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RESUMO

As hemoglobinopatias, também conhecidas como distirbios hereditarios da
hemoglobina (Hb) humana, sdo doencas geneticamente determinadas e apresentam
frequéncia significativa em varias partes do mundo. Apesar da existéncia de
centenas de hemoglobinopatias hereditarias conhecidas, no Brasil estudos tém
demonstrado que as hemoglobinas anormais S e C sdo as mais prevalentes. Com o
objetivo de identificar o perfil das hemoglobinopatias em doadores de sangue do
Centro de Hemoterapia do Estado de Sergipe (HEMOSE), foram analisadas 1345
amostras de doadores de sangue. Inicialmente foi realizado o eritrograma
automatizado e eletroforese de hemoglobina em acetato de celulose utilizando
tampédo Tris-EDTA-Borato pH 8,6 em todas as amostras. As amostras que
apresentaram hemoglobinas anormais foram submetidas ao teste de falcizacao,
teste de solubilidade e Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC). Foram
identificadas 76 amostras com hemoglobinas anormais (5,6%), das quais 55 (4,1%)
com traco falciforme (Hb AS), 19 (1,4%) com Hb AC, 01 (0,1%) com Hb AD e 01
(0,1%) sugestivo para beta-talassemia. Os resultados encontrados demonstram a
necessidade de implantagdo da triagem de hemoglobinopatias em doadores de
sangue, desta maneira, 0 receptor de sangue é beneficiado com sangue de boa
qualidade e o doador com o diagnéstico de uma alteracdo genética que pode vir a

ser prevenida em seus descendentes.

Palavras-chave: Hemoglobinopatias; Doadores de sangue, Hemoglobina S
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ABSTRACT

The hemoglobinopathies, also known as hereditary riots of the hemoglobins (Hb)
human being, are illnesses geneticaly determined and present significant frequency
in some parts of the world. Despite the existence of hundreds of known hereditary
hemoglobinopathies, in Brazil studies they have demonstrated that abnormal
hemoglobins S and C are most prevalent. With the objective to identify the profile of
the hemoglobinopatias in blood donors of the Center of Hemotherapy of the State of
Sergipe (HEMOSE), 1345 samples of blood donors had been analyzed. Initially it
was carried through the automatized eritrograma and eletrophoreses of hemoglobin
in cellulose acetate using Tris-EDTA-Borato drain plug pH the 8,6 in all samples.
The samples that had presented abnormal hemoglobins had been submitted to the
test of sickle cell, test of solubility and High Performance Liquid Chromatography
(HPLC). 76 samples with abnormal hemoglobins had been identified (5,6%), of
which 55 (4,1%) with sickle cell trace (Hb AS), 19 (1,4%) with Hb AC, 01 (0,1%) with
AD Hb and 01 (0,1%) suggestive for beta-talassaemia The joined results
demonstrate the necessity of implantation of the selection of hemoglobinopatias in
blood givers, in this way, the blood receiver is benefited with blood of good quality
and the giver with the diagnosis of a genetic alteration that can come to be prevented

in its descendants.

Key words: Hemoglobinopathies, Blood donors, Hemoglobin S.
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1.INTRODUCAO

As hemoglobinopatias, também conhecidas como distlrbios hereditarios da
hemoglobina (Hb) humana sdo doencgas geneticamente determinadas e apresentam
frequéncia significativa em diversas partes do mundo. Milhdes de pessoas trazem
em seu patrimoénio genético hemoglobinas anormais em varias combinac¢des, com
consequéncias que variam de quase imperceptiveis a letais. Dessa forma as
anemias hereditarias compreendem um grupo de condicbes de grande
complexidade (THOMPSON et al, 1993).

