso.

- Inativar os soros 30 minutos a 56° C e dilui-los a 1/20 em PBS.

- Incubar por 30 minutos a 37° C as diluigBbes dos soros sobre as
areas antigeénicass em c8mara Umida.

- Remover os soros das ldminas por uma lavagem rdpida e depois mais
duas de 1@ minutos, em PBS.

- Enxugar o excesso de liquido das dreas antigénicas com papel de
filtro e secar as ldminas com jétos de ar quente.

- Em cada drea antigénica colocar 0,02 ml de conjugado contendo
Azul de Evans a 1 mg%. Incubar a 37° C por 30 minutos em cdmara
tmida. ’ ' ‘

- Escorrer o excesso de conjugado e lavar as 13minas rapidamente
por imersao & depoiss duas vezes por 10 minutoss em PBS.

- Montar os preparados com glicerina alcalina e laminula. Observar
ao microscbpio de fluorescéncia. As reagdes positivas se traduzem
por fluorescéncia dos parasitas, localizada principalmente na
periferias tanto dos corpos quanto dos flagelos dos tripanosomas.
Nas reagdes negativas os parasitas ' n3o mostram - fluoresc@ncias
discretamente corados de vermelhoy ou apresentam discretas

fluorescéncias de localizagf&o intracelular e ndo periférica.

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

Reagdo wutilizada para diagndstico soroldgico de casos

suspeitos de moléstia de Chagas.
Principio: O soro de doentes com moléstia de Chagas
contém anticorpos especificoss que em presenga do antigeno de T

cruzi formam um complexo que fixa o complementos tendo como
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resultado = ncia de hemcdlisz face ao sistema hemnlitico.
Reagentes:
Antigeno T. cruzi
Gldbulos vermelhos de carneiro - suspensdo de hemicias a 2%.
Hemolisina - geralmente soro de coelho ou outro animal,y contra
hemdcias de carneiro.
Complemento - obtido de cobaio
@. Tampdo veronal pH 7,4
- preparar diluigdo da hemolisina a 1:1.000 a vpartir da solug8o
estoque:
tampdo veronal pH 7,4 94 ml
fenol 5% em tampdo veronal pH 7,4 4 ml

hemolisina glicerinada 2 ml

- Proceder a titulagdo da diluig¢3o de hemolisina a 1:1.000 que
deveré ser empregada na rea¢ao numa diluigl3o de S unidades em 9,5 ml.
- Proceder a titulagao do complemento a partir de uma diluigio de
1:30, adicionar o antigeno de T. cruzi observando a quantidade de
hemdlise das hemdciasy para obter as unidédes necessdrias de

complemento requeridas para a técnica.

Reacio qualitativa

a. Colocar 12 tubos em estante metdlica e numerd-los.

b. Os tubos 1 e 2 serdo os tubos da reagdo propriamente dita, sendo
o tubo de No.2 o controle do soro em exame.

c. Tubos de Ntmeros 3 a 12 s30 controles do sistema hemolitico, do
antigeno diluido, do complemento usado em vdrias unidades, dos soros

reagentes e nao-reagentes.

d. Distribuir solugdo fisioldgica tamponada com veronal pH 7s4 nos

tubos.

@. Distribuir soro do pacientes; soro recagente e ndo-reagente.

f. Distribuir o antigeno diluido de acordo com séu titulo.

g. Homogenizar os tubos e deixar em repouso por 10 minutoss distri-

~buir o complemento diluido, de acordo com seu titulo.

h. Agitar e levar a banho maria, 37° C por 1 hora e 3@ minutos.

i. Distribuir ©,5ml de sistema hemolitico em todos os tubos

(heindceas de carneiro a 2% mais hemolisina diluidas volumes iguais,

preparados 2@ minutos antes do uso).
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J- Agitar 2 levar ao banng maria 37 £ sor 30 minutos.

1. Fazer leitura da hemdiise ou turvagdo dos tubos.
G

Os passos dsesfse g devem seguir o esquema do quadro 7.

@uzdro 7. Reagao de Fixagao de Coeplemento

Tubos de Tubos de Controle
Reagao

Sistema antigeno Controles do complerenta  Controle  Controle
heaolitico diluido eu  fs5u fu @5 u + -

3 4 S . & 7 B TRRT:

Solugzo tampao
Veronal (g1} - 6,25 6,85 8, 0,25 0,48 0,60 @,73 _ - 0,25

Soro (sl) 01 04 - = i G &

fnt{geno *
diluide(zl) 8,285 - 8,25 , 6,25 -

Cozplemento
diluidox® 85 0,5 8,5 8,5 8,37 8,25 0,7 5 65 6,5

Sistema .
hezoliticoxsx 8,5 6,5 8,9 ) 8,5 0,5 85 05 0,0 65 0,0 €43

- ¥ Deixar em repouco durante 10 minutos a tesperatura ambiente
&% Agitar & levar ao banho maria a 37°C por 99 minutos; preparar o sistesa henol{txcn 29 pinutos antes do uso
#8% Agiatar e levar 20 banho maria 3@ minutos 37°C
0BS: Kodificagdo da técnica original.
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Resultado ¢ intarpretazio:
a. 0 tubo testemunho do soro deve dar hemblise total.

b. 0 tubo testemunho do sistema hemolitico n3o deve' apresentar
hemdlise.

€. O tubo testemunho do antigeno deve dar hemdlise total.
d. Controle do complemento.
Tubo com 2,8 U de complemento hemdlise total
Tubo com 1,5 U de complemento hemblise total
Tubo com 1,0 U de complemento hemblise total
Tubo com @45 U de complemento hemblise parcial ou auséncia de
hemblise.
# 0Os soros fracamente reagentes ou reagentes devem ser titulados

pela diluigdo do soro a 1:25 1:43 1:83 1:16;5 etc.

B.Para dizgnosticar hewmoglobinus anormais.

As amostras encaminhadas ao Centro de Refer@ncia de

Hemoglobinas,; foram submetidas a testes seletivos e especificos para

hemoglobinas anormais.

B.i.Testes seletivos.

Os testes seletivos wutilizados para a triagem de
hemoglobinopatiacs e talassemias foram, eletroforese em agar-amido
‘pPH B,635 resisténcia globular em NaCl a @,34%3 e analises da morfolo-

gia eritrocitiriaj descritos & seguir. -

Bol.i= Resistfncin globular osmética em cloreto
de sbdio n 0:34% (SILVESTRONI-BIANCO-1975).

Principio:

E uma técnica utilizada para detectar talassemia beta
principalmente na forma heterozigota, pois nestes casos (a1
eritrbcitos microciticos s3o mais resistentes 3 hemblise em solugio
de cloreto de sbdio a ©,36%. A resisténcia globular n3o & especifica
para talassemia beta heterozigota, Jja que resultados positivos s%o
encontrados também em a2nemias carenciais e outras hemoglobinopatias,
como os heterozigotos para hemoglobina C. Cerca de 974 dos porta-

dores de talassemia beta hetrozigota apresentam positividade para
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este teste.

Reagentes:

Solugdo estoque - NaCl a 10% - pH 7,4
NaCl 9309
Na, HPO, 1,369
NaH, PO, .H, O 0,289
H,0 q.s.p. 100m1

Solugdo trabalho
NaCl 10X 36ml
Hzﬂ Q.5.P. 1000ml

Procedimento

Em tubo de ensaio pequeno colocar 1,5 ml de solugdao de
NaCl a 0,36% e 10 p1 de sangue total. Agita-se por inversio,

‘suavementes e aguarda-se 10 minutos para leitura.

Interpretaglo

0 tubo de ensaio com a amostra na solugio de Nacl a ©,;36Y%
é colocado a 250 cm de uma folha branca com linhas negras. A resis-
téncia aumentada a hemdlise torna a amostra opaca e as linhas neygras
ndo sdo visiveis. Em amostras com resisténcia a hemdlise normal, as
linhkas <8o facilmente visualisadas através do solugao.

As amostras com resisténcia aumentada sd&o submetidas a
exames posteriores para o diagndstico-da talassemia beta heterozi~

gota, ja que este & um teste seletivo.

B.1.2~- Eletraforese em agav-awidos plH 846
(NAOUM e cols—-1980)

Frincipio: Esta técnica foi adzptada para estudos

populacionaliss pois possibilita a andlise de 90 a 100 amostras por

vez. Visualiza-se perfeitamente fragdes de hemoglobinas wvariantes,

aumento de hemoglobinas AZ e Fetal e a presenga de metahemoglobina.
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Reagentes:

Tampdo Borato, pH B36

Solugdo estoque
Acido Bdrico
Hidrdxido de Sddio
Agua destilada q.s.p

Solugao Trabalho =

Solugao estoque 125m1l
Agua destilada S500ml

¥ Usado para os compartimentos eletroliticos

Tamp3do Tris-Edta-Borato (TEB); pH 8,8

Solug?ao estoque |
Tris-hidroximetil-aminometano 10,149
Acido Etileno diamino tetracético .1,0g

AAicido Bbrico Q5769

Agua destilada q.s.p ‘ 190ml

Solugao trabalho: *
Solugdo estoque
Agua destilada q.s.p

% Utilizado no preparo do gel

Gel de Agar—aaidd
Bacto Agar (Difco) BOOmQ
Arrozina ' . 600mg
Maizena 600ma

Tamp3ao TEB pH 8,8 (sol. trabalho) 40ml

Corante de Piraamido
Piramido a S% em etanol © Sml
Aicido acético a 30% Sml

Perdxido de hidrogénio (1@ volumes) 2ml
Procedimento:

Em um erlenmeyer de 250ml aquecer os componentes do gel,

em bico de bunsen até total dissolug3do do material, com ebuligdes

A¥
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suaves. Distribuir o conteldo em placa de gel prbpria, pre fixada
com garrass em um suporte. Deixar em repouso até adquirir consistén-
cia. |

Aplicar as amostras no gel, 1iniciando a 1,5 cm do cdtodo
e 1,0cm da extremidade esquerda da placa, com 18mina de aplicaglo. A
qudntidade de amostra introduzida no gel & de aproximadamente
9521 1. 0 aplicador deve ser limpo em papel absorvente apbs cada
aplicag3o.

‘ Transferir a placa com as amostras aplicadas para a cuba
de eletroforese e conecta-las ao tamp3o dos compartimentos
eletroliticos por meio de "“perfex” triplo. Passar 300 Volts(S0mA)
por 3¢ a 40 minutoss a temperatura ambiente. Apds a corrida
eletroforética, analisar as fragbes sem e com coloragio. Identificar
os tubos cujas amostras apresentam alteragbes eletroforéticas. Para

a identificagdo das fragdes alteradas consultar o mapa de disposigdo

de hemoglobinas em eletroforese alcalina. (Figura 7)

B.1.3. Ani]ima da morfologia eritrocitidria

A Em ‘esfregago sanguineo , analisou-se o tamanho a forma e

‘a coloragao dos eritrbcitos. y
Os individuos portadores de talassemia beta heterozigota
apresentam moderada anisopoiquilocitose com prevaléncia da microci-

tose e hipocromia facilmente visualisadas ao microscopio bptico.

Os Resultadoos foram divulgados da seguimte maneira:

- a]teragﬁes discretas: (+)

alteragfes moderadas: (++)

alteragdes acentuadas: (+++)

células normais: (-)

B.2.Testes Especificos

Para melhor caracterizag3ao das hemoglobinas variantes e
talassemias foram feitos testes especificos que serdo descritos a

seguirs:

B.2.41. Eletroforese em acetato de celulose,
pHBs6. ( MEtodo de MARENGO & ROOWE, 1965)

Técnica wutilizada para qualificagdo e quantificagdo de
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ORIGIN RELATIVE MOBILITIES OF HEMOGLOBINS ON CELLULOSE ACETATE (TE.B.pH e.s)
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FIGURA 7 - Mobilidades relativas de 118 tipos de hemoglobinas humanas em eletroforese alcalina (TEB., pH = 8,6) em
. dgar - amido e oacetato de celulose ( NAOUM, 1979 ).
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hemoglobinas normals @ anormals. ASs diferentes mobilidades elietrofo-
réticas das hemoglobinas anormais s3ao originadas por alteragdes de
cargas elétricas, causadas por substituig3do de aminoacidos de dife-
rentes pontos isoelétricos, nas cadeias formadoras da moiécula.

As hemoglobinas anormais que se originam de mutagOes
onde ndo ocorre mudanga de carga elétricas na eletroforese, migram
na posigdao de hemoglobina A. Nestes casossy para a caracterizagio

destas hemoglobinas s usa-se outros processos eletroforéticos.

Reagentes:
Tampdo TRIS-EDTA- BORATO; pH 8,5
Tris hidroximetil aminometano i0,29

Acido etilenodiaminotetracético 0,69
Acido Bbrico 3,29

Agua destilada q.s.p i000ml

Corantes:
Negro de amido

Negro de amido 10B
Alcool metilico
Acido acético glacial

Agua destilada

Ponceau

Ponceau

Acido Tricloroacético

Agua destilada q.s.p

Solugdo descorante
Acido Acético Glacial
Metanol

Agua destilada q.s.p

Procedimento:

~ Embeber as fitas de acetato de celulosey no minimo por
15 minutos e no maximo por & horass em tampdo TEB pH 8,5
- Secar as fitas entre duas folhas de papel absorvente e

colocda-las na. cuba de eletroforese, conectando-as com os

A¥A
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compartimentos eletroliticos atraveées de tiras de papel mata-oorria.

- Aplicar as amostras de hemoglobinas a 150 cm da
extremidade da fita que esta em contato com o pblo negativo.

- Passar 300 volts por 40 minutos.

-~ Analisar as fragdes sem coloragdo e posteriormente
coraf com negro de amido ou Ponceau, embebendo as fitas em um dos
corantes por 15 minutos. Para descora-lass embeb&-las na solug3o

descorante por 30 minutoss com agitag3o da vasilha.

Interpretacgio:
Consultar mapa de disposigao de hemoglobinas

eletroforese alcalina. (Figura 7)

B.2.2- Eletroforese quantitativa em acetato de
celuloses pH 8,5 (dosagem de hemoglobina A, - Método de MARENGO &
ROWE 19653)

Principio:

0 aumento de hemoglobina A, na grande maioria dos casos
est4 associada as talassemias beta heterozigotas. Porém em algumas
condig¢Bes patolbgicass; muitas.de origem adquiridass os niveis de

hemoglobina A, est3o acima dos normais.
Reagentess

S80o o0s mesmos utilizados na eletroforese em acetato de

celulose pH 8,5, para andlise qualitativa de hemogloﬁinas.

Procedimentol

- Aplicar 29 ul de solugdo de hemoglobinas com
concentragdo entre B e 12 g%, em fitas de acetato de celulose com
97 cm de largura. ' | '

- Passar 300 volts por 40 minutos.

- Apbs a separagdo das fragOes de hemoglobina A, e A,
recorta-las com tesoura e elui-las em tubos de ensaio contendo 3 ml
de dgua destilada - para hemoglobina A, 5 e 15 ml de dgua destilada
para hemoglobina A.

-~ Deixar eluir por duas a seis horas, com agitagdo
peribdica.

- Lér as densidades o6pticas (D.D.) em 415 nmy usando &-
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qua destilada como branco.

Célculo:
D.0. HbA, x 100

% HbA =
2 D.0. Hb A, + (D.0. HbA x 5)

Interpretagiio:?

Os valores normais de hemoglobina A, situam-se na faixa
de 2,5 a 3,7%

B.2.3- Eletrotforese de diferenciagio en
Agar-Fosfatoy, pH 6,2. (Método de VELLA 1968)

Principio:
A eletroforese em gel de dgar-fosfato, PH 6,2 é

especifico para diferenciar alguns tipos de hemoglobinas mais lentas

que a hemoglobina A, como por exemplo: Hb S e Hb Dj Hb C e Hb E
ques em eletroforese alcalinas migram em ppsicﬁes semelhantes,
dificultando a caracterizagiao. Por este método, as hemoglobinas S e
C se separam da hemoglobina A, enqﬁanto que as hemoglobinas D e E
migram na mesma posigdo que a hemoglobina A. Este método permite

também a caracterizagdo semi-quantitativa de hemoglobina Fetal.
Reagentes:

Tamp3o Fosfato, pH 6,2

Para uso nos compartimentos eletroliticos e confecgdao do

Na, HPO, 2,029
NaHZPUh.HZO 73669
Agua destilada qQ.5.P § 1¢00ml

Gel de Agar-Fosfato _
Agar (Difco) 200ma
Tampdo fosfato pH 6.2 20ml

Procedimento:

- Em um erlenmeyer de 250 ml aquecer os componentes do
gel de agar-fosfato até completa dissolugao

- Pipetar 335 ml do gel em l&minas de microscbpio. Dei-
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xar gelificar 3 temperatura ambiente.
- Aplicar as amostras proximo a porgao media da lamina.
- Para conexdo 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 interpretagdo das fragdes corar com

Ponceau ou Negro de Amido.
Interpretagio:

Consultar o mapa de diferenciagdo das disposigfes de

hemoglobinas em eletroforese a&cida. (Fig. 8)

; B.2.4- Dosagem de heroglobina Fetal (Método
de BETKE e col., 195%9)

Principio:

A hemoglobina Fetal é alcali-resistente; enquanto que as
hemoglobinas A, Az e os tipos anorpais sdo facilmente desnaturdveis
por solugbes alcalinas.