Apesar da existéncia de centenas de hemoglobinopatias hereditarias
conhecidas, sdo trés as que representam problema de salde publica no Brasil: as
hemoglobinopatias S e C e a talassemia beta. Enquanto as duas primeiras, pela sua
alta frequéncia entre afro-descendentes, apresentam importancia nacional, a
talassemia beta encontra-se mais freqientemente entre 0os descendentes de
europeus, especialmente oriundos da regido do mar Mediterraneo e mais
encontrada nas regides Sul e Sudeste do Brasil (RAMALHO; MAGNA; PAIVA-E-
SILVA,2003).

Dentre as hemoglobinas variantes, as mais frequentes, a hemoglobina S (Hb
S) e a hemoglobina C (Hb C), ambas de origem africana, sdo encontradas entre os
brasileiros afro-descendentes em porcentagem de 6% e 1% respectivamente, e é
também encontrada entre caucasotides, especialmente na forma heterozigética
(COMPRI et al, 1996).

Devido a elevada frequéncia de hemoglobinopatias hereditarias, foram
implantados programas de investigagdo e controle em comunidades especialmente

afetadas. Sua importancia ressalta-se em nivel mundial, uma vez que a criacdo de
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programas comunitarios vem sendo estimulada por varios organismos
internacionais, como Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 1983), a Academia de
Ciéncias do Terceiro Mundo (TWAS, 1986) e a Organizacdo Pan-Americana da
Saude (OPAS, 1987). Esta preocupacao aparece porque na medida em que as
doencas infecciosas vao sendo controladas, as hemoglobinopatias emergem como
importante problema de saude publica dos paises em desenvolvimento (ACEDO et
al, 2002).

O Comité de Prevencao e Controle das Hemoglobinopatias da Organizacéo
Mundial de Saude recomendou a implantacdo de programas de controle de
hemoglobinopatias na América Latina, inclusive no Brasil (RAMALHO et al, 1999).

Os estudos entre doadores de sangue mostram que a prevaléncia do trago
falciforme € maior nos Estados da Regido Nordeste, porém é encontrada em todas
as regides brasileiras, e por isso, a doenca falciforme (DF) é considerada uma das
doencas genéticas mais importantes no cenario epidemiolégico brasileiro (PAIVA-E-
SILVA; RAMALHO; CASSORLA, 1993).

O problema da doagdo de sangue por brasileiros portadores de
hemoglobinopatias como o trago falciforme comecou a ser discutido desde a década
de 70. Nessa época trabalhos sugeriram que a investigacdo de hemoglobinas
anormais como a Hemoglobinopatia AS (tracgo falciforme) comecasse a ser realizada
nos servigos brasileiros de hemoterapias (RAMALHO, 1976).

De acordo com a RDC (Resolucéo da Diretoria Colegiada) 343, de 13 de
dezembro de 2002, “todo sangue a ser coletado, processado e transfundido, deve
apresentar boa qualidade, ndo podendo ser, portanto, veiculo de propagacdo de
patologias”; cita a resolugcdo. Esta norma recomenda também que seja realizada a

deteccdo de Hb S em doadores de sangue. A legislagdo atual que regulamenta
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hemoterapia brasileira, a RDC 153 de 14 de junho de 2004, no anexo I, no item E.3
— “Deteccdo de hemoglobinas Anormais” obriga a investigacdo de outras
hemoglobinas anormais no sangue de todos os doadores. No entanto ndo determina
o descarte das bolsas de sangue que contém Hb S, simplesmente proibe a
transfusdo destes componentes em pacientes com hemoglobinopatias, recém-
nascido, pacientes com acidose grave e em transfusdo intra-uterina (M. SAUDE,
BRASIL, RDC 343,2002; BRASIL RDC 153, 2004).

Atualmente sabe-se que a transfusdo de hemacias contendo hemoglobina A
(Hb A) e hemoglobina S (Hb S) possui algumas contra-indicagdes bem especificas,
como em transfusdes de substituicdo total em recém-nascidos (sobretudo em
prematuros), em pacientes com anemia falciforme em crise de falcizacdo e em
individuos sob hipéxia intensa (PRUDENCIO; COVAS; BONINI-DOMINGOS, 2000).

Os métodos utilizados para diagnéstico de hemoglobinopatias sdo muitos,
porém a triagem ¢é frequentemente realizada através do eritrograma e da
eletroforese de hemoglobina. Técnicas mais sofisticadas incluem a focalizacéo
isoelétrica, cromatografia liquida de alta pressdo e estudos moleculares. Diversos
trabalhos foram desenvolvidos visando encontrar testes de rastreamento
suficientemente eficazes para o correto diagndstico das inumeras alteragfes
hematoldgicas decorrentes das hemoglobinopatias (MARENGO-ROWE, 1965; LEPP
: BLUESTEIN, 1978; ZAGO et al 1984; ZAGO ; PACO-LARSON, 1989;
SKOGESBOE et al., 1991; RIBEIRO ; ARAUJO, 1992; FLINT et al., 1993; BAYSAL ;
HUISMAN, 1994; MOLTENI et al., 1994; FOGLIETTA et al., 1996; MOHAMMAD et
al, 1997; GUERRA-SCHINOHARA et al., 1999; LEONELI et al., 2000).

Doadores que possam transmitir alguma doenca através da doacdo devem

ser diagnosticados e instruidos quanto as caracteristicas das doencas e suas
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implicacdes. Desta maneira, o receptor de sangue € beneficiado com sangue de boa
gualidade e o doador com o diagnostico de uma alteracdo que pode vir a ser
prevenida da apresentacdo em homozigose em seus descendentes, através do

aconselhamento genético.

1.1..Hemoglobinas Anormais

A estrutura quimica da hemoglobina € importante para a sua fungéo. Existem
diversas condigfes, de natureza genética, nas quais a hemoglobina tem alteragfes
em sua estrutura quimica. Freqientemente estas alteracbes modificam o
comportamento funcional da hemoglobina e podem produzir alteragbes nas
hemacias, com consequéncias para as suas fun¢ées (SOUZA; REGO, 2002).

As cadeias polipeptidicas alfa, beta, gama e delta, bem como as cadeias
embrionarias zeta e épsilon, sdo sintetizadas sob controle genético. Esse controle
pode ser entendido como o comando sobre 0s genes responsaveis pela
estruturacdo especifica de cada tipo de cadeia polipeptidica - 0os genes estruturais -,
e sobre os genes responsaveis pelo controle da quantidade de cada cadeia
sintetizada - os genes reguladores (FUCHAROEN; WINICHAGOON, 2002).

Alteragbes envolvendo 0s genes estruturais promovem a formacdo de
moléculas de hemoglobinas com caracteristicas bioquimicas diferentes aos das
hemoglobinas normais por isso denominadas hemoglobinas variantes. Mutac¢des
afetando os genes reguladores promovem desequilibrio do contetdo quantitativo
das cadeias, e conseqientemente dos tipos normais de hemoglobinas, causando as

talassemias. Dessa forma, as hemoglobinas variantes e as talassemias sao
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classificadas como hemoglobinas anormais hereditarias (FUCHAROEN;
WINICHAGOON, 2002).

A deteccdo de hemoglobinas variantes em larga escala, teve inicio em 1949,
gquando o Professor Linus Pauling e seus colaboradores diferenciaram fisico-
guimicamente a hemoglobina da anemia falciforme, a Hb S, da hemoglobina normal.
Nos anos seguintes, com o aprimoramento das técnicas eletroforéticas, muitas
outras variantes foram sendo descritas (PAULING; ITANO; SIGNER, 1949)

Em 1962, prevendo-se o grande aumento de hemoglobinas anormais a serem
descobertas, ficou estabelecido durante o IX Congresso da Sociedade Internacional
de Hematologia que as hemoglobinas variantes descritas a partir daquela data
teriam o nome do local de procedéncia do individuo portador da hemoglobinopatia,
do laboratério, do hospital ou da cidade em fossem descobertas (FUCHAROEN;

WINICHAGOON, 2002).