Este método ¢ sensivel para detectar pequenas quantidades
de hemoglobina Fefal. Concentragles acima de 1% refletem aumento de
hemoglobina - Fetal. Em sangue de corddo umbilical a quantidade da
hemoglobina Fetal & aproximadamente 70 a 90%. Em individuos com
anemia de Cooley e Ferrara a taxa desta hemoglobina oscila entre 70
.a 98%;s na interagdo talassemia/anemia falciformes o valor wvaria
entre 0,5 a 2i,2%4. Em talassemia Beta heterozigota -a hemoglobina

Fetal pode estar normal ou discretamente aumentada.

Reapentes: .

Solugio de ferricianeto de potdssio ( Drabkin )
Ferricianeto de potdssio 0,809‘
Cianeto de potdssio 0,209
Agua destilada q.s.p ieooml

Solugdo de hidrdxido de sﬁdiu i,2N
Hidréxido de sdédio 48,09
Agua destilada q.s.p 1000ml
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RELATIVE MOBILITIES OF SOME HEMOGLOBINS ON PHOSPHATE
pH 6.2
RS ST

+

C.,~ ORIGEN

S~-C HARLEM
MONTGOMERY

KORLE BU-Q ARAB-RAINIER

A-D-E-G-MOST FAST MOVING Hb

P

CAMDEN

b

F-K WOOLWICH- HOPE

FIGURA 8 Mobilidades relativas dos tipos de hemoglobings humanas que sdo diferencidveis
por eletroforese dcida, em agar - fosfato, pH= 6,2 (NAOUM, LS79)
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Solugdo Saturada de Sulfato de Amdnio
Sulfato de Amdonio S00g
Agua destilada q.s.p S500ml

Procedimento:

- Diluir 046 ml da solugdo de hemoglobina em tubo
contendo 1¢ ml da solug3o de Drabkin. Homogenizar por invers3io.

~ Colocar 5:6ml da solugdo de hemoglobina diluida em um
tubo rotulado “Hb F”. Adicionar ©,4ml da solugio de hidrbxido de
sbdio 1,2N e acionar o cronometro. Agitar cuidadosamente por 10
segundos.

- Ao final de 2 minutos exatos, adicionar 4 ml da solu-
¢30 saturada de sulfato de amdnio. Homogenizar por inversio e deixar
em repouso por S5 a 1® minutoss; no maximo.

- Filtrar o conteddo do tubo "Hb F” em duplo papel de
filtro.

. - Preparar a solugdo padrdos colocando em um tubo de
ensaio 1,4 ml1 da solugdo de hemoglobina diluida; ©s6 ml de 3dgua
destilada e 2-ml da solugdo saturada de sulfato de amdnio. Transfe-
rir § ml desta solugd@o para outro tubo e juntar 2 ml de solugdo de
Drabkin. A solugdo de hemoglobina total é 10 vezes mais diluida que
a solugao de hemoglobina alcali-resistente. '

- Ler a densidade dptica dos tubos padrdo e "Hb F” em

54@ nms usando solugdo de Drabkin como branco.

Calculo:

D.0. Hb F -
% de HbF = x 100
D.0. Padrdo x 10

Interpretagio:

Adultos normais apresentam valores entre 0,0 e 2,0% de

hemoglobina fetal.

B.2.5. Dosapgem de hemoglobina A, por microcro-
matografia em coluna (SCHIMIDT 1976)

Principio:
Em determinados sistemas tamponadoss, a interagdo de
grupamentos carregados da molécula de hemoglobina permite a

separagdo das diferentes fragBes que a compdems quando submetida a
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cromatografia de troca 1dnica.

Reagentes:

Tampdo TRIS/KCN pH 8,3
TRIS 6519
KCN 051img
Agua Bi-destilada q.s.p 1000m]

Resina - DE-S52 - celulose (Whatman)
DE-52 509
Agua Bi-destilada/tampao 4600ml

Procedimento:

Preparo da celulose

Lavar a resina DE-52 celulose 2 vezes com dgua bi-
destilada e 3 vezes com tamp3o TRIS/KCN, com pH ndo ajustado.

ﬁjustér o pH da resina preparada e do tamp3o em 8,3 com
Acido acético glacial

Microcolunas:

As colunas devem ser de wvidro com {1 cm de didmetro e

20 cm de altura, confeccionadas como pipetas Pasteur. Na constricg
ao

colocar um chumago de 13 de vidro e montar a coluna de resina com

6 cm de altura.

Preparo do hemolisado diluido para a cromatografia

hemolisado _ 100 u 1
tampdo TRIS/KCN pH 8,3 500 p1l

Cromatografia:l

Deve ser realizada a temperatura ambiente.

Aplicar cuidadosamente no topo da coluna, 500U 1 de
hemolisado diluido, e esperar absorg3o. :

Colocar cuidadosamente na colunay, tamp3o TRIS/KCN,
. pH 8,3. '

Coletar 10 ml do eluatos contendo a Hb A, s J3d que esta é

rapidamente separada da Hb Ay e elui nos primeiros 10 ml.

Medir a absorbdncia do eluato (D.0.E) a 418 nm contra a
absorb3ncia do hemolisado total (D.0.T)s preparado com 50 U1 do
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hemolisado diluido em 1@ mi do tamp3o TRIS/KCN pH

Cdlculo:

D.0. E x 100
D.0. E +¢(1@ »x D.0. T)

% HbA, =

Interpretagio:
Os valores normais de hemoglobinas Az por este método

situam-se na faixa de 1,8 a 2,9%

B.2.6- Pesquisa de agregados de hewmoglobina H
(Mttodo de PAPAYANNOPOULOUS & STAMATAYANNOPOULOUS, 1974)

Principio:

Os corpos de inclusdo de hemoglobina H sdo formados por
cadeias beta, oriundas da desnaturagdo do tetrdmero. Apds coloragao
es—-tes corpdscﬁlos apresentam-se dispostos homogeneamente no inte-

rior dos eritrdcitos, como pequenos pontos azulados.

Regentes:

Solug3o salina
‘Cloreto de sddio 0,%9
Agua destilada q.s.p 1006m]l

Solugdo Citrato
Citrato de sédio 2,29
Aigua destilada q.S.P 100ml

Solugdo de Azul crezil brilhante
Azul cresil brilhante
Solugao salina

Solugao citrato

Procedimento:
- Colocar 50U 1 de sangue total em tubo de ensaio peque-
no e adicionar S0 U 1 de solug3o de azul crezil brilhante. Agitar o
tubo suavemente. '
-Incubar o material a 37° C por 30 minutos.
- Fazer esfregagos finos e examinar ao microscbpio em

objetiva de imers3o.
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interpretazio:
A presenga de hemoglobina H nos eritrdcitos aparece

como fina granulagao distribuida homogeneamente.

C. Para caracterizagdo de fendtipos de haptoglobi-

C.i. Eletroforese em gel de amido (Método de
SMITHIES, 1955, modificado)

Principio :

Um excesso de hemoglobina A, em concentragdo de 10g/%, ¢&

adicionado ao soro do paciente para formar o complexo haptoglobina -
hemoglobina (Hp-Hb). Esta amostra ¢é submetida a eletroforese em
gel de amido, pH alcalino e apds migragaosy O0s complexos dos
diferentes fendtipos de HP-Hby, bem como a hemoglobina 1livre, sdo
evidenciados por orto-dianisidina.
Reagentes '
Solugao tampd3o TRIS - EDTA - BORATO 1,42 My pH 8,6 -
usado para o preparo do gel de amido.
" Tris " 109,029
EDTA : 5,849
Acido Bbrico 30,929
Agua Destilada i000ml

Solugdo trabalho (diluigdo 1:490 )
Tampdo TEB 1,42 M 7 s5ml
Agua Destilada q.s.p 300m]l

Solugdo tampdo borato ©,36My, pH 856 - usado para
compartimentos eletroliticos
NaOH 1M : 14m1l
Agua Destilada 1.750ml
Deixar dissolver até o dia seguinte.
Acertar o pH 8,6 com NaOH 1iM.
Completar com dgua destilada para 2000 ml.
Preparo do amido
- utilizar amido hidrolisado da RefinagOes de Milho
Brasil (Penetrose 30)
Realizar lavagens sucesivas de 20 minutos cada uma, a

temperatura ambiente, na quantidade de 1 Kg de amido por litro de
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solugdo:
Cloreto de Sddio i vez
Cloreto de Sddio 1 vez
dgua destilada 4 vezes
Acetona 3 vezes
- Apbs cada lavagem filtrar em funil de Buchner contendo

papel de filtro e acoplado a bomba de vadcuo. Trocar o papel sempre
que necessario.

-~ Colocar em estufa a 60° C por 24 horas.

- Moer o amido com moinho de bola ou por rolagens de uma
garrafa.

Solugdo reveladora de Orto-Dianizidina.
Orto- Dianizidina em Etanol a { g/%
Acido Acético até pH 4,0 ou 5,0

Agua oxigenada 1@ volumes (gotas) .
Preparar esta solugdo no momento de uso.

Procedimento:

Preparo do gel de amido

- Utulizar amido 13 g/% em tamp8o TEB 1,42 M, pPH Bsybs
diluido t:40 ' '

Dissolver bem o amido e levar diretamente a chama do bico
de Bunsen com agitag¢3o constante. Apbs a gelificag3o da solugao
continuar o aquecimentos; com agitagio,s, por mais ou menos 4 minutos

- Retiar as bolhas de ar contidas no gel por meio de
bomba de vacuo

- Despejar o gel ainda quente na ponte apropriada

- Apbs esfriar o gel a temperatura ambiente; cobrir o

mesmo com papel celofane e deixar em geladeira ate o dia seguinte.

DimensGes da ponte

A ponte é constituida por uma placa de vidro de 21,;2cm X
15,2 cm x ©:,3 cm, onde eram justapostas e fixadas com fita adesiva,
duas molduras de acrilico de 1,2 cm de largura por ©,3 cm de espes-—
sura e cobrindo todas as laterais da placa de vidro. A drea util
para o gel de amido e de 18,8 cm x 12,8 cm x 0,6 cm.

Preparo da amostra

Soro do paciente @515m]l

Hemolisado normal a 10% Su 1l
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Tl

Homogeneizar e levar a estufa a 37° C por uma horas para
facilitar o choque entre as moléculas de hemoglobina e haptoglobina

na formagao do complexo Hp-Hb.

Eletroforese
- Retirar a placa com o gel da geladeira e realizar
fendas no gel de amido com l8minas de agos de 14 mm de largua por
6 mm de profundidade, espagadas wumas das outras por ©,5 cm e
distantes 3 cm da extremidade que fara contato com o polo negativo.
A mais ou menos 7 cm da distancia destas fendas, realizar outra sé-
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 conexdo da ponte com 0s compartimentos
eletroliticos por intermédio de PERFEX duplo.
- Cobrir a placa com celofane para evitar evaporag3io
- Realizar eletroforese com 250 Volts por 5 horas em
geladeira

Revelagfio

- Apds corrida eletroforética, retirar as tiras de

papel de filtro e cortar o gel de amido no sentido horizontal por
meio de um fio de ago fino.

"= Separar as fragbes do gel seccionado

- Corar a parte inferior com solugdo de Orto-Dianizidina
por mais ou menos 1@ minutos. As fragbes sBo inicialmente castanhas

e passam a marrom escuro.

Transparentizagio

0 gel de amido com as fragbes evidenciadas pode ser
guardado em cuba de wvidro com @agua por wvarios diass oOu ser
transparentizado e conéervado por muito tempo. A transparentizag3o E
realizada prensando-se o gel corado entre duas_folhas de celofane
incolors colocado num bastidor e deixado secar em temperatura am-

biente por 3 ou 4 dias.

Interpretaglo

Apds separagao eleteroforética em gel de amido em pH
alcalino e coloragdao das fragdess podemos diferenciar o0s trés
fendtipos de haptoglobinas mais comuns (Figura 3).

Na anaptoglobinemia ndo se evidenciam frag8es de
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haptoglocbina.
D. Hematimetria

D.i. Contagem de eritrbcitos

Realizamos contagem de eritrbcitos (GV) por contador ele-
tronico (modelo - CC 200 Prb Cbsmosy com Diluidor DL 200) cujos
valores normais para o sexo masculino est@ao entre 4,6 e 6,2 milhbes
e para o sexo femininos 4,2 a 555, e dosagem de hemoglobinas (Hb),
hematodcrito (Ht), Volume corpuscular médio (VUCM); hkemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentragdo de hemoglobina corpuscular

média (CHCM); conforme o que segue:

D.2. Dosagem de hewnoglobinas pelo wétodo de
cianometahemoglobina

Prin;ipio: 0 ferricianeto de potdssio transforma a
hemoglobina em cianometahemoglobina. Todos os tipos de hemoglobinas

exceto a sulfo hemoglobinas transformam-se em cianometahemoglobina.

Reagentes:

- Solug3o de Drabkin modificada
KH, PO, : 0,14g
KCN : ©,05g
K3Fe(CN)6 95209
Agua destilada q.s.p 1000m1

Método:

Colocar em tubo de ensaio 13 x 100 mms S ml da solugdo de

Drabkin

Acrescentar ©.02 ml de sangues homogenizar o tubo por
inbersﬁo e deixar em repouso por 10 minutos

Ler em 540 nm a absorbancia da hemoglobina em solugdo.

Aplicar a fbrmula:

F x A 540 x 64,500
44,0 « d x 10

Hb g/d]1

onde: F fator de diluigl3o = 250
A 540 = absorb3ncia da solugao em 540 nm
64,500 = peso molecular da hemoglobina
44,0 = E 540 (coeficiente de extingio milimolar da

hemoglobina)
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d = espessura em cm da solugdo na cubeta de leitu-
ray; com precisdo de 3 decimais
10 = fator de convers8o de 1 litro a 100 ml
valores normais: homens 14-18 g/dl1; mulheres 12-
16g/d1
D.3.Hematocrito (Ht): é realizado por leitura do
tubo capilar apbs centrifuga¢3o em microcentrifuga 3 5.000 rpm.
valdres normais: homens 42-52%;

mulheres 37-47%

D.4. Indices hematimétricos: s3o encontrados
segundo as fbrmulas: i

Volume Corpuscular Hédio C(VCH)

Ht
VCM = — x 10
GV

valores normais: 82-92 fl

Hemoglobina Corpuscular média (HCM)

Hb
HCM = — x 10
GV

valores normais: 27-31 Pg

Concentragio de Hemoglobina Corpuscular Média
(CHCH)

Hb
CHCM = K100
Ht

Valores normais: 30 - 35 g/dl
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IV. RESULTADOS

Foram analisadas wum total de 2.739 amostras de sangues

sendo 337 obtidas de portadores de doeng¢a de Chagas comprovados por

testes laboratoriais; 1.402 provenientes do grupo controle “A” for-
mado por usudrios do Instituto Adolfo Lutz, com testes soroldgicos

_negativos para a doenga de Chagass e 1.000 amostras procedentes de
estudantes de segundo grau de S3o0 José do Rio Preto,; que constituem

o grupo controle "“B".

Os resultados globais da andlise de prevaléncia de hemo-

globinas normais e anormais obtidas por técnicas eletroforéticas,
nos tres grupos estudados, est3o ingeridos na tabela 1. Observa-se
que nos portadores de doenga de Chagas a presenga de hemoglobinas
anormais apresentou frequéncia de 16,62%s enquanto que no grupo
controle "A” foi de 4,07%s e no grupo controle ”"B” de 1,4%.

A andlise especifica dos tipos de hemoglobinas anormais
nos trés grupos estudados revelaram que a HbA, com concentragdo
aumentada foi aquela que representou maior grau de diferengas sendo
estatisticamente significante eﬁtre os chagasicos quando comparada
com as grupos controle "A” e "B” (Xo= 85,455 XeS%= 5,991). A figura
9 exibe uma representagdao tridimensional das hemoglobinas anormais

"nestes trés grupos estudadoss revelando a alta prevaléncia de HbA,

aumentada no grupo de portadores da doenga de Chagas.
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Tabela 1. Prevaléncia de hemoglobinas normais e anormais em portado-
res da doenga de Chagas e nos grupos controley detectadas

eletroforese.