1.2. Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias, também conhecidas como disturbios hereditarios da
hemoglobina (Hb) humana, sdo doencas geneticamente determinadas e apresentam
morbidade significativa em todo o mundo. Assim, milhées de pessoas trazem em seu
patriménio genético hemoglobinas anormais em varias combinagdes. Dessa forma,
as anemias hereditarias compreendem um grupo de condicbes de grande
complexidade (THOMPSON et al, 1993).

Atualmente mais de setecentas hemoglobinas anémalas sdo conhecidas, e
dentre elas somente trés (as hemoglobinas S, C e E) encontram-se em alta

freqUéncia no mundo.(WEATHERALL ; CLEGG, 2001). O Brasil se caracteriza por
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significativa miscigenacdo étnica, onde o processo de colonizacdo teve grande
influencia na dispersdo dos genes anormais, sendo as principais a Doenca
Falciforme e as talassemias. Assim, a distribuicAo das hemoglobinas anormais
provenientes de formas variantes, e talassemias, estéo relacionadas com as etnias
gue compdem nossa populacao (PAIVA E SILVA; RAMALHO,1997).

Tendo em vista a gravidade clinica dos homozigotos das hemoglobinopatias e
a alta frequiéncia dos heterozigotos, a triagem destas entidades genéticas merece
destague. Ressalte-se que a deteccdo antenatal em paises onde o aborto
terapéutico ndo € permitido pode resultar em medidas preventivas, com objetivos
primordialmente assistenciais e ndo eugénicos (COMPRI et al, 1996).

A Portaria n° 822/01 do Ministério da Saude (MS) incluiu as
hemoglobinopatias no Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), dentre os
beneficios dessa Portaria, deve-se mencionar a restauragdo de um dos principios
fundamentais da Etica Médica, que é o da igualdade, garantindo acesso igual aos
testes de triagem a todos os recém-nascidos brasileiros, independentemente da
origem geogréfica, etnia e classe-econdmica; outro aspecto importante foi o de
adequar a triagem neonatal dos erros inatos do metabolismo as caracteristicas
étnicas das populacées brasileiras (M. SAUDE, BRASIL, 2002).

A Portaria N°® 1.391 de 16 de Agosto de 2005 do Ministério da Salide promove
a garantia do seguimento das pessoas diagnosticadas com hemoglobinopatias pelo
Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), recebendo os pacientes e
integrando-os na rede de assisténcia do Sistema Unico de Saude - SUS a partir,
prioritariamente, da Hemorrede Publica, e provendo assisténcia as pessoas com

diagnostico tardio de Doenca Falciforme e outras Hemoglobinopatias, com a criagéo
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de um cadastro nacional de doentes falciformes e outras hemoglobinopatias (M.
SAUDE, BRASIL, 2005).

A porcentagem de mortalidade entre criangcas menores de 5 anos com anemia
falciforme é de cerca de 25 a 30%, e a maioria das mortes neste grupo é secundaria
a infecgBes fatais, sequestro esplénico ou crises aplasticas ( NUZZO; FONSECA,

2004).

1.2.1. Hemoglobina S

E uma doenca conhecida ha séculos por povos de diferentes regides da
Africa. Exames radiologicos de ossos de pessoas que viveram na Africa ha mais de
7000 anos mostraram lesdes caracteristicas desta condicdo mérbida. Os doentes
eram identificados por tatuagem incisional para facilitar o diagnéstico e proibir o
casamento com membros sadios do grupo (BONINI-DOMINGOS; NAOUM, 2001).

No periodo Neolitico (3.000 — 5.000 anos a.C.) ocorreu a transmissdo da
maléria causada pelo Plasmodium falciparum proveniente da regido que hoje
corresponde a. Etidpia. No continente Africano, a malaria se propagou da costa
oriental para a costa ocidental formando uma faixa coincidente com a alta
prevaléncia de Hb S. Esse fato levou Allison, em 1954, a estabelecer uma relacéo
entre o efeito protetivo da Hb S em portadores heterozigotos (Hb AS) frente ao
desenvolvimento da malaria causada pelo Plasmodium falciparum. (SCHNEIDER,;
HIGHTOWER; HOSTY, 1976).