Portadores de

hemoglobinas doenga de Chagas

(83,38) (955,93)

( 1,48) ( 1,92)

( 1,78) ( ©578)

= ( 06,07)

(0,29) ©,07)

A2 aumentada (8,30) i,21)
F aumentada (1,48)
(0,29)
(0,89)

1402 (100,00) 1000 (100,00)

% grupo controle "A” - usudrios do Instituto Adolfo Lutz.
com sorologia negativa para doenga

de Chagas.

grupo controle “B” - estudantes de segundo grau de Sé&o
José do Rio Preto.

#¥* total analisado - 2.73%9 amostras.
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DISTRIBIICA® DE HEFOGLABINA ARORRALS

Vi f,? grupo B

ol :
e e

TIROS DE RECLOBIEAS ARTEALS

Figura 9. Representagdo grdfica de prevaléncia de hemoglobinas anor-

mais nos trés grupos estudados.
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A diferenciagdo dos resultados obtidos da prevaléncia de
hemoglobinas normais e anormais nos trés grupos estudadoss caracte-
rizados por suas origens racilals especificadas por "Caucasbide” e
"Negrbide” pode ser analisada na tabela 2. O0s resultados incluidos
nesta tabela foram obtidos através de associagdo de técnicas eletro-
foréticas e citoldgicas. As técnicas citoldgicas incluiram andlise
da morfologia eritrocitdria e pesquisa de agregados intraeritrocitd-
rios de Hb H (talassemia alfa). Numa prévia selegdos foram separadas
apenas as amostras que apresentavam morfologia eritrocithria altera-
da e, ent3do, submetidas a pesquisa de agregados intraeritrocitéarios
de Hb H.

Os wvalores de frequéncia percentual revelaram que Hb A,
aumentada e talassemia alfa estiveram bem acima, entre os chagdsicos
caucasbides e negrbidess; quando comparados com os grupos controles.

Especificamente para o grupo chagdsicos onde as prevalén-
cias de Hb A, aumentada e talassemia alfa foram maiores (figura
10)s o teste de Qui-quadrado foi utilizado e nd8o verificamos dife-
rengas significativas com relagao aos grupos raciais (X4(a2)= 22293
Xé(tal.al?a)=-®g4585; xé5%= 3,841).

No .grupo controle “A”, as hemoglobinas anormais mais
frequentes foram Hb AS nos negrbides; Hb A, aumentada e talassemia
alfa nos caucasbides,; conforme mostra a figura 1i. Pelo teste Qui-

quadrados a diferenga de Hb AS entre negrdides e caucasdides foi

significante (X3(AS)= 17,723), enquanto que para Hb A, aumentada e

talassemia alfa as frequéncias foram consideradas iguais estatisti-
camente nos dois grupos (X4(A2)= 1,197; Xb(tal. alfa)= 1,093; XES%=
3,841).
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Tabela 2. Prevalencia de heroglobinas normais e anormais em portadores de doenga de Chagas e grupos controle (A e B)

diferenciados por origem racial (caucasdide e neardide).

Portadores da Doenga de Chagas Grupo Controle "A" Grupo Controle “B”

Tipos de caucasbise negrbide caucasbise negrbide caucasbise negrhide

Hemoglobinas n X n 4 n b4 b4 n X X

A f26  (79,24) 44 (76,98) (97,78) (92,74) (98,42) (97,32)

AS _ ( 2,51) ( 0,63) ( 4,73) ( 0,43) ( @,89)

#C ( 1;25}- - (0,63 ( 9,31) ( 8,41) (10,8%)

8 ( 8,31)
c ( 1,61) : ; ( 0,31}.
A2 aumentada {5 ( 9,73) (16412) 042N ( 6,63) ( 0,67) ( 0,89)
F ausentada 2  ( {,23) (16,12) ( 1,27) ( 0443) ( 6,67) ( 6,87)
B2 f (0,62) {a=8) ‘
AH 2 (1,2)

o talassemia 7 ( 4,40) | ( 0,94) (- 0,33)

TOTAL * {59 M7 (108 ) 888 (100 ) f{f2

Obs: Os individuos que ndo tiveram sua cor catalogada forma exclufdos da tabela. .

¥: Total catalogado = 232{ individuos
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HEOCLOBINAS AMORFALS EM PORTAINRES DE CHAGRS

I O TR =5 0 WA I ete S 0 vl

} y
TR DE HEMOLOBINGS

1@. Distribuigdo dos fenbtipos de hemoglobinas anormais em
chagdsicos separados por origem racial (caucasodide e

negrodide).
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HERCLABINAS AMORRALS D0 GRIPO CONTROLE A

kol e b o Db - o o0 b ol SRR % o

Figura 14. Distribuigdo dos tipos anormais de hemoglobinas encontra-
das no grupo controle "A” estudado. Este grupo & forma-
do por usuarios do Instituto Adolfo Lutz com sorologia

negativa para doenga de Chagas.
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Para o grupo controle ”"B” a prevaléncia dos tipos de
hemoglobinas anormais foi semelhante nos caucasbides e negrbides n%Eo
apresentando diferengas significativas (figura 12). Os demais tipos
de hemoglobinas anormais nio foram testados estatisticamente por
apresentarem baixa frequéncia.

A tabela 2 ainda nos revela que entre os caucasdéides as
maiores frequéncias de hemoglobinas anormais foram de Hb AS, HbA,
aumentada e talassemia alfa, para os trés grupos estudadoss conforme
evidencia a figura 13, sendo que a prevaléncia especifica de cada um
destes tipos anormais de hemoglobina diferiu quanto aos grupos
chagdsicos e controles “A” e "B”. A comparagdo dos resultados entre-
0S grupos estudado; resultaram na elaboragdo dos quadros 8 e 9. A Hb

AS sera analisada separadamente .

Comparag8es entre os tipos de hemoglobinas mais prevalen-

tes para os caucasodides dos trés grupos estudados(Hb AA,

Hb A2 aumentada e talassemia alfal.

chagdsico
controle A

controle B

Conclus3o:! a proporgdo de incidéncia das Hb A, aumentada

e talassemia alfa nos tr@s grupos estudados n3o & a mesma.

Icm 1 2 3 4 5 6 7 unespwl 12 I3 14 1& L& A7 18



HEROGLOBING 0 CRUPO COTROLE B
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11§

Figura 12. Distribig3o dos tipos anormais de hemoglobinas no grupo
controle "B” formado por estudantes de segundo grau de
S3ao José do Rio Preto-SP.
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HEROGLABIHAS AMORAALS POR CRUPY RACIAL

T wCO TR T TR W I e I R e

S § =
TR DE HEMOCLOBINAS

413. Prevaléncia de hemoglobinas anormais encontradas nos

caucasoides dos trés grupos estudados (Chagdsicos e
Controles "A” e "B”)- o nimero de protadores de hemo-
globina AA foi suprimido para melhor visualizagao dos

outros tipos de hemoglobinas que se encontram em menor

numero.
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Quadro 9. Comparagdc dos grupos dols a dois.

—————————————————————————————— ——————— o —————————— o —— B e

comparagoes Xo (AA) XD (A2) Xo (tal.alfa)

chagas—- controle A" ’ 30,967 6,017
chagas- controle "”B” 97,043 41,890 18,777
controle "A”-controle "”B” 10,339 1,565

Conclus3o: No grupo racial caucasbide, somente as
proporgtes de incidéncia da HbA, aumentada para os grupos controles
A" e "B” sdo consideradas iguais3 as demais proporgfes si3o todas
diferentes. ;

Para o0s negrdides dos trés grupos analisados (portadores
da doenga de Chagass 9grupos controle "A” e "B”); obtidos da
tabela 25 o resultado foi semelhante ao apresentado por caucasdides,
conforme mostram os quadros 10 e 11 e figura 14.

ProporgOes de incidéncia das hemoglobinas AA,

mentada e talassemia alfa.

Chagdsico
Controle "A”
Controle ”B”

‘Ho:pch= pA= pB 33,885

conclus3o: A incidéncia de hemoglobinas A, aumentada

talassemia alfa nos treés grupos estudados n3o & a mesma.

Quadro 14. Comparagdo por contrastes d01s a dois.

chagisicos-controle”A” 304255 294599
chagdsicos-controle”B” 22,650 12,965

controle”A”-controle”B”

conclusdo: foram consideradas iguais somente as propor-
G6es de incidéncia de HbA, aumentada nos controles A" e "B”. As

demais porporgfes sdo estatisticamente significantes.

cm 1 2 3 4 5 6 7 unespwl 2 13 14 15 A& L]

18



HERCQBIS AORAIS POR CRIPO RACIAL

T e T D I e« TR e

17'

(
TIPGS ) HEHOIGLOBIMS

i14. Prevaléncia de hemoglobinas anormais em negrodides dos
trés grupos estudados( Chagdsicos, controles “A” e”B”).
Os grupos apresentando hemoglobina AA foram suprimidos

para melhor visualizag3ao do grafico.
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A analise especifica da prevaléncia de Hb AS entre caucsz-
sbides e negrbides,; mostrou que a proporgao de incidéncia difere
entre os grupos raciais (Xé= 20,39; Xé5%=3,841), conforme caracteri-
zal a figura 15. A distribuigdo grdfica de proporgao de'Hb AS entre
os grupos de portadores de doenga de Chagass; controle “A” e controle
“B"” & apresentada nas figuras 16 e 17, para caucasdide e negrdide
respectivamente. As andlises estatisticas referentes a proporgdo de
HbAS nos trés grupos estudados, separados entre caucasdides e ne-
grdoides sdo apresentadas no quadro i12. O0Os contrastes para os grupcs
raciais caucasoide e negrdide envolvendo os grupos de portadores de

Chagass grupos controle “A” e “B” sdo apresentados no quadro 13.

Quadro i2. Proporg3o de hemoglobina AS entre caucasdides e negrdi-

des nos trés grupos estudados.

com Hb AS sem Hb AS Proporzﬁo de
Hb AS

chagasico

controle A" S 90,0064
] 90,0045

Total da sem Hb AS Proporgdo de
amostra Hb AS

., chagasico

controle A"

Para ‘o teste de igualdade de proporgdao de Hb AS entre
caucasbides e negrbides temos :
Ho: Pn=Pc X H : Pn#Pc

onde: Pn= proporﬁﬁo de negrdides e Pc proporgdao de caucasodides




0 wvalor de Qui-quadrado observado foi de 20,30 e o Xéri-
tico S%= 3,841. )

Concluimos entdo que a proporgao de incidéncia de Hb AS
em caucasdides é diferente da proporgdo de incidéncia de Hb AS em
negrdides( Pn>Pc).

Quadro 13. Contrastes para grupo caucasodides com Hb AS.

chagdsico-controle "A”
chagdsico-controle "B”

controle”A’”~-controle”B”

Por estes dados concluimos que entre os caucasdides com Hb
AS, o grupo chaghsico difere dos grupos controles "A” e ”“B”, mas os
controles ”A” ‘e ”"B” s30 considerados estatisticamente iguais.

Para o grupos negrodide com Hb AS;s; supomos a hipdtese:
Ho: Pchagdsicos = Pcontrole”A” = Pcontrole”B” vs Hi: existe pelo

menos uma proporgdo diferente.

Os valores de qui quadrado obtidos X%=6,256 e

X¢5%=5,991, mostram que as proporgdes de HbS nos negrbides dos treés

grupos estudados (chagdsicos, controle "A” e controle "B") s3o
diferentes. A ocorréncia esporéadica de Hb AS dificultou a realizag@do

dos contrastess mas graficamente estas diferengas podem ser observa-
das (figura 17).
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HEXOGLOBINA AS
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NEGROIDE CAUCASOIDE

”
Figura 15. Propog&o de hemoglobina AS em negrdides e caucasdides dos
trés grupos estudados (chagdsicos, controle “"A” e con-

trole ”B"”). -
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HENOGLOBINA AS HO CRUPO CAUCASOIDE
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CHAGASICOS CONTROLE "A" CONTROLE "B"

46. Proporgdo de hemoglobina AS nos caucasdides dos

grupos estudados.
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HEKOGLOBINA AS EM NEGROIDE
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Figura i7. Proporgdo de hemoglobina AS em negrdides dos trés grupos

estudados.
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Para a tabela 2 consideramos ainda que 05 testes de
ilgualdade de proporgdao de i1ncidéncia de HbA, aumentada e talassemia
alfa para os grupos caucasbide e negrbide n3io foram significativos.

Com os dados agrupados (caucasbides e negrbides) nos
grupos chagasico, controle “A” e controle “B”, wverificamos se a
diferenga era significativa entre os trés grupos estudados (Quadro
i4 ).

Quadro i14. Dados agrupados (caucasdides e negrdides).

Hemoglobina A; aumentada

com Hb Az proporgao de Hb
amostra aumentada aumentada A2z aumentada
chagasico
controle "A” 1120
controle "B"” 1000

A hipbtese a ser testada foi a seguinte:
Ho: Pchagdsico = P controle “"A” = Pcontrole ”B” vs Hi: existe pelo
menos uma proporgao diferente.

Com_ relagdao ao teste Qui-quadrado temos: Xé= 14,48 e
XE5%= 9:991, o0 que nos permite concluir que as proporgfOes de inci-
déncia de hemoglobina A, s@o diferentes entre os grupos estudados. A
Pchagdsico ) Pcontrole “"A” ) Pcontrole "B” conforme observa-se na

figura 18.

0 Quadro 15 apresenta as comparagdes para Hb ﬁz aumentada

nos grupos de portadores de Chagas e controles A e B.

Quadru 15. Contrastes para Hb Az aumentada nos trés grupos estudados.

chagdsico-controle "A”
chagdsico-controle "B"”

controle”A’”-controle”B”

Com os dados do Quadro 15 concluimos que o grupo chagdsi-
co difere significativamente dos controles "A” e "B”; e que os

grupos controles sdao estatisticamente iguais.
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HEMOCLOBINA A2 ALMENTADA
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CHAGASICOS CONTROLE "A"

Proporgdo de hemoglobina A, em chagdsicos,

|

rl

| :
CONTROLE "B"

trole "A” e grupo controle “B”.
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Para talassemia alfa o0s dados agrupados para caucascide =2
negrbide s3o apresentados no Quadro 16; e a hipbtese de 1interesse
foi: ;

Ho: Pchagdsico = Pcontrole”A” = Pcontrole "B” vs Hi: existe pelo
menos uma proporg3o diferente.

Os wvalores de Qui-quadrado encontrados foram XB=31,61 e

X55%=5,991. 0Os nossos resultados mostraram uma diferenga entre as

proporgoes de talassemia alfa nos trés grupos estudados,
sendo Pchaghsico > Pcontrole “"A” ) Pcontrole”B”, o que pode ser

melhor visualisado na representagdo grafica da figura 19.

Quadro 16. Dados agrupados s de caucasdides e negrdides para talas-

semia alfa nos trés grupos estudados

amostras

chagasicos
controle "A" .1120

controle”B”

Realizamos o0s contrastes entre os grupos estudadoss;para
talassemia alfa e concluimos que as diferengas entre os grupos sao

significativass cujos dados podem ser observados no Quadro 17.

Quadro i47. Contrastes para talassemia alfa nos trés grupos estuda-

chagdsico-controle”A”
chagdsico-controle”B”

controle”A”-controle”B”

A alta prevaléncia de talassemia alfa entre os chagdsicos
nos estimulou a repetir a pesquisa citoldgica dos agregados
intraeritrocitarios de Hb H em 121 pacientes, com doenga de

Chagas independente da prévia analise da morfologia eritrocitaria.
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TALASSEXIA ALFA
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CHAGASICOS CONTROLE "A" CONTROLE "B"

Figura 19. Proporg¢3do de talassemia alfa em chagasicoss grupo

trole ”"A” e grupo controle "“B"”.
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Os resultados relativos a preval@ncia de agregados intra-
eritrocitarios de Hb H nestes protadores da doeng¢a de Chagas, compa-
rados com os grupos controles “A” e "B” estio expostos na tabela 3.
0 grupo chagasico foi diferenciado em dois subgrupos classificados
pela forma de manifestagdo da doenga, ou seja, forma indeterminada
da doenga (FIDC) e forma crdnica (FCC). O grupo controle "A” foi
constituido por pacientes com manifestag8es clinicas semelhantes as
apresentadas na forma cronica da doenga de Chagas, quais sejams,
cardiopatia, megacolon e megaesdOofago,porém com sorologia para doenga
de Chagas negativa. 0 grupo controle “B” foi formado por escolares..
A proporgdo de incidéncia de agregados de Hb H estimada a intevalos

de confianga de 95 % mostrou ser maior no grupo chagisico com a

FIDC do que na forma crdnicas para os grupos controless; a proporgao

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

Quadro 48. Relagdo de proporgdo de agregados intraeritrocitdrios de

Hb H em chagdsicos e érupo_cantrole.

intervalo de confianga [p: 95%1

L 0,12365 00,3355 1
L 0,03545 00,1978 1]

[0,00655 0,1839 1
2 @ 5 050634 1]

cm 1 2 3 4 5 6 7 unespwl 12 I3 14 1& L& A7 18



Tabela 3. Prevaléncia de agregados intraeritrocitlrios de hemoglo-
bina H em protadores da doenga de Chagasscomparados com

grupos controle.

Forma clinica nGmero de agregados de Hb H

da doenga ’ analisados intraeritrocitdrios

Grupo controle”A"*x

Grupo controle "B”x%x

¥ A forma crdnica da doenga de Chagas inclui os pacientes com Car-
diopatiay HMegacdlon e Megaes6fago puros e também aqueles com asso-

ciagdo entre as cronicidades.

¥ 0 grupo controle "A"” foi formado por pacientes com cardiopatias

megacblon e megaesdfago mas com sorologia para doenga de Chagas
negativa.
%% Grupo controle "B foi formado por escolares, sem cardiopatia,

megacolon e megaesdfago.
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A determinagido da prevalincia de Hb A, aumentada nos
portadores de doenga de Chagas,; diferenciados pelas formas de mani-
festagdo «clinica foram agrupadas em FIDC e doentes cr6nicos(CCC,
MCC, MEC, e CM).

Observou-se que as prevaléncias de HbA, aumentada foram

altas em ambos os grupos comforme mostra a tabela 4.

Tabela 4. Prevaléncia de Hb A, aumentada em chagdsicos agrupados em
FIDC (forma indeterminada da doenga de Chagas) e doentes

cronicos.

com Hb A, aumentada

os doentes crdonicos incluem aqueles com cardiopatias, megacolon e

megaesdfago chagisicos.

Outro parametro pesquisado foi relativo a morfologia
eritrocitdria, comparando-a entre os portadores de doenga de Chagas

diferenciados em FIDC, CCC, MCC,; MEC, e CMs; e os grupos controles
JJA}J e JJBJ) A

Dbsérva~se pelos resultados da tabela S que 6464 dos

chagasicos apresentam alteracBbes em seus eritrbcitosy predominando
aquelas com classificagdo discreta (figura 20).

Quando analisamos o grupc chagdsicos em relagao aos
grupos controles “A” e ”“B” notamos wuma distruibuig3o semelhante
entre chagasicos e 0o grupo controle "A"”, visualizado pela figura 21,

e confirmado pelos testes estatisticos (quadro 19).

Gﬁadro i9. Testes estatisticos para morfologia eritrocitdria em

doenga de Chagas.

Ho:Pmoderada (Chagas)=
Pmoderada (controle”a”)
Ho:Pdiscreta (Chagas)=

Pdiscreta (controle”A”)

Por estes testes de igualdade de proporgdess concluimos
que tanto para o grupo chagasico quanto para o grupo controle”A”

consideramos as distribuig¢bes de morfoleogia eritrocitaria iguais.
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Tabela 5. Alteragbes morfolbgicas caracterizadas por anisopeiquilacitose e hipocromii, ea 121 portadores da

doenga de Chagasse grupos controle.

Doenga de Chagas torfologia Eritrocithria x

discreta roderada acentuada
No. s No. X i

Forra indeterminada (43,90) 40 (54,79) (50,00)
C.C.C. x (31,79) (23,28) ( 8,16)
megachlon : (17,87) e (L (6
megaesofago ( 2,41) ('6,54) ( 0,16) (160,0)

cronicidade mista : (4,87 ( 5,47) K 8,16) { 4

(33,84) (68,33} ( 4,95) ( 9,06)

Grusos Confrole (42,83) (58,33)

#5% - 5 (96,00) 2 ( 2,00)

¥Cardiopatia chagdsica cronica.
¥iConsiderou—-se alteragao discreta a presenga de 2 3 4 células com
morfologias anormais; moderada, de 5 a ;0 célulass acentuada, acima
de 10 células; mkdia por campo analisado.
%#x0s 42 individuos wutilizados como controle no grupo "a"
apresentavam cardiopatias; megacdlon e megaesGfagos mas sorologia
"para doenga de Chagas negativa.

0 o9rupo controle “B"” foi formado por 1€Q@ estudantes de
segundo grau sem megacblons; megaesdofago e cardiopatia e com

sorologia para Chagas negativa.
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IRRFOLOGIA ERTTRCITARIA N CHACASICOS

T e TR = WS T et S e

] Mgy ! S
FORMAS DI MANIFESTACAD Dd DODMCA

Figura B®. Distribuigd3o da morfologia eritrocitdia em chagidsicos
separados por formas de manifestagdo da doengas FIDC -
forma 1indeterminadaj; CCC -cardiopatia chagésica cronica:
MCC-megacblon chagasico § MEC - megaesdfago chagésico; CM

- cronicidade mista.
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IRFOLOGIA ERTTROCITARIA

T
ﬁ*ﬂ ROLE &

Figura 2i. Morfologia eritrocitdria entre os grupos estudados (Cha-

gasicoss controle "A” e “B”).
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OQutra andlise efetuada foi a da resisténcia globular
osméticas, em solugdao de NaCl 0,34%.

Esta averiguagdo realizada em chagdsicos, separados por
forma de manifestag@o da doengas comparados com dgrupos controle "A”
e “B“, estd representada na tabela é e figura 22: «cujos resultados
mostram maior positividade entre o grupo chagdsico quando comparara-
do com os controles "A” e "B” .

) Através do teste estatistico de independéncia de relagdo
para resisténcia globular e formas de manifestagdc da doenga (Xo=
@s0626)y concluimos que a resisténcia globular osmdtica em solugao
de NaCl a 0,36% independe da forma de manifestagdo da doenga (figura
23). '

Na figura 22 observamos,; aindas o comportamento da dis-
tribuig¢3o dos grupos (chaghsicos, controle “A” e controle "B”), por
categoria de resisténcia globular (positivo e negativo). Pelo teste
de igualdade de proporgdes nos trés grupos estudados temos, dados do

quadro 20.

Guadro 26. Estatistica para o teste de Resigﬁéncia Globular

Solugio de NaCl @,36%

Ho: Pnormal {(Chagas)=
Pnovrmal (controle "A")=

Pnormal {controle "”B"”)

Portanto at nivel de 1%, =aceitamos a hipbtese de igual-
dade de propog®es nos trés grupos estudadoss entretanto, ao nivel de

S% esta hipbtese & rejeitada.

Icm 1 2 3 4 5 6 7 unespwl 12 I3 14 1& L& A7 18



Tabela &. Relagdo de positividade do teste de Resisténcia Globular
em solugdo de Cloréto de Sddio 0,3@% em chagdsicos e ndo

chagdsicos.

forma
indeterminada ‘ (44,82)

cardiopatia 5 (17,24) (28,26)
megacdlon 4 (13:79) ' (10,868)
megaesGfago 3 (10,34) ( 5,43)

cronicidade
: (13,79)

(92,8%5)
(84,00)

¥ Pacientes com cardiopatias megaesdfago e, megacblon mas

sorologia para Chagas negativa.

#% Populagdo de escolares.
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RESISTENCIA CLOEIAR MaCl 0,363

T O T = I A T T s T s

b
(ORTROLE B

CONTROLE 4

CHAGKSICOS

I REATIV

Figura 22. Distribuigdo da recsisténcia globular em solugdo de NaCl
©,36% nos grupos estudados (Chagdsicoss controles A"
e “E” ) =
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RESISTENCIR CLOPIIAR DM CHAGASICOS KaCl 836

T O TR O T W TID e S NG e

FOSITIVO

Figura 23. Teste de recisténcia gclobular em solugdo de NaCl a @.36X%
no grupo chagasico separado por formas de manifestagao
da doenga - FIDC - forma indeterminada § CCC - cardiopa-
tia chagdsica crdénicaj MCC -megacodlon chagdsicos;

MEC - megaesOfago chagdsico; CM cronicidade mista.
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Para o caso da relagao de positividade do teste de resis-
téncia globular osmética em solugao de NaCl ©0,36% apresentamos os
resultados do quadro 21: -

Quadro 21. Dados agrupados nos trés grupos estudados (chagdsicos,
' controle "A” e controle "B”) para o teste de resistén-

cia globular osmbtica em Cloreto de Sbdio a 0,36%.

No.negativos Proporgdo de
positivos

Chagdsicos 90,2396
controle A" 90,0714
controle ”B”

A nossa hipbtese de interesse a ser testada foi a seguin-

Ho:" P positivos(chagdsicos)= P positivos(controle”A”)= P positivos

(controle "“B”) 13 Hi: exite pelo menos uma proporgao diferente.

Os wvea2lores de Qui-quadrado encontrados foram Xé=6,458 e
Xé,5%= 55991 '

Através da andlise dos dados obtidos rejeitamos a hipd-

tese Hos, e portanto as proporgoes sao diferentes nos trés grupos
estudados,s; conforme nos mostra a representagao grdfica da figura 24.
Comparando os grupos estudados, para o teste de resistén-

-cia globular obtivemos os dados do Quadro 22.

Quadvo 22. Contrastes para o teste de resisténcia globular osmdtica
' em NaCl ©,36%.

chagdsicos- controle”a”
chagdsicos- controle”B”

controle "A”-controle “B” 2,003

Assims podemos concluir que o grupo de portadores de
doenga de Chagas diferem do grupo controle "A”s mas n3o do grupo
controle ”"B”; e os grupos controles "A” e”B” s3o considerados iguais
estatisticamente para o teste de resisténcia globular osmbtica em
solugd@o de NaCl 0,36%.
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Figura 24.

RESISTENCIA GLOBULAR E NaCl @,36%

- & vositividade

| | ]
CHAGASICOS CONTROLE "A" CONTROLE "B"

Proporgdo de peositividade do teste de Resisténcia Globu-
lar em So}uqio de NaCl ©,36% em chagdsicoss garupo con-
trole "A” e grupo controle ”B”.
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Para a verificagdo dos valores de hemoglobina Fetal (HbF)
em chagdsicoss analisamos em média S5O chagdsicos e 5@ ndo chagdsicos
pelo método de resisténcia alcalina da hemoglobina.

Para a andlise estatistica dos dados , .verificamos pri-
meiramente a existéncia de pontos aberrantes, ou seja, valores que

fogem ao padrao de dados. Em seguida aplicamos uma tfansformaaﬁo nos

dados originais para estabilizar variancias. Os resultados da ani-

lise estatistica est30 no quadro 23.

Quadrb 23. Andlise estatistica para Hb F em chagdsicos e ndo chagd-

desvio padrido
minimo

maximo

0 quadro da analise de

médias dos grupos analisados & dado

variagao

Grupos . 90,3825 0,3825
Residuos 5.9892 00570

Concluimos portanto que a média de Hb F em chagasicos &
menor que a média de Hb F em nd3o chagasicos; sendo esta diferenga
significante.

Para a quantificagdo de Hb A, tomamos ao acaso 5@ chagda-
sicos e 50 ndo chagdsicos em média, e verificamos a quantidade de Hb
A, por eletroforese quantitativa. Os resultado nos levaram a reali-
zar novas quantificagOes desta fragao hemoglobinica por outro
método mais sensively a microcromatografia em coluna, sempre compa-
rando os valores obtidos em chagdsicoss com os encontrados em ndo

chagasicos.
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Cemo o0os dados agul tratados sdo provenientes de dois
grupos; chagisicos e n3o chagisicosy; e a porcentagem de Hb A, obtida
por dois métodos distintos, eletroforese e microcromatografia,
trata-se de um experimento cruzado com efeitos fixos, Eujo objetivo
& verificar o efeito de método e o de grupo. Apbs analise estatisti-
ca preliminary com eliminag3o dos pontos discrepantes e o balancea-

mento do experimento, utilizamos o seguinte modelo:
Jigri="1THalitE BRI+l BICT )+ eir

onde: ai mede o efeito de grupo
Bj : mede o efeito de método

aB(ij):mede o efeito da interag®o grupo/método

-

0O resumo dos dados estatigticos'estﬁo no quadro 24.

Quadro 24. Analise estatistica da Hb Az para chagasicos e nao chaga-

desvio padrio

minimo

¥ Ch/elet. = chagasicos quantificados por eletroforese
ACh/elet. = ndo chagdsicos quantificados por eletroforese
®¥¥Ch/crom. = chagdsicos quantificados por microcromatografia

ACh/crom. n8o chagdsicos quantificados por microcromatografia.

AVA
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te d Fc,S% significancia
variagdo
13,723
Método 175439 29,458
Interagdo 0,003 0,003

Residuo

Pelo resultado do teste de analise de variancia observa-

mos que existe efeito de grupo de métodos mas nao existe efeito-.de
interag3dao método / grupo.

Através da figura 25 verificamos que a porcentagem de Hb
A, obtida por eletroforese ¢ maior que a porcentagem de Hb A, obtida
por cromatﬁgrafia, sendo que a porcentagem média de Hb A, nos chagd~
sicos & maior que a encontrada nos nd3o chaglsicos.
F Os° contrastes para comparagbes dos grupos dentro dos

métodos sao dados abaixo:

comparagao contraste Cj IcCCji395%1 significincia

—— T e S M S S M e S e i o  — — — — T ——— T —— T o "

Chagdsico-ndo chagdsico 0,444 [0,162;9,7261]

Com estes resultados concluimos que a diferenga entre as
médias & siagnificativas ou seja s o grupo chagasico apresenta maior

porcentagem de Hb ﬁz tanto por eletroforese como por cromatografia.

A‘A'AY
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HEMOGLOBINA 42 AUMENTADG

& netodo de eletroforese (O wretodo de cromatografia
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CHAGASICOS NEO CHAGASICOS

Figura @&38. Porcentagem de hemoglobina A, aumentada analisada por
eletroforese @ cromatografia em chagdsicos e ndo chagd-

sicos.
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Os wvalores de Hb A, foram comparados com o0s indices
hematimbtricos HCM ( hemoglobina corpuscular mbédia ) e UCM ( volume
corpuscular médio ) entre os seguintes grupos : Portadores de talas-
semia beta menors cujos valores foram obtidos no Centro de Referén-
cia de Hemoglobinasj portadores da doenga de Chagas que apresentaram
concentragdo elevada de Hb A;; portadores de doenga de Chagas com

valores normais de Hb A,,grupo controle “A”. A tabela 7 mostra estes
resultados.

Tabela 7. Valores dos indices hematimétricos (HCM e VUCM) em pacien-

tes com Hb A, aumentada na Talassemia Beta Heterozi-
gota e nos portadores da doenga de Chagass em compa-—
ragao com valores normais de HbA, provenientes do Grupo

controle "A” e de portadores da doenga de Chagas.

Tal.Beta Heterozigota
(aumentada)

Port. Doenga de Chagas

(aumentadza)

Grupo controle A"

(normal)

Port. Doenga de Cﬂagag

(normal)

A relagdo entre fenbtipos de haptoglobinas (Hp) e porta-
dores da doenga de Chagas envolveu a analise de 86 amostras de

soros cujos resultados foram confrontados com o grupo controle "A”

constituido por 54 pessoas com as mesmas caracteristicas clinicas

(Miocardiopatias megacolons e megaesOfago ) porém com 50rologia_

negativa para a doenga e com grupo controle B formadc por S2 estu-

dantes de segundo graus sem doenga de Chagas e sem manifestagles
clinicas. A tabela B8 mostra os valores obtidos para os trés fendti-

pos de haptoglobinas @ Hp 1-1 4 Hp 2-1 e Hp 2~-2 . Pelos resulta-

dos apresentados verifica-se que o fenbtipo Hp 2-1 foi c mais fre-
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qu2nte em todos 05 3Jrupos 2s5tudacdos 4, seguido do fenbtipo Hp 2-Z2.

testes estatisticos foram realizados entre os grupos Chaglsico e
controle A, por apresentarem as mesmas caracteristicas clinicas. O
grupo controle B representa a populag3do normal. Aplicando-se o teste
de homogeneidade de Qui-quadrado entre os dois gruposs chagisicos e
controle Ay e para os trés fenbtipos de haptoglobinas ; obtivemos:
Xobs= 1,219 e Xéritico 9% = 0,103 . Pelo fato do xé,s% ser menor
que O Xébs s rejeitamos a hipdtese de igualdade das duas distribui-

¢obes 5 conforme evidencia a figura 26.