A sindrome das células falciformes é conhecida como a mais comum das
alteracdes hematologicas hereditarias conhecidas no homem. Sua distribuicdo é

ampla, abrangendo todos os continentes, notadamente Africa, América do Norte,
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América Latina e parte da Asia. Estima-se que no Brasil ha cerca de 4 milhdes de
pessoas portadoras do traco falciforme (Hb AS), e perto de 15 mil com anemia
falciforme, que € a forma homozigota da doenca (Hb SS). A previsdo do Ministério
da Saude para 2005 é de 3.500 novos casos de pessoas com anemia falciforme e

250.000 casos novos de tragcos de Hb S (http://www.anvisa.gov.br).

Eritrécitos “peculiarmente alongados e em forma de foice” foram assinalados
pela primeira vez por Herrick, em 1910 no sangue de um individuo negro anémico,
embora as manifestacdes clinicas da doenca ja fossem conhecidas séculos antes na
Africa Ocidental. No Brasil, a primeira referéncia a um paciente com anemia
falciforme se deve a Castro em 1933 (COSTA, 2001).

Em 1947, Accioly, no Brasil, pela primeira vez sugeriu que a falciformacao
ocorria como consequéncia de heranca autossdomica dominante, mas s6é em 1949,
através de trabalhos de Neel e Beet, é que se definiu a doenga somente em estado
de homozigose, sendo 0s heterozigotos portadores assintomaticos (FIGUEIREDO,
1993). Ainda em 1949, Pauling e cols. demonstraram que individuos sofrendo de

anemia falciforme possuiam hemoglobina que diferia da normal pela auséncia de

duas cargas negativas (PAULING; ITANO; SIGNER, 1949).

1.2.1.1. Alteragcao Molecular daHb S

A alteracdo da Hb S é causada por uma mutacdo do gene beta da globina,
produzindo alteracdo na estrutura da molécula. Por ser uma anomalia da globina
beta, as caracteristicas clinicas do estado homozigoto s6 serdo percebidas apés a
estabilizacdo da producdo, que ocorre por volta do sexto més de vida, quando a

sintese de globina gama (atuante na fase fetal) € interrompida, enquanto que o gene
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beta sintetiza em sua plenitude, betas normais (BONINI-DOMINGOS; NAOUM,
2001).

A Hb S, quimicamente representada por oz" PB.°, € uma variante da
hemoglobina normal, a Hb A (a.” B2"), devido a uma mutac&o genética que ocorreu
h& milhares de anos e que afetou uma das bases nitrogenadas do DNA que compde

0 gene que sintetiza a globina beta (NAGEL; FABRY; PAGNIER, 1989).
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Figura 1: Mutacéo no gene da globina beta S do cromossomo
11. Substituicdo de Adenina (A) por Timina (T) e a consequénte
sintese de aminoacido Valina em lugar do Acido Glutamico
(GLU), na posicdo 6 da cadeia polipeptidica beta. As setas
indicam as regibes do agrupamento dos genes tipo Beta
(Epsilon, Gama-Glicina, Gama-Alanina, Pseudo-Beta, Delta e
Beta) suscetiveis as acdes de varias sondas ou enzimas de
restricdo (Naoum,2000).