Tabela B8. Tipos de Haptoglobinas no grupo chagdsico comparado com
grupo controle: A - com as mesmas caracteristicas(cardio-
patia; megacblon e megaesdfago), mas sem machado guerreiro
positivo; B - estudantes de segundo grau sem doenca de

Chagas e alteragbes clinicas.

Grupo chagdsico i8 (20,93) (44,18) (34,88)
Grupo controle A (16,66) (53,70) (29,62)
Grupo controle B (17,30) (48,07) ' (30,76)

As prevaléncias dos diferentes fenbtipos de haptoglobinas
foram relacionadas com as diversas formas de manifesgacﬁo clinica da
doenga de Chagas. Entre os 86 chagasicoss as formas indeterminada da
doenga de Chagas ( FIDC ) e cardiopatia chagasica cronica (CCC)
foram as mais predomiﬁantes, conforme mostra a figura 27. Na tabela
? estdo expostas as prevaléncias especificas dos fendtipos de hapto-
globina relacionados com as diversas formas da doenga de Chagas.As
analises estatisticas revelaram que o valor de X%bs=5,793, e o

coeficiente de contingéncia corrigido & igual a ©,3076. Por estes

dados concluinocs que os fendtipos de haptoglobinas independem das

formas de manifestagdo da doenga .
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TIPOS DE HAPTOGLOBINAS

A chagasices

@ controle A

PROFORCARO

i | |
CHAGASICOS CONTROLE "A" CONTROLE "B"

F

Figura B&. Proporgao dos fenotipos de haptoglobinas em chagdsicos e

grupo controle "A”.




Tabela 9. Fendtipos de haptoglobinas nas diferentes formas de mani-

festagao da doenga de Chagas.

(21,21) (42, 42) i2 (36,36) 33

indeterminada
megacdlon ( 30 ) ( 50)

meg#esﬁfago " : (14,28) (71s542) (14,28)
cronicidade mista (16566) (1580 (33,33)
cardiopatia ' (36566) (43,33)

controle A (16566) (53,70) (29,62)
controle B (17,30) (48,70) . (30,76)
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V. DISCUSSAO

0 epresente trabalho consistiu da andlise de pessoas com
doenga de Chagas, comparadas com grupos controle "A"” -composto por
usudrios do Instituto Adolfo Lutz de S3o José do Rio Pretos com
sorblogia negatiQa para doenga de Chagas e grupo controle "B” -
formado por estudantes de segundo grau sem doenga de Chagas.

Na analise geral observou-se que a hemoglobina A, au-
mentada ?oi.prevalente entre os chagdsicos quando comparados com 0S

grupos controle “A” e “B”, conforme mostram a tabela 1 e figura 9, e

a analise matematica mostrou que esta diferénga foi estatisticamente
significante ( X4=85,45 ; X&,5% = 5,991 ) '

Para afastar a possibilidade de que o auhento de hemoglo-
bina A, estivesse relacionado a talassemia beta heteroziaota nos
portadores de doenga de Chagas, realizamos analises hematimétricas
que incluiram a contagem de_eritrbcitos, a dosagem de hemoglobinas,
o hematbcrite e a determipacﬁo'dos indices hematimétricos HCM e VCM.
reconhecidos pela OiMS como dados referenciais no diagnbstico labora-
torial das talassemias beta heterozigotas (WHO;1982).

Outras andlises indicadas pela OMS para confirmar labora-
torialmente o portador de talassemia beta heterozigota sdo os testes
de resisténcia globular osmbtica em solugio de NaCl ©,346%s e a
morfologia eritrocitariasy o0s quais foram realizados em 121 porta-
dores da doenga de Chagas classificados segundo a forma de manifes-
tagdo da doenga:; ou sejas FIDC (forma indeterminada da doenga de
Chagas)sCCC (cardiopatia chagasica crdénica), MCC (megacolon cha-
gasico)y MEC (megaesdfago chagasico) e CM (cronicidade mista). En-

tretantos devido ao pequeno nlmero das formas de manifestagoes
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crénicas (CCC, MCC, MEC 2 CM) reunimos estes dados em dols grupcs
gerais: FIDC e crénices. Nestes dois grupos as prevaléncias de
hemoglobina A, aumentada foram respectivamente 8,1 e B,3%, mostrando
que a elevagao dos valores de hemoglobina A, n3o estdo relacionados
com a manifestagdo clinica da doenga.

As alteragdes na morfologia eritrocitdria foram predomi-
nantemente discretas nos portadores da doenga de Chagass diferindo
bastante das alteragbes caracteristicas observadas na talassemia
beta heterozigota. Alteragbes discretas na morfologia eritrocitéria
sd0 comuns em nossa populagdao e geralmente decorrem da deficiéncia
alimentar, parasitoses e infecgbes.

No teste dé resisténcia globular em solugd3o de NaCl ©@4,36%

verificou-se que 23,96% dos portadores de doenga de Chagas apresen-

tam positividade em comparagdao com c©s grupos controle "A” (7,14%) e
"B” (46%). Este teste & seletivo para talassemia beta heterozigota
onde 97% dos Po?tadofes apresentam positividades mas também é posi-
tivo em outras situag®es que causam deplegdo de ferro. A anhlise
conjunta das alteragbes da morfologia eritrocitaria e teste de
resisténcia globular osmbtica sugere que estes resultados podem ser
devido as baixas condigfes sdcio-econdmicas dos portadores da doenga
de Chagass além da somatéria.de alteragSes fisio-patoldgicas que se
evidenciam nas formas crénicas desta doenga.

Diante destes resultados concluimos que o aumento da
concentragio da hemoglobina Az nos portadores da doenga de Chagas
ndo se deve 2 talassemia beta heterozigota, sugerindo portantcs; uma
condigao adquirida. Com esta supdsiqio presumimos que outros fato-
ressy provavelmente gxdgenﬁs, poderiam estar alterando a sintese de
hemoglobina A, nestes pacientes,; entre os quais n3o podemos deixar
de considerar a influéncia dos medicamentos utilizados.

Condigdes adquiridas de Hb A, aumentada tém sido relata-
das em algumas patologias como a maldria causada por Plasmodium
vivaxs anemia megaloblastica, mielofibrose, hepatite viral, esquis-
tossomoses entre outras (LIE-INJO e cols;197135 ALPERIN e colsy 19773
VAN ROSS e cols, 19785 NAOUM e cols, 19795 KRISHNAMOORTHY e cols,
1982).

As presengas de outras hemoglobinas anormais entre os
trés grupos estudados revelaram os seguintes fendtipos :AS, AC, SG,
CCs; Hb F aumentada, Hb AB2 e Hb AH. A andlise da frequéncia destas

hemoglobinas anormais nao se mostraram significativas entre os por-
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tadores da doenga de CThagas 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 doenga
de Chagas, uma vez que estas hemoglobinas aparecem aumentadas em
algumas patologias, como por exemplo, Hb Fetal em leucemias, e Hb A,
na malaria (SHIMIZU e cols, 19885 ARENDS, 1975).

Quantificamos a Hb Fetal em 5@ portadores da doenga de
Chagas e 5@ n3o chagasicos pelo método de Betkes e concluimos que a

média de HbF em portadores da doenga de Chagas & menor que a

média encontrada em n3o0 chagisicos; sendo a diferenga estatistica-

mente significativa (X0 = 65713 XCs5% = 3590).

Para determinar os valores quantitativos da Hb A,analisa-
mos amostras de sangue de 50 portadores da doenga de Chagas e 50 n3o
portadoresy sendo que as quantificagoes desta hemoglobina foram
efetuadas por dois métodoss; Eletroforese em Acetato de Celulose e
Microcromatografia em coluna. Por tratar-se de um experimento cruza-
dos onde os dados provém de dois grupos (chagasicos e n3o chagisi-
cos)y e realizados por dois métodos (eletroforese e cromatografia),
procurou-se analisar o efeito de método e dos grupos para constatar
se haveria diferengas com rela;ﬁo aos métodos utilizados e entre
os grupos estudados. Pelos resulfados encontrados concluimos que a
porcentagem de Hb A, obtida ror eletroforese ¢ maior que a verifi-
cada por crohatogra?ia. Apesar distos, independente da metodologia
utilizada, confirmamos que a média de Hb A, encontrada nos chagdsi-
cos € maior que a media de Hb A, obtida em ndo chagdsicos (figura
25)s sendo as diferengas estatisticamente signi?icantgs.

-0 estudo especifico por origem racials; classificada em
caucasdides e negroidess mostrou que para os portadores da doenga de
Chagas as hemoglobinas anormais mais frequentes foram Hb A, aumenta-
da e talassemia alfas; sem entretanto apresentar diferengas estatis-
ticamente significativas (figura 10 e tabela 2), (Xé(AE)=E,EES;
X6(tal. alfa)=0,4525; Xc,5%=3,841). Para o grupo controle "A” as
alteragdes mais frequentes foram Hb AS,; Hb A, aumentada e talassemia
alfa (figura 11), sendo a diferenga estatisticamente significativa
somente para Hb AS nos negrdides (X6(AS)=17,723; Xé(ﬁ8)=1,197;
X6(tal.alfa)=1,093 ; XC,5%=3,844i). No Grupo controle “B” a ocorrén-
cia dos diferentes fenbtipos de hemoglobinas n3o mostrou diferengas

entre negrbides e caucasbides (figura 1i2).
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Observando separagdamente 0S Caucasdldes dos trés Jrupos
estudados, as Hb AS, Hb A, aumentada e talassemia alfa foram as
alteragdes mais frequentes (figura 13), sendo considerada estatis-
ticamente igual <somente a proporgdo de Hb A, aumentada entre os
grupos controle "A” e "B"”j as demais proporgOes mostraram diferen-
¢as estatisticamente significantes (quadro 9).

Entre os negrdides tanto para a frequéncia de hemoglobi-
nas anormais quanto para os dados estatisticos houve coincidéncia
com os caucasbides, conforme mostra os quadros 10 e 11 e figura 14.

Especificamente no caso da Hb AS,; notamos diferenga na
proporg¢ao de incidéncia sendo esta maior entre negrbides que em
caucasbides (figura 15) (XS=EO,39; Xé,5%=3,841), valores que estdo
de acordo com os dados obtidos em an&lises populacionais para preva-
l1éncias de hemoglobinopatias na populagido brasileira (NAOUM e cols
1986). Para os treés grupos estudados (chaghsicos e controles "A” e
"B"), ocorreu  diferenga na proporgiao de incidéncia de Hb AS entre
nearbides e caucasbidess; sendo que para oc portadores da doenga de
Chagas a maior incidéncia se deu em caucasbides, diferindo dos
grupos controle "A” e "B"” (figura 16 e quadro 13). Embora estes
dados difiram daqueles obtidos por AZEVEDD e cols (1979) onde a

incidéncia de Hb AS foi alta entre os negrbides que morreram por

doenga de Chagas, devemos considerar que estas analises foram efe-
tuadas na Bahias onde a prevaléncia de Hb AS & muito alta (NAOUM e
cols, 19864).

A ideqtificaqﬁo de agregados de Hb H em eritrdcitos ¢
significativo de talassemia alfa e apresenta frequéncia de 3,92% em
nossa populagdo (CASTILHO e co!s, 198735 PEDROLLO, 1988). Nas anali-
ses efetuadas no predente trabalho constatamos que o grupo controle
“B", constituido por escolaress apresentarou prevaléncia de 3,04
desta alteragao genética. Entretanto o grupo forﬁado por portadores
da doenga de Chagass; € grupo controle "A"”, composto por pacientes
com cardiopatia; megacolon e megaesﬁfago} mas com sorologia negativa
para doenga de Chagass; apresentaram prevaléncia de 174 e 94 respec-
tivamente. A andlise da proporgao de incidéncia de agregados de Hb H
estimada a intervalos de confianga de 995% mostrou ser maior no
grupo chagdsicos seguidos dos controles "A” e “B”. No estudo da
prevaléncia de agregados intraeritrocitdrios de Hb H realizado
entre os pacientes chagdsicoss diferenciados pela forma de manifes-

tagao da doenga (FIDC e crdnicos) os resultados mostraram que aque-
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les com FIDC apresentaram prevaléncia duas vezes superior (22,?25%)
em comparagao com os pacientes com a forma crénica (11,16%). E pro-
vavel que neste casoy a formagao de agregados de Hb H se deva a
forma adquirida. Semelhantes evidéncias foram obtidas em estudos
realizados em pacientes leucémicos e com doengas linfo e mieloproli-
ferativas (BEAVEN e colss; 19635 ANAGNON e cols, 19833 GOMES e cols,
1988). Admite-se 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 prevaléncia seja devida a
outros fatores, uma vez que a maioria dos pacientes com FIDC n3o
recebem tratamento especifico, por n3o apresentarem sintomas clini-
coss enquanto que os cronicos sao submetidos a tratamento diferen-
.ciado conforme o tipo de cronicidade desenvolvida.

A ocorréncia de polimorfismos no locus da haptoglobina tem
estimulado numerosas investigagdes no sentido de .se verificar possi-
veis associagdes entre a haptoglobina e diferentes patologias
(VOGEL, 1970: WIENER, 19705 MOREIRA, 1987). No presente estudo ana-
lisamos 86 amostras de soro de portadores da doenga de Chagas,
confrontados “com o grupo controle “A” formado por pacientes com

mesmas caracteristicas clinicasy mas sem doenga de Chagass e grupo

controle "“B” <{formado por estudantes de segundo grau. A tabela 8

mostra que o fenbtipo mais frequente foi o Hp 2-1. Comparando-se os
chagdsicos e controle "A” estatisticamente os trés fendtipos en-
contrados (Hp 1-i, Hp 2-1, Hp 2-2) diferem tanto no grupo de porta-
dores da doenga de Chagas. quanto no controle "A” (X6 = 1,219;
Xé,S% = 0,103)s cuja visualizagdao gradfica pode ser melhor avaliada
na figura 2é.

Ma tentativa de estabelecer relagles entre os fendtipos de
haptoglobinas e as formas de manifestagdao da doenga de Chagas obser-
vamos ques pelos dados expostos na tabela 9, a ocorréncia dos trés
fenbtipos mais comuns de haptoglobinas independe da forma de mani-

festagio da doenga de Chagas.
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VI - RESUMD

A endemia chagdsica & uma das doengas tropicais mais
difundidas e gravess; tornando-se um problema de sadde pdblica de
primeira ordem nas Américas do Sul e Central. As condigbes basicas
para a transmiésﬁo da doenga por si sb indicam que esta endemia &
caracteristica de areas rurais de baixo nivel sbcio-econdmico. A
evolugdo da doenga manifesta-se diferentementa entre os individuos
e, também, regionalmente. Diférencas de ordem individual e regional
530 igualmente observadas em alguns tipos de hemoglobinas anormais e
haptnglobinas._ w

No decorrer deste trabalho analisamos 2.739 amostras de
sangue divididas em trés grupos: Portadores da doenga de Chagas
(337)5 grupo controle "A"” - formado por usudrios do Instituto Adol-
fo Lutz sem doenga.de Chagas (1.40¢2)3 grupo controle "B” constituldo
por estudantes de segundo grau de S3o José do Rio Preto (1.000).

Os objetigos do trabalho constavam da:

a) Andlise da prevaléncia de hemoglobinas anormais no

grupo chagésico.

b) Estabelecimento dos valores quantitativos de Hb A, e

Hb Fetal nos portadores da doenga de Chggas.

c) Determinzgdo da frequéncia de fendtipos de haptoglobi-
nas no grupo chagasico.

Todos os parametros foram comparados com 0S grupos con-
trole “A” e “B”.

Na andlise geral de hemoglobinas anormais observou-se que
a Hb A, aumentada foi a mais prevalente entre os chagdsicoss tanto
na forma indeterminada da doenga de Chagas (FIDC) quanto na Forma

cronica. Anilises posteriores comprovaram que este fato n3o se deve
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a assocliagdo da doenga de Chagas com talassemia beta heterozigotas
principal causa de aumento desta hemoglecbina, & sim a condigd8es
adquiridas, que nos estimula na continuagao desta pesquisa.

Uma outra alteragio que apareceu com alta prevaléncia
entre os portadores da doenga de Chagas,; foi a presenga de agregados
intraeritrocitarios de Hb Hy que & patognomdnico de talassemia alfa.
Foi mais prevalente entre os portadores da doenga de Chagas com a
forma indeterminada da doenga (FIDC). Neste caso também, esta alta
prevaléncia provavelmente seja devido a forma adquiridas semelhante-
mente ao que ocorre em portadores de doengas 1l1linfo e mielopro-
liferativas. Este fato devera ser melhor analisado ji que os porta-
dores da FIDC, em geral, ndo fazem uso de medicamentos ou drogas que
poderiam estar atuando na alta incidéncia destes agregados.