A alteragdo molecular primaria na anemia falciforme é representada pela
substituicdo de uma Unica base no cédon 6 do gene da globina beta, uma adenina
(A) € substituida por uma timina (T) (GAG—>GTG). Esta mutagcdo resulta na
substitui¢cdo do residuo glutamil na posig&o beta 6 por um residuo valil ( 6 Glu—Val)
como mostra a figura 1 (NAOUM, 2000). Esta substituicdo tem como consequéncia
final a polimerizacdo das moléculas dessa hemoglobina anormal (Hb S) quando

desoxigenada (COSTA, 2001).
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Os heterozigotos para Hb S tém um dnico alelo alterado. O outro gene da
cadeia beta codifica uma cadeia de beta normal, resultando no traco falciforme. O
gene B°, quando associado a algumas outras variantes estruturais, como Hb C,
resultam em individuos com Hb SC. A herangca com talassemia beta resulta em uma

sindrome HbS-B-talassemia (WEATHERALL ; CLEGG,1999).

1.2.1.2.Polimerizacdo daHb S

A hemoglobina S é solivel quando saturada de oxigénio, entretanto, no
processo de desoxigenagcdo, devido a presenca da valina na posicao 6,
estabelecem-se contatos intermoleculares, que seriam impossiveis ha hemoglobina
normal. Esses contatos fazem com que as moléculas de HbS sofram agregacéo e
polimerizacdo ou gelificacdo, que € o processo primario do evento de falcizagéo (
ROBBINS et. al., 2000).

Esta pequena modificagdo estrutural € responsavel por profundas alteracdes
nas propriedades fisico-quimicas da molécula da hemoglobina no estado
desoxigenado. Estas alteragcbes culminam com um evento conhecido como
falcizacdo, que é a mudanca da forma normal da hemacia para a forma de foice,
resultando em alterac6es da reologia dos glébulos vermelhos e da membrana
eritrocitaria (STEINBERG, 1998).

A polimerizagdo progride, com adigcdo de moléculas sucessivas de HbS a
medida que a porcentagem de saturacdo de oxigénio da hemoglobina diminui. Os
agregados maiores se alinham em fibras paralelas, formando um gel de cristais

liguidos chamados tactoides (STEINBERG; EMBURY, 1986).
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A polimerizagdo da desoxi-hemoglobina S depende de numerosas variaveis,
como concentracdo de oxigénio, pH, concentracdo de Hb S, temperatura, pressao,
forca ibnica e presenca de hemoglobinas normais. Somente a forma desoxigenada
de hemoglobina S é passivel de polimerizagdo. Uma outra determinante da
tendéncia para a polimerizacdo € a presenca de outras hemoglobinas como a HbF e
a HbA2 que limitam a polimerizagdo de HbS mais acentuadamente do que HbC e
HbA (SCHNOG et al, 2004).

Os polimeros de hemoglobina S desoxigenados sdo estruturas tubulares
constituidas de 14 filamentos de Hb S que se disp6em ao redor de um eixo central.
Nos cristais de Hb S somente uma das valinas 6 de cada tetrdmero participa dos
contatos intermoleculares. A associacdo com a persisténcia hereditaria com a
hemoglobina fetal confere melhor prognéstico a doenca (STEINBERG; EMBURY,

1986).

1.2.1.3. Cinética da Falcizacéao

Todas as hemacias contendo predominantemente Hb S podem adquirir
a forma classica de lamina de foice apdés desoxigenagdo, em decorréncia da
polimerizagdo intracelular da desoxi-hemoglobina S, processo normalmente
reversivel apos a reoxigenacao (COSTA, 2001).

A membrana eritrocitaria € muito afetada durante a falcizacao, caracterizada
por desarranjos das proteinas espectrina-actina, diminuicdo das glicoproteinas,
geracdo de radicais livres oxidantes e orientacdo anormal dos fosfolipidios,
apresentando deformagfes sob forma de escavacdes na membrana dos eritrocitos.

Em nivel circulatério a alteragdo da plasticidade normal dos eritrécitos
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desencadeada pelos efeitos polimerizantes da Hb S confere aos eritrocitos
falcémicos com maior possibilidade de aderirem ao endotélio vascular. Esta
aderéncia decorre de interagbes entre as ceélulas endoteliais e os eritrocitos
falcémicos, com a participacdo de antigenos de superficie celular (CD36 e CD44) e
integrinas - proteinas de membranas que juntamente com fibronectina e laminina se
ligam as células falcémicas. As proteinas plasmaticas também participam da ligacéo
dos eritrocitos falcémicos com as células endoteliais, com destaques para o fator de
Willebrand, trombospondina, fibrinogénio e fibronectina (STEINBERG, 1998).