As presengas de outras hémoglobinas anormais n3ao mostra-
ram diferengas - significativas entre os portadgQres da doenga de
Chagas e grupos controle "A"” e "B”.

Com relagdo a estimativa dos valores quantitativos de Hb
Fetal e Hb A, em portadores de Chagass; concluimos ques para a Hb
Fetal 2 média foi menor em portadores de Chagas quando comparados
com o grupo sem esta patologia € a diferenga encontrada foi signifi-

cativa. Para a Hb Az s a mbédia em chaghsicos foi maior que a média

encontrada em ndo chagisicos sendo as diferengas estatisticamente

significativas.

Na andlise dos fendtipos de haptoglobina, dos trés mais
frequentes (Hp 41-1;, Hp 2~1 e Hp 2-2) o mais prevalente tanto em
chagasicos «quanto nos grupos controle "A” e “"B” foi o Hp 2-1
sequido de Hp 2-2 e Hp 1-15; sendo as diferengas entre os grupos de
portadores da doenga de Chagas e niao portadores da patologia esta-
tisticamente significantes. O0s chagasicos quando analisados separa-
damente com relagdo a forma de manifestagdo da doengas n3o mostraram
relagio de dependéncia com o tipo de haptoglobina encontrado.

Um melhor estudo das altas prevaléncias de Hb ﬁz aumenta-
da e agregados de Hb H em portadores de Chagas devera ser realizado,
na tentativa de esclarecer possiveis interagbes da parasitose in-

fluenciando na sintese de globina.
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VII. CONCLUSUES

1. a) Observou-se alta prevaléncia de Hb A, aumentada em chagd-

sicosy e este fato ndo se deve 3 associagdo com talassemia beta

heterozigota, conforme comprovagao diagndstica orientada pela OMS.

b)) A alta prevaléncia de Hb A, aumentada é cerca de 8 vezes
maior que a obtida na andlise da populagdo normal (grupo controle

B): e 656 vezes nos usudrios do Instituto Adolfo Lutz (grupo contro-
le A).

[

c) Quando separados por forma de manifestagd@o da doenga, os
chagasicos com forma indeterminada da doenga de Cﬂagas (FIDC) n3c
mostraram diferengas com relagBo aos cronicos (cardiopatias-CCCs
megacolom-MCC; megaesGfago-MEC e cronicidade mista-CM), para este
tiro de hemoglobina alterada.

d) Provavelmente este aumento de Hb ﬁ2 em chagidsicos se deva a

condigoes adquiridas, entre as quais poderiamos citar (011

medicamentos utilizados. Por outro lado & paradoxal que os pacientes
com FIDCy que na grande maioria n3ao recebem tratamento especifico
por ndo apresentarem sintomas clinicoss apresenfassem valores de
prevaléncia de Hb Az aunientada semelhantes aqueles com as formas
cronicas da doenga. Neste caso podemo§ considerar que algum fator
resultante da interagao da parasitose poderia influenciar na sintese

de globina.

2. As presengas de outras hemoglobinas anormais cujos fendtipos
encontrados foram AS, ACs; SSy, CC,y, Hb F aumentadas; Hb AB2 ¢ Hb AH,
nao mostraram diferengas significativas entre os portadores de Cha-

gas e 0os grupos controle "A"” e "B".
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3. A quantificagdo de Hb Fetzl nos portadores da doenga de Chagas
mostrou média menor quando comparada com 0 grupo de nao chagdsicos,

sendo a diferenga estatisticamente significativa.

4, Para a Hb ﬁz a verificagao dos valores quantitativos fol reali-
zada por dois métodoss eletroforese e cromatografia, nos grupos de
chagdsicos e nao chagdsicos. Concluimos que a Hb ﬁ? estava aumentada

nos chagdsicoss em ambos os métodos.

5. Com relagdo ao estudo das hemoglobinas anormais nos trés grupos
estudados, classificados por origem racial em caucasdides e negrdi-
des, as hemoglobinas mais frequentes foram:

a) No grupo chagdsico - Hb A, aumentada e talassemia alfa, sem

apresentar diferengas significativas entre negrdides e caucasdides

b) No grupo controle "A” - Hb AS, Hb A, aumentada e talassemia
alfa, sendo a diferenga significante somente para a ocorreéncia de
Hb AS em negrbides. '

, ©) No grupo controle ”B”, a ocorréncia dos diversos fendtipos de
hemoglobinas ndo mostrou diferengas estatisticad entre negrdides e

caucasbides.

4. a) Para 2 Hb AS a proporgao de incidéncia foi maior em negroides
que em caucasdidess valores que estdo de acordo com os dados de
andlise em nossa populagdo.

b) Para o grupo chagdsicos; a maior incidéncia de Hb AS foi
encontrada entre caucasdidess diferindo dos grupos controles "A” e
"B”. Estes dados diferem daqueles obtidos em outras andlises onde a
incidéncia de Hb AS foi maior em chaghsicos negros, provavelmente
por ter sido analisada.uma populagio negrbide com alta incidéncia de
Hb AS. i

7. Encontramoss também, alta prevaléncia de agregados intraeritroci-

tdrios de Hb H em chagdsicos.

a) A proporgao em chagdsicos é 5;6 vezes maior que a encontrada
no grupo controle ”"B” e 1s8 vezes maior que no grupo controle "A"”.
b) CQuando os portadores de doenga da Chagas foram analisados

separadamente pela forma de manifestagao da doengay, a maior preva-
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l8ncia fo: 2ncontragda 2m portadores da FIDC (forma i1ndeterminada da
doenga de Chagas).

c) Esta alta prevaléncia de agregados de Hb H provavelmente seja
devido a formas adquiridas e nao hereditdrias como no caso da talas-

semia alfa, fato semelhante ao que ocorre nas doengas linfo e mielo-

proliferativas.

d) Os fatores que estariam atuando na elevagao da porcentagem de

agregados  de Hb H em chagésicos devem ser melhor esclarecidoss J&
que o0s pacientes na FIDC quase n3o fazem uso de medicamentoss o0s

quais poderiam influenciar no aparecimento da Hb H.

B. Com relagio ao estudo dos fendtipos de haptoglobinas em porta-
dores da doenga de Chagas, concluimos que:

a) 0 fendtipo mais prevalente foi o Hp 2-1 seguido de Hp 2-2 e
Hp 1-1i. 0 mesmo ocorreu nos grupos controle "a" e "BY.

b) A diferenta de proporgao de incidéncia nos grupos estudados
foi estatisticamente siginificativa .

c) Chagdsicos classificados pela forma de manifestagdo da deoenga
nao mostraram.relagOes de dependéncia com o fendtipo de haptoglebina

’
encontrado.
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VIII. SUHMMARY

Endemic. Chagas disease is one of the most widespread
‘serious tropical diseasesy being a public health problem of
first order in South and Central America. The basic conditions
the transmission of this disease only indicate that it
characteristically endemic in rural areas of low social economic
levels. The evelution of the disease manifest itself differently
among different regions. Differences of an individual or regional
order are al%o observed in some types of abnormal hemoglobins and
haptoglobins. .

In this work we analyzed 2.739 blcocod samples divided 1in
three groups: carriers of Chagas disease (337)3  control group "A"”,
composed of patients of the Instituto Adelfo Lutz without Chagas
disease (1.402); control group “"B”s composed of secondary school
students of Sdo José do Rio Preto (1.000).

The objectives of this work are:

a) Analyze the frequency of-abnormal hemoglobins in the

group with Chagas disease.

b) Establish the quantitative values of the HbA, and Hb
Fetal in the carriers of Chagas disease.

c) Determine the frequency of phenotypes of haptoglobins
in the group with Chagas disease .

Are the parameters were compared with control groups "A”
and “B”.

In the general anélgsis of abnormal hemoglobins it
observed that increased Hb A,was most prevalent among 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 diseas2 with heterozygotic Beta
Thalassemiay principal cause of the increase of this hemoglobin, but
instead to acquired conditionsy which stimulated the continuation

of this research.

Another alteration which is aggregatyes of Hb H, which

islpathognomonic 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 diseasesy the high prevalence is probably due
to the acquired form. This fact should be better analysed since the
carriers of FIDC,in general, 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 relétion 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 pathology and that the differance
encountered was significant. For Hb A, ;. the mean 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 haptoglobiny of the
three most frequent ( Hpi-1i, Hp2-1i and Hp2-2) the most prevalenty
both in sufferers of Chagas and in the control group "A” and "B",
was Hpe2-1 followed by Hp2-2 and Hpi-1, the differences between the
groups of carriers , of Chagas disease and non carriers of the
pathelegy being Etatisticﬁ}lu significant. The sufferers of 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.

A better study of the high prevalences of increased Hb A,
and aggregates of Hb H in carriers of Chagas should be realized 1in
an attempt to clarify possible interactions of the infection which

influences the synthesis of hemoglobin.

AVA
AVAYAY

il 2 3 4 5 6 7 unespwl 2 13 14 1% 1e A7 18



IX. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICASB

- ACQUATELLAs H.3 CARALIOTI, F.; GOMEZ-MANCEBO, J.R.; DAVALOS, V. &
VILLALOBOSs L. =~ Long term control of Chagas’ disease in
Uenezuela: effects on serologic findings,; @eletrocardiographic
abnormalities, and clinical outcome. Civrculations 76 (3): 556,
1987.

AGUYLAR, E.G..s KOLDOBSKY, C.3 TORANZO, E.G.D. & CASTRO, J.A. -

Species and sex differences 1in the liver microsomal

nitroreductive biotransformaticn of nifurtimox and

benzinidazole. fich. Int. Pharea.s @87(2): 184-187, 1987.

AGUILERAs X.3 RETAMALs C.3 APT, W. & SANDOVAL, J. - Evaluation de
las reacciones de doble difusion e inmuncelectroforesis en el
diagndstico de la enfermedad de Chayas. PFarasitol a! Did; 10:
4-7, 19864. _ 2

AKSCY, .3 ERDEM, 5.3 DINGOL, G. & DINGOLs K. - Decreased in the
concentration of hemoglobim A, s in various acquired hematologic
disorders. fbstracts af the XIV Internzticnal Congress of
Hematologys July 19725 pp 393.

ALAVI, J. - Sickle cell anaemia. Pathophysiology and treatment. Med.
C1in- N- ﬁm., 68: 545"556, 1994.

ALLISON, A.C. ~ Polymorphism and natural selection in human

populations. Cold Spring Harbour Symp. Quant. Biol., 29 : 137-
149, 1964.

AVA
AVAYAY

il 2 3 4 5 6 7 unespwl 2 13 14 1% 1e A7 18



ALLISON, A.C. & REES, W. - The binding of haemoglcbin by Plasma
protein (haptoglobins). It’'s bearing on the "renal threshold”
for haemoglobin and the aetiology of haemoglobinuria. Br. MHed.
Jesg 21 1137-1142, 1957.

ALPERIN, J.B.; DOW,s, P.A. & PETTENAY, M.B. - Hemoglobin A, 1 leyels dn
health and various hematologic disorders - Ag. J. Clin. Pathol,
&7: 219-226, 1977.

ALVAREZ, M.3; CERISOLA, J.A. & ROHWEDDER, R.W. - Test de inmunofluo-
rescencia para diagntstico de la enfermedad de Chagas. Boi. Chee.
Parag.s, 23 : 4-9, 1958.

AMORIM, D.S. - Chagas’ disease. Chapter {i. In: Progress Card, B:
e35-2792, 1979.

AMORIM, D.S.3; MANGO,.J.C.35 GALLO-Jrs L. & MARIN-NETO, J.A. - Clini-
ca: forma crdnica cardiaca: In: BRENER, Z. & ANDRADE, Z. (Eds.)s

Trypunosoma cruzi e deenga de Chagas. Rio de Janeiro, Guanabara
Koogan, 1979, cap. 8s; p. 265-311.

ﬁNﬁGNDU, N.P.; LEY, J.3 CHESCRO, B.s  WRIGHTs G.53 KITCHENS, C.3
LIEBHABERs; S.35 NIENHUISIA, W. & DEISSERROTHs A.B. - Acquired -
alfa thalassemia in preleukemia is due to decreased expression

of all four - alfa globin genes. Proc. Katl. Acad. EBci. (USAY.
86: 6051-605Ss 1983.

ANDRADE, V.3 BRODSKYN, C. & ANDRADE, &S.8. - Correlation between
isoenzyme patterns and biological behaviour of different strains

of Trypancsoma crizi.. Trangs. Roy. Soc. Trop. Med. Hug., 77(6):
796-799, 1983.

APT, W.5 ARRIBADA, A.; CABRERA, L. & SANDOVALs J. - Natural! history
of Chagasic cardiopathy in Chile. Follow up of 71 cases after 4
years. J. Trop. Med. Hyg., B86: 217-222, 1983.

APT, W. & REYES; H. - Aspectos epidemiolbgiocos de la enfermedad de
Chagas en Chile. I: Distribuicion Geoarafica, indices de
infeccion en vetores Yy en humanos. Parasitol. a4l Dia, 10: 94-
ioi, 1986.

AVA
AVAYAY

:cm il 2 3 4 5 6 7 unespwl 2 13 14 1% 1e A7 18



130

APT,s W.3 ARRIBADA, A.3; AGUILERA, X. & SANDOVALy J. - Chagas

cardiopathy and Trypanosoma cruzi zymodemes in Chile. Paho.
Bull., 21(4): 358, 1987.

ARENDS, T. - Increased 1levels of Hb Fetal or A, in Uenezuelan
subjects, In: SCHIMIDT, R.M.s Abnormal haemoglobins and

thalassaemia. Academic Pressy Inc. Londons 1975, 229-246 p.

AZEVEDO, E.S.3; TAVARES-NETO, J.3 CARVALHO, R.E. & ALVES, M.G.H. -
Further Studies on the association of Chagas disease and race.
Ciéncia e Cultura, 31(6): 4671-46755 1979.

AZOGUE, E.3 FUENTEs C. & DARRAS, C.H. - Congenital Chagas’ disease
in Bolivia: epidemiological aspects and pathological findings.
Trans. Roy. Soc. Trop. Med. Hug.p, 79 176-180, 1985.

- BAGLIONI, C. =~ The fusion of two polypeptide chains in hemoglobin

Lepore and its interpretation as a genetic deletion. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 48 188B0-1885, 1942.

BALGIRs R.S. - Serological Markers in Unipolar and bipolar affective
disorders. Hum. Hered.s 36 : 250-253, 1986.

BARBOSAs A.J.A.3; GOBBIs H.3 LINO, ﬁ.T.; LAGES-SILVA, E.5; RAMIRES,
L.E.5 TEIXEIRA, U.P.A. & ALMEIDA, H.0. - Estudo comparativo
entre o meétodo convencional e o método da peroxidase anti-
peroxidase na pesquisa do parasitismo tissular na cardiopatia

chagasica cronica. Roev. Inet. Mad., Trop. S.P.s 28(2): 91-96,
i?86.

BARIOGLIC, SoRtas LACUARA, J.L. & O0OLIVAy P.P. - Effects of
ciomipramine upon motility of Trypancscma cruzi. J. Parasitol..
73(2): 452-454, 1987.

BARRETO, A.C.P. & AMATO-NETO, V. - Subsidios para nova conceituagfo
da forma indeterminada da doenga de Chagas. Rev. Hosp. Clin.
Hﬂﬂ- S.Paﬂ 41(6): 249"253! 1986-

BARRETO, M.P. - Epidemiologia.. In: BRENERy; Z. & ANDRADE, Z. (Eds.).
Tripanosoma cruzi e doenga de Chagas. Rio de Janeiro, Guanabara
Koogan., 1979, p.89%9-151.

AV
AVAYEY

1 2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 15 e X7 18



BASS0, 8.3 MORETTI, E.R. & VOTTERO-CIMA, E. - Comportamento antigé-
nico del Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi v del Trypanosoma
(Herpetosoma) rangeli. Medicina, 44(516): 475, 1984.

BAYER, P.M.5 HOTSCHERy H. & KNOTHy, E. - Intestinal alkaline
phosphatase and the ABO blood group system - A new aspect. Clin.
Chim. Acta., 1€8: 81-87, 1980.

BEAVEN, G.H.3 STEVENS, B.L.3 DANCE,; N. & WHITE, J.C. - Occurrence of
haemoglobin H in leukaemia. Nature, 199: 1297-1298, 1943.

BECKMANs G.3 EKLUND, A.3; FROLANDER, N.3 STJERNBERGs N. - Haptoglobin
group and Lung cancer - Hum. Hered.s, 346: 258-260, 1986.

BELLINGHAM, A.Js - Hemoglobins with altered oxygen affinity. Br.
Hed. Hull.s 32: 234-238, 1976.

BERNINI, K e BURRiMUDLTQTTURNI, C. - Studies on the structure of
human haptoglobin. I. Spontaneous refolding after extensive

reduction and dissociation. Biecchim Biophys Acta, 208 203-19,
i970. ) :

[

BETKE, K.5 MARTI, N.R. & SCHLICHT, I. -~ Estimation of Smal

percentages of foetal haeﬁog]obin. Natures 184: 1877, 1959.

BEUTLER; E. - G&PD a2s a genetic marker. Hemogliobin, 4£(5-6): 761~
767, 1989.

BLACKs J.A. e cols. - Gene action in the human haptoglobins. III
Isolaticn of the alfa chains as single gene products. Isolation
molecular weightsi and amiﬁo acid composition of alfa and beta
chains. Can. J. Bicchem.s 48: 123-32, 1970.

BRENERs Z. - Infecgio e doenga de Chagas. A Badde no Brasil, 4(4):
219-2235y 1983.

BRENERs Z. - Recent advances in the chemotherapy of Chagas’' disease.
Mew. Inst. Oswaldo Cruz (R.J.)s 79: 149-155, 1984.

BUNYARATVEJs A.3 BUTTHEP, P.3 YUTHAVONG, Y.3 FUCHAROEN, S. &
KHUSMITH, S. - Increased phagocytosis of Plasmodium falciparun

infected erythocytes with haemoglobin E by peripheral blood
monocytes - Acta Hoenath, 76: 155-158, 1986.

AVA
AVAYAY

il 2 3 4 5 6 7 unespwl 2 13 14 1% 1e A7 18



CAHARGG, M.E.; HOSHIND-SHIMIZU, S. & SIQUEIRA, G.R.V.
Hemmaglutination with preserved, sensitized cellsy a pratical
test for routine serologic diagnosis of American
trypanosomiasis. Rev. Inst. Hed. Trop. 8.P., 15: 81-85, 1973.

CAMARGOy M.E.5 SILVA, G.R.3 CASTILHO, E.A. & SILVEIRA, A.C. - Inqué-
rito sorolbgico da prevaléncia de infecgdo Chagasica no Brasil

1975/1980. Rev. Inst. Med. Trop. S.P., 246: 192-204, 1984.

CAMMARDOTA, H.E. & STORINDy R.A. - Estudio de la respuesta Immune
humoral en el paciente afectado de miocardiopatia chaglsica
cronica. Prens. Med. Arg.y 73: 559, 1986.

CASTILHO, E.M.3 NAOUM,P.C.3; GRACIANO; R.A.S. & SILVA, R.A. - Preva-
léncia de talassemia alfa em pacientes com anemia e em pessoas

sen anemia. Rev. Bras. Patol. Clin., 83: 131-34, 1987.

CEDILLOSs R.A.3 TORREALBAy J.W.3 TONN,s R.J.§5 MOSCA, W. & ORTEGON, A.
- E1 Xenodiagnbstico artificial en la enfermedad de Chagas. RBal.
Ofic. B8anit. Panm.s 93(3): 240, 1982.

CHAGAS, C - Nova espécie, morbida do homeh, produzida por um tripa-
nozoma (Tripanozoma cruzi). Brazil-Hed., 23: 161, 1909.

CHARACHE, S. & CONLEYs C.L. - Hereditary persistence of fetal
hemoglobin. Ann. M. Y. Acad. Sci.p &45: 37, 1969.

CLEVE, H.3 GORDON, S.; BOWMAN, B.H. & BEARN, A.G. - Comparisicn of
the tryptic peptides and aminoacid composition of the betza
polipeptide chains of the three commom haptoglobin rPhenotypes.
Am. J. Hum. Benet., 191 713-721i, 1967.

CONCEIGAD , M.M.s5 SALZANO, F.M.3 FRANCO: M.J.L.P.3 WEIMER, T.A. &
KRIEGER, H. - Demography genetics, and race admixture in Araca-
jlsy Brazil : Rev. Bras. Genet.s X(2): 313-331, 1987.

CORRALs R.3 FREILIJs H. & GRINSTEIN, S. - Specific circulating
Immune complexes in acute Chaga’'s disease. Rev. Ingt. Med. Trop.
8.P.sy 29(1): 26~-32, 1987.

CORTEZ, J.M.3; GONZALES-HERMOSILLO, J.A.3 REYES, P.A.35 RIOS, M.A.M.:
CASTREJON, 0.U. & DELATORREs; M.R. - La miocardiopatia chagdsica
en México. Arch. Inst. Cardiol. Mex.sy 9S6: 499-505, 19864.

AVA
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 15 e X7 18



133

COURA; J.R. = Caracteristicas da doenga de Chagas. AAnaiet du quinta

Reuni®o Anual sobre Pesquisa bésica em doenga de Chagas,; Caxambl
- 9/11/71978,, p. 35-43.

DAVILA, H.3; BELOSCAR, J.5.3 BOTASSO, O0.A. & MORINI, J.C. =
Alteraciones electrocardiograficas en individuos infectados con
Trypanosoma cruzi, con distinto tiempo de residéncia en areas de
alta endemicidade - Medicina (B.A.), 47: 154-158, 1987.

DIAS,‘ J.C.P. - Mecanismos de transmiss3ao. In BRENER, Z. & ANDRADE,
Z. (Eds.). "Trypanosoma cruzi e doenga de Chagas”; Rio de Janei-
ros Guanabara Koogans 192795 p. 152-174.

DIAS, J.C.P. - Aspectos previdencidrios da doenga de Chagas po
Brasil. Boletim dos Centros de Estudos - INAMPS WG, 3(i2): 13-
24, 1981.

DIASy J.C.P. & DIAS, R.B. - Participagdo da comunidade no controle
da doen¢a de Chagas. A BaGde no Brasil, 1(4): 205, 1983.

DIAS, J.C.P.3 LOYOLAs, C.C.P. & BRENER, Z. - Doenga de Chagas em

Minas Gerais: Situag3o atuzal e perspectivas . Rev. Bras.
flalaricl. P. Trop.s 37: 7-28, 19805.

ESPINOSA, R.3; CARRASCO, H.A.3 BELANDRIA, F.3 FUENMAYORs A.M.3
MOLINA; C.3 GONZALES, R. & MARTINEZ, 0. - Life expectancy
analysis in patients with Chagas disease; prognosis after one
decade (1973-1983). Int. J. of Cardiol.y 8: 45-56, 198S5.

FEILIJs H.3 MULLERs. L.3 'CAPPQ, S.M.6. - Direct micromethod for
diaghosis of acute and congenital Chagas’ disease. Journal cof
Clin. Microb.y 18(2): 327-333, 1983.

FERREIRA Jr., 0.C.; ALBANESI Fo., F.M. & BARCINSKI, M.A. - Monocyte
procoagulant activity induced by concanavalin A in decreased in
a population of chronic chagasic patients. Bras. J. Med. Biol.
Res.s 19: 699-706, 198S.

FLINT, J.5 HILL, A.V.S.5 BOWDEN, D.K.5; OPPENHEIMER, S.J.3 SILL,
P.R.5 SERJEANTSON, S.W.3 VANA-KOIKI, J.3; BHATIA, K.3 ALPERS,
M.P.s BOYCE, A.J.3 WEATHERALL, D.J. & CLEGG, . J.B. -~ High
frequencies of alfa thalassaemia are the result of natural
selection by maldria. Naturep, 324(19): 744, 1984.

AVA
AVAYAY

il 2 3 4 5 6 7 unespwl 2 13 14 1% 1e A7 18



FRANCO, M.H.L.P.3; WEIMER, T.A. & SALZANO, F.M. - Blood polymorphisms
and racial admixture in two Brazilian populations. Am. J. Phy.
Anthrop.s 98: 127-132, 1982.

FRANCO, M.H.L.P. & SALZANOs F.M. - A comparative study of albumin
variants found in Brazil. Hum. Hered., 39: 34-38, 1985.

GALATIUS-JENSENs F. - Rare phenotype in the Hp System. Acta Genet.,
8: 248-255, 1958.

GATTAS, C.R.3 ALBANESI Fos, F.M. & BARCINSKI, M.A. - Limphocites

subpopulations in chronic Chagas’ disease. Immuncl. Lettera,-

8(5): 289-292, 1984.

GATTASs C.R.3 ALBANESI Fo, F.M. & BARCINSKIs M.A. - Caracterizagdo
das subpopulagbes de linfbcitos T definidos por anticorpos mono-

donais na cérdiopatia Chagdsica crdénica. hrq. Bras. Card.,
47(4): 237-242, 19864.

GIBLETT, E.R. - Haptoglobin types in American negroes. Nature, i83:
192-193, =~ 1959.

GIBLETT, E.R. - Haptoglobin: a review. Vox Sang, 6: 513-524, 1941.

GIBSON, W.C. - Application QF new tecnologies to epidemiology. Brit.
Med. Bull.s; 44(2): 115-121, 1985.

GOLDSMITHs R.S.5 ZARATEs R.J.; ZARATE, L.G.; KAGANs I. & JACOBSON,

L.B. = Clinical and Epidemiologic studies of Chagas’ disease in

rural _communities in Oaxaca States Mexico, and a seven - year
follow-up: I. Cerro del Aire. Paho Bull., 19(2):1 20, 1985.

GOMES, C.T.3 NAOUM, P.C. & ANGULO, I. - Talassemia alfa adquirida
doengas linfo e mielo proliferativas. Revigta Brasileira
Patologia Clinica, 24(3): 98-101, 1988.

GUHL, F.3 JARAMILLO, C.3; MOGOLLONs J.H.5 RODRIGUES, J.3 SANCHES,
8 MARINKELLE, J.C. - Rastreo soroepidemioldgico de donantes
sangue chagisicos en una zona endémica (Norte de Santandre -
Colombia) - Rev. Latinoc Americana de Microb.s 29(1): 63-66,
1987.

AVA
AVAYAY

.cm il 2 3 4 5 6 7 unespwl 2 43 14 15 1e

18



135

GURTLER, R.E.3 WISNIVESKY COLLI,s C.5 SOLARZ, N.D.3 LAURICELLA, M. &
BUJAS, M.A. - Dynamics of transmission of Trypanosoma cruzi 1in
a rural area of Argentina: 1II: Household infection patterns
among children and dogs relative to the density of infected
‘Triatoma infestans. Paho Bull., 21(3): 280, 1987.

HAAS, E.J.C.3 SALZANO, F.M.5 ARAUJO, H.A.3; GROSSMAN, F.3; BARBETTI,
A. WEIMER, T.A.3 FRANCO, M.H.L.P.; VERRUNO, L.; NASSIF, 0.3
MORALES, V.H. & ARIENTIs R. - HLA antigens and other genetic
markers in the Mapuche indians of Argentina. Hum. Hered., 35:
306-313, 1985.

HAMEL, M.L.H.3 SALZANOs F.M. & FREITASy M.J.M. - The Gm polymorphism
and racile admixture in six amazonian populations. J. Huda
Evol.s 13: 517-529, 1984.

HAMMONDy D.J.3 CROFT, S.L.3 HOGG, J. & GUTTERIDGEs W.E. - Strategy
for the prevention of the transmission of Chagas’' disease during
blood transfusion. Acta Tropica, 43: 367-368, 1986.

HART, G.3; HAIDARIS, C.G. & S0y M. - Neuranimidases from Trypanoscma

cruzi: Analysis of enhanced: expression.‘6¥- the enzyme 1in
infections forms. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84: 8320-8324,
1987.

HERCBERG, S.s5 CHAULIACs M.3 GALAN,; P.s DEVANLAY, M.3 ZOHOUN, I.;
AGBOTONsy V.3 SOUSTRE, Y.3; BORIES, C.3; CHRISTIDES, J.P.3; POTIER
DE COURCYs G.3; MASSERAIMBAULT, A.M. & DUPIN, H. - Relation ship
between anaemia, Irqn‘aﬁd Folacin deficiency Haeméglobinopathies
and parasitic infection. Human WNutrition Clinical, 4@C: 371-379,
1986.

HIGASHINO, K.3; HASHINOTSUME, M.3; KANG, K.Y.3 TAKAHASHI, Y. &
YAMAMURA,s Y. - Studies on a variant alkaline phosphatase in sera

of patients with hepatocellular carcinoma. €lin. Chim. Acta.,
40: 67-81, 1972.

JAYLE, M.F. & MORETTI, J. - Haptoglobin: Biochemical, Genetics and
physiopathologic aspects. Progr. Hematol.s, 3: 342-35%9, 19é62.

JoLLy, J.G.s SARUP, B.M. & AIKAT,; B.K. - Diabetes mellitus and
blood groups. J. Indian. M. A., G2(3): 104-107, 1969.

icm : 2 3 4 5 6 7 unespwl 2 43 14 15 16 @27 18



JOSKOWICZ-HONTEBEYRIEs M.3 SAID, G.35 MILON, G.; MARCHAL, G. & EISEN,
H. = L3T4+ T cels able to mediate parasite-specific delayed -
type hupersensitivity play a role in the pafhologs of

experimental Chagas’ disease. Eur. J. Immunol., 17: 1027-1033,
1987.

KANs; Y.N. - New methods for the diagnosis of genetic diseases. In

"MARX, J.L. (Eds.) - A revolution in Biotechnology - Cambridge
University Press - New York - p.172-17335. 1989.

KATTAMIS, C.3 EFREMOV, G. & POOTRAKULs S. - The heterogenity of-
normal Hb A, —'Beta Thalasaemia in Greece. J. Med. Benet., i8:
266-270, 1981.

KIPNIS, T.L.3 TAMBOURGI, D.V.3 SUCUPIRA, M. & DIAS DA SILVA, W. -
Effect of Trgﬁanogoaa cruzi membrane componen%s on the formation
of the classical pathway C3 convertase. Bras. J. Med. Biol.
Res.s 19: 271-278, 1986.

KIRCHHOFF 5 e GAM, A.A. & GILLIAM, F.C. - American
Trypanosomiases (Chagas'’ disease) in Central American
Immigrants. The Am. J. of Med., 82: 915-9, 1987a.

KIRCHHOFF, L.V.3 GAMs; A.A.3 GUSHMAD, R.O0.3 GDLDSHiTH, R.S.5 REZENDE,
J.M. & RASSI, A. - Increased specificity of serodiagnosis of
Chagas’ disease by detection of antibody to the 72 and 90
kilodalton glicoproteins of Trypanoscma cruzi. The Jounal of
Infectous Diseases 155(3): 561-564, 1987b. "

KOLMERs J.A.3 SPAUDING, E.H. & ROBSONsy H.W. - Approved luboratory
technic. S5a. ed. Ney York. Appleton, 1951.

" KRISHNAMOORTHY,s R.3 ELION, J.3 KUHN, J.M.; LAGRANGE; J.L.3 ROCHETTE,
J.s LUTON, J.P.3; BRICAIRE, H. & LABIE, D. - Haemoglobin A is

elevated in hyperthyroid patients. Nov. Rev. Fr. Haemathol.,
24: 39-40, 1982.

KUNKEL, H.G. & WALLENIUS, D.J. - New hemoglobin in normal adult
blood. Science, 122: 288-290, 1955.

Icm : 2 3 4 5 6 7 unespwl 2 43 14 15 16 @27 18



LAGES-SILVA, E.; RAMIREZ, L.E.3; KRETTLI, A.C. & BRENER, Z. - Effect
of protective and non-protective antibodies in the phagocytosis
rate of Trypanosoma cruzi blood forms by mouse peritoneal
macrophages. Parasite Immunol, 9: 21-30, 1987.

LANDMAN, G.s ALVES, A.C.3 MENDES, N.F. & MENDES, E. -
Identification of Trypanosoma cruzi in human tissues using an
immunoperoxidase method? Study of acute Chagas’ disease,

congenital form. Allergol et Immunopathol, 14(6): 509-513, 1986.

LEMESRE,; J.L.3 AFCHAIN, D.3 OROZCO, 0.5 LOYENS, M.; BRENIERE, F.Sd%
DESJEUX, P. CARLIER, Y.; MARTIN, U.3; NOGUEIRA-QUEIROZ, J.A.;
LERAYy, D. & CAPRON, A. - Specific and sensitive Immunological
diagnosis of Chagas’ disease by competitive antibody anzyme
Imnunoassay using a Trypanosoma cruzi-specific monoclonal
antibody. Am: J. Trop. Hed. Hyg., 35(1): 86-93, 1986.

LIE-INJO, L.E.5; LOPES, C.G. & LOPES, M. - Hemoglobin A, and
pathologies. Trans. Rou. Soc. ‘Hed. Hyg., 65: 480-485;5 1971.

LOPES, N.M.P.j MOLL-FILHO, J.3 ACBANESI FILHO, F.M.; BENCHIMOL, C.B.

& GOMES-FILHO, J.B. - Correlagio entre os achados da ecocardio-
grafia bidimensional e a Eineventriculografia_esquerda na les3o
apical do ventriculo esquerdo na cardiopatia chagasica crbdnica.
Arq. Bras. Card.s; 46(2): 105-113, 1986.

MACEDO, V.3 SILVEIRA, C.A.N. & MAVES, W.R. - Influéncia da terapeu-
tica especifica na evolug3io da forma indeterminada da doenga dé

Chagas - Anais do, XXI Congresso da Soc. Bras. Hed. Trop., 3-8
Fev. 1985, p. 40-41.

MANIATIS, T.3 FRITSCH, E.F.3 LAVER, J. & LAWN, R.M. - The molecular

genetics of human hemoglobins. Ann. Rev. QGanet., 14: 145-178,
1980. '

MARENGO-ROWE, A.J. - Rapid electrophoresis and quantitation of

hemoglobin on cellﬁlose acetate. J. Clin. Pathol.s 18: 790-792,
1965.

MARTIN, U.0.3; AFACHAIN, D.3; CESBRON, J.Y.3 ARIASs; E. & CAPRON, A. -
Immunoglobulina E Yy enfermedad de Chagas. Hedicina (B.A.)s 46:
ebe-e26b6, 1986.

icm : 2 3 4 5 6 7 unespwl 2 43 14 15 16 @27 18



MARTIN, U.0.3; AFCHAIN, D.3; MARTELEUR, A.3 LEDESMA, 0. & CAPRON, A. -
Complejos 1immunes circulantes en los distintos estados evoluti-

vos de la enfermedad de Chagas. Medicina (B.A.), 47: 159-142,
1987. ’

MCGUFFINs P. & STURTs E. - Genetic markers in Schizophrenia. Hum.
Hered.ys 34: 65-88, 19864.

MENDIVIL, G6.T.3 FINKIELMAN, S.35 GORODNER, J.0.3 BUSTAMENTE, A.;
GHILLERON, C.D.3 TERCELANs R.5; GATTI, G. & GONZALEZ, R. - Evi-

déncia epidemioldgica de enfermedad cardiaca no relacionada con

el Trypanosoma cruzi en zonas endemicas para la enfermedad de-
Chagas. Medicina (B.A.)s 44: 489-494, 1984.

- MOREIRA, H.W. - Fraquéncia dos fendtipos de haptoglobinas em porta-
dores de hewmoglobinas normais e anormais, especialmente falce-
aias e talassemias. Tese apresentada ao curso de Pbs-Graduagao
em Genética do IBILCE-UNESP, para obteng3o do grau de doutor em
ciéncias. S3o Jose¢ do Rio Preto, SP, p.1-104, 1987.

MOYA, P.R. - & TROMBOTTO, G.P - Enfermedad de Chagas: efecto
clastogenice de nifurtimox y benzinidazol en nifos. HMedicina
(B.Aires); 48(5): 487-491, 1988.

MULLER, L.A.3 ISOLA, E.L.D.3 QUINTANA, R.D. & GONZALEZ CAPPA, E.M. -
Caracterizacion immunobiologica de una cepa presuntamente
atipica de Trypanosama cruzi. Hedicinags 47: 139-144, 1987.

MUNIZ-DIAZ, E. e cols. - Haptoglobinal revisidn y nuevas perspecti-
vas. Sangre, 3¢: 337-47, 1985.

NAOUM, P.C.3 MACHADO, P.E.A.5 MICHELIM, 0.C.3 CURY, R.R.'& PIO DA
SILVA, M. - Concentration of haemoglobins A, and Fetal in

Brazilian indians: relationship between these haemoglobins and
malaria. Ciéncia e Culturaz, 31: 188-190, 1979.

NAOUM, P.C.5 MOURA CAMPOS, M.C.R.3 PARENTI, M.F. & SYZMANSKIs; A.M. -
"An improved eletrophoretic method for a screening program for
haemoglobinopathies. Experientia, 34: 875-876, 1980.

NAOUM, P.C.3 DOMINGOS, C.R.B.; MAZZIERO, P.A.s CASTILHO, E.M. &
GOMESy C.T. - Hemoglobinopatias no Brasil. Boletim, VIII (141):
ige, 19864.

icm : 2 3 4 5 6 7 unespwl 2 43 14 15 16 @27 18



NUMESMAIA, H.G. & AZEVEDO, E.S. - Unusual frequency of negro
admixture in necropsies of Chagas’ disease cases in Bahia,
Brasil. Rev. Inst. Med. Trop. S.P., 15: 10-13, 1973.

NYMANs; M. - Serum haptoglobin: methodological and clinical studies.
Scand. J. Clin. Lab. Invest.y 11: (supple 39): 1-169, 1949.

OLIVEIRA Jr., W.3 SALAZAR, L.F.3 MALTA, J. & ASSI, M. - Andlise
critica da forma indeterminada da doenga de Chagas - Arq. Bras.
Card.s 47(4): 283-288, 1986.

OLIVEIRA, V.E.G.3 MESTRINER, M.A.3 KRIEGER, H. & ACERO, P.H.C. =
Estudo de marcadores genéticos eritrocitarios e doenga de Cha-
gas. Desequilibrio gamético. Anais da 4Qa. Uni%o da SBPC, Cién-
cia e Cultura, 40(7): 832-833, 1988.

- OPPENHEIMERs; J.3 HIGGS, D.h.; WEATHERALL, D.J.35 BARKER, J. & SPARK,

R.A. - Alpha-thalassaemia in Papua New Guinea. Lancety, 1: 424-
4246, 1984.

0OSUNAs A.3 GAMARROs F.s CASTANYS, S. & RUIZ-PEREZs L.M. = Inhibition
of lysosomal fusion by Trypanososa cruzi in peritoneal
macrophages. Int. J. of Parasitol., 16(6): 629-632, 198B6.

PAPAYANNOPOULOUS, R. & STAMATAYANNOPOULOUS, G. - Stains for
inclusion bodies. In "Standartization of laboratory reagents and
methods for detaection of hacmaglobinopathies”. Hew Publications
(CDC) Atlanta, Georgia, 1974. :

PARKER, W.C. & BEARN: A.G. - Control gene mutation as alpossible
explanation of certain haptoglobin phenotypes. An. J. Hum.
Genet., 15: 159-181i, 1963.

PEDROLLOs E. - Detecgfo de hemoglobina Bart e frequéncia de talasse-

mia alfa em uma populagdo de neonatos de Porto Alegre. Tese
apresentada a UFRGS para obtengd8o do grau de mestre em genética
P. 31-3735 Porto Alegre; 1988.

PESSOA; S.B. & MARTINS, A.V. - Parasitologia Mbedica - 1ia. Ed.
Guanabara Koogan- RJ - 1982.

AVA
AVAYAY

1 2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 15 e X7 18



L39

PETANA, W.B. - La importdncia de los efectos clinicoss Psicoldgicos
Yy sociales experimentados por pacientes con tripanosomiasis
Americana (enfermedad de Chagas). Bol. of Sann. Panam., 88(3):
214-217, 1980. '

PINTERAs J. - The Biochemical, Genetic and clinico-pathological
aspects of haptoglobin. Ser. Haematol.s 4: 1-183, 1971.

POWANDA; M. e cols. - Phagocytosis and the metabolic sequelae of
infection. J«. Reticuloaendothel. Soc.y 87: 67-82, 1980.

PRABHA, P.S.3 PADMA, T. & RAMASWAMY, M. - Haptoglobin patterns in
essential hypertension and associated conditions - increased
risk for Hp 2-2. Hum. Hered.p, 37: 345-348, 1987.

| PRATAy A. - Possibilidade de tratamento na doenga de Chagas - Rev.

Ass. Med. Bras.s 24(4): 140-142, 1978.

RAMALHO, A.S.- Talassemia e hanseniase. A Folha Médica,; B8Q(4), 1983.

RASSI, A.3 TRANCHESI, J. & TRANCHESI, B. - Doenga de Chagas - In

VERONESI, - R.s “Doeng¢as Infecciosas e Parasitérias”. Guanabara
Koogan - RJ - p. 674-712; 1982.

REZENDEs J.M. - Clinica: manifestagfies digestivas. In: BRENER, Z &
ANDRADE, Z. (ed.) "Trypanosoma cruzi a doenga de Chagas”. Rio de
Janeiros Guanabara Koogani p. 312-3615 19279.

RIBEIRO, R.D.s5 RISSATO E GARCIA, T.A. & BONOMO, W.C. - Contribuigdo
para o estudq dos mecanismos de transmiss3ao do agente etiolbgico
da doenga de Chagas. Rev. Salde Publ., 21(i): 51-54, 1987.

ROTHHAMMER, F.35 ALLISON, M.J.5 NUREZ, L.3 STANDEN,; V. & ARRIAZA, B.
- Chagas’ disease in pré-Columbian South-América. Am. J. Phys.
Anthrop., 68: 495-498, 1985.

RUDDUCK, C.s3s FRAZEN, OG.3; LOW, B. & RORSMAN, B. - HLA Antigens and
clinical subgroups of Schizophrenia, Hum. Hered., » 34: 18-26,
1984. '

SALZANO, F.M. & FREIRE MAIA; N. - Populagfes bracileiras: aspectos
demograficos genkticos e antropolbgicos. S3o Paulo Co Ed. Nacio-
nals 177 p.5 1967.

AVA
AVAYAY

1 2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 15 e X7 18



SANTOS, S.E.B.3 SALZANO, F.M.j FRANCO, M.H.L.P. & FREITAS, M.J.M. -

Mobility, genetic markerss susceptibility to malaria and race
admixture in Manaus, Brasil. J. Hum. Evol., 12: 373-381, 1983.

SANTO0S, S.J.3; TAKAHASHI, C.S. - Avaliagdo do antichagasico Rochagan
(Benzonidazol) quanto ao seu potencial clastogénico sobre 1linfb-
citos humanos (in vitro) - Resumos 4a Reuni3o Anual SBPC.
Ciéncia e Cultura, 40(7): 7565 1988.

SCHIMIDT, R. - Basic Laboratory methods of hemoglobinopathies
detection. US department of Health education and Welfare Public

health Service. Center for disease controls Atlanta, Georgia.-
1976.

- SCHROEDER, W.A.3 SHELTONs; J.B.3 CDRHQCK, J. & JONES, R.T. - The

amino acid sequence of the gama chain of human hemoglobin.
Biochemistry, 2: 992, 1963. .

SEGURA, E.L.3 PERESs A.C.3 YANOUSKYs J.F.3 ANDRADE, J. & WYNNE DE
MARTINI, G.J. - Decreased in the prevalence of infection by

Trypanosoma cruzi (Chagas’ disease) in young men of Argentina.
Paho Bull, 19(3): 252, 1985.

SHIMIZUs K. e cols. - Elevated haemogiobin F in-Juvenile and adult
cronic myelogenous Leukaemia. Acta Haemat.s; 80: 28-33, 1988.

SILVEIRA, A.C. - Epidemiologia e controle da doenga de Chagas. @&
SaGde no Brasily, 1(4): 212-18s 1983.

SILVESTRONI, E. & BIANCO, I. - Screening for microcytemia in
Italy:Analysis of data collected in the past 30 years. Am. J.
Hum. Genet., 27: 198, 1975.

_SMITHIESs 0. - Zone electrophoresis in starch gels: Group variations

in the serum proteins of normal human adults. Biochem. J.s 61:
629-641, 1955.

S0UZAs W. & SOUTO-PADRON,s T. - Trypanosoma cruzi- retrato de um
invasor. Ciéncia Hoje, 1(4): 42-49, 1983.

SWAINsy B.K.3 TALUKDER, G. & SHARMAs A. - Génetic variations in serum
proteins in relation to diseases. Med. Biol., S58: 246-2463, 1980.

AVA
AVAYAY

il 2 3 4 5 6 7 unespwl 2 13 14 1% 1e A7 18



142

TAELMAN, H.j SCHECHTER, P.J.3 MARCELIS,; L.35 SONNET, J.3 KAZYUMBA,
G.3 DASNOY, J.3 HHEGELEs, K.D.s SJDERDSMA, A. & WERY, M. -
Difluoromethylornithine an effective new tratment of Gambian

Thrypanosomiasis - The Amer. J. of Med., B2: 407, 1987.

TAIT, A. - Evidence for diploidy and mating in trypanosomes. Naturey
287 (?): 536-538, 1980.

TASWEL , H.F. & JEFFERS, D.M. -~ Isoenzymes of serum alkaline
phosphatase in hepatobiliary and skeletal disease. Am. J. Clin.
Pathol.ys 46(4): 349-3564, 1943.

TAYs J.5 SCHETTINO, P.M.S.3 ONTIVERO, A.3; JIMENEZ, J.: ﬁRTIAGﬁ,‘
I.H.3 YAREZ, ‘Y.G. & QUIROZ, M.G. =~ Epidemiologic Study of
Chagas’ disease in a town in Oaxaca México. Paho Bully 20(4):
358, 19864.

' THOMPSONs J.S5. & THOMPSON, M.W. - (Gendtica Mdédien. Cap. ? - Grupos
Sanguineos e outros marcadores genéticoss p. 189-212s, 3a. e-

digdos Ed. Interamericana - RJ. 1981.

TIBAYRENCy M. & AYALAs F.L. - Isozyme variability in Trypanozomz

cruzi, the agent of Chagas’ disease: genetical taxonomical,; and

epidemiologiﬁal significance. Evelution, 48(2): 277-292; 1988.

TUAN, D.j3 MURMANE, M.J.5 RIEL, J.K. & FORGETy B.G. - Heterogeneity
in the molecular basis of hereditary persistence of fetal
haemoglobin. Haturey 285: 335, 1980.

VAN ROSS, G.; MOORS,s A.3; DE VLIEGER, M. & DE GROOF, E. - Hemoglobin
AZ levels in malaria patients. Am. J. Trop. MHMHed. Huyg.s 27(4):
659-663, 1978.

. VELLAy F. - Acid agar-gel electrophoresis of human hemoglobins. Am.
J. Clin. Path., 49: 440, 1948.

VOGELs F. - ABO blood groups and diseases. Am. J. Hum. Genet., 22:
464-475, 1970.

WASI, P.;3; KRUATRACHUE, M.35; PIANKIJAGUM, A. & PRAVATMEUNG, P.
Hemoglobins A, and E levels in malaria. J. MHed. Assoc. of
Thailand, S54(8): 559-562, 1971.

AV
AVAYEY

1 2 3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 15 e X7 18



143

WARNOCK , M.L. & REISMANs R. = Variant Alkaline phosphatase i1n human
hepatocellular cancers. Clin. Chim. Acta, 24: S5-11, 1969.

WEATHERALL,s D.J. & CLEGGs; J.B. - The Thalassemia Syndromes - 3a. ed.
Blackwell Scientific Publications, p. 859 , Oxfords 1981.

WIENER; A.S. - Blood groups and diseases. Am. J. Hum. Genet., P2:
476-483, 1970.

WILLCOX, M.C.5 BJORKMAN, A. & BROHULT, J. - The effect of

persistent malarial infections on haemoglobin A, levels 1in

2
Liberian children. Trans. Roy. Soc. Trop. Med. Hyg.y 79: 242-

244, 19895.

WISNIVESKY-COLLI, C.3 GURTLER, E.R.3 SOLARZ, O0.N.3; LAURICELLA, M.A.
& SEGURAs E.L. - Epidemiological role of humans dogs and cats in
the transmission. of Trypanosoma cruzi in a area central of
Argentina. Rev. Inst. MHed. Trop. S.P.s 27(46): 346-3502, 1985.

woop, W.G.3 OLDs, K.M.3 ROBERTSs; A.V.S.3 CLEGG, J.B. & WEATHERALL,
D.J. =~ Human Globin gene expression! Cantrol of beta, gama and
delta-beta chain production. Cell, 43: 437-446, 1978.

L4

WORLD HEALTH ORGANIZATION - WORKING GROUP - Hereditary anaemias:
genetic basiss clinical feafures, dignosis and treatment. OHS
Bull.- (WHOYs &0(3): 443-660, 1982.

WORLD HEALTH ORGANIZATION - Report of the Uth Annual meeting of the
WHO Working Group on the feasibility study on hereditary disease
community contr91 programmes (Hereditary anaemias: Alpha
thalassaemia). Hereditary discases Programe BDivision of
noncommunicable diseases. HERAKLEION (CRETE) -, p. 5-63 1987.

AVA
AVAYAY

il 2 3 4 5 6 7 unespwl 2 13 14 1% 1e A7 18