As células endoteliais interagem com CD36, lamininas, glicoproteina 1B,
molécula de adesdo vascular. Como conseqiéncia da elevada adesividade do
eritrocito falcémico ao endotélio vascular dos capilares, ocorre a estase venosa que
desencadeia a hipodxia tecidual, fato que leva mais moléculas de Hb S ao estado de
deoxi-Hb S, exarcebando uma situacdo circulatoria ja desfavoravel e lesando os
tecidos perfundidos por esses capilares. Eventualmente pode ocorrer ocluséo total
dos capilares (vaso-oclusdo) com trombose, e desencadeamento de mecanismos da

coagulacéo (STEINBERG; EMBURY 1986).

1.2.1.4. Hb AS — Traco Falciforme

O traco falciforme caracteriza o portador assintomatico, pois € o heterozigoto
falcémico representado por Hb AS. Geralmente detecta-se o portador de Hb AS em
estudos populacionais, ou andlise devido a presenca do gene da hemoglobina S em
algum membro da familia (BONINI-DOMINGOS ;VIANA-BARACIOLI; BONINI-
DOMINGOS, 2004).

Geneticamente a condicdo heterozigota se deve a heranca do gene da

globina B° por parte de um dos pais, juntamente com o gene da globina B*
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proveniente do outro. Nessa condi¢cdo, a concentracdo da Hb A & sempre mais
elevada do que a Hb S (BONINI-DOMINGOS ; NAOUM, 2001).

Os heterozigotos do gene da hemoglobina S, portadores do traco falciforme
ou traco siclémico, possuem um percentual de hemoglobina anémala que varia de
22% a 45% da hemoglobina total. Esses individuos apresentam, portanto, a Hb S
em mistura com a hemoglobina normal A (fracbes A e Ay) , ao contrario dos
homozigotos, que possuem quase toda a sua hemoglobina do tipo S, com pequena
guantidade (1% a 3%) de hemoglobina A, e quantidades variaveis (0 a 30%) de Hb
fetal (PAIVA E SILVA ; RAMALHO, 1997).

Além da Africa a Hb S também é encontrada em altas frequiiéncias em
populacdes ndo afro-descendentes da regido do Mediterraneo, da india e da Asia
Menor. Na Turquia, por exemplo, a frequéncia do traco falciforme foi estimada em
13%, enquanto que em algumas regides da Sicilia, da Grécia e da india ja foram
registrados indices de até 40%. Entre afro-descendentes norte-americanos e
brasileiros séo encontrados indices ao redor de 8% (RAMALHO, 1986).

A real morbidade do trago falciforme € um assunto bastante controvertido.
Segundo alguns autores, as complicacdes clinicas s&o muito raras, quase
excepcionais, enquanto que para outros, elas sdo relativamente frequentes,
conferindo ao trago falciforme significativa importancia clinica (PAIVA E SILVA ;
RAMALHO, 1997).

O traco falciforme é encontrado em todas as regifes brasileiras, e, por isso a
anemia falciforme é considerada uma das doencas genéticas mais importantes do
cenario epidemiolégico brasileiro (DINIZ ; GUEDES, 2005).

Atualmente sabe-se que a transfusdo de hemaéacias AS possui apenas

algumas contra-indicacdes bem especificas, ou seja, em transfusdes de substituicdo
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total em recém-nascidos (sobretudo em prematuros), em pacientes com anemia
falciforme em crise de falcizagdo e em individuos sob hipoxia intensa (PAIVA E
SILVA ; RAMALHO, 1997).

A hemoglobina S pode estar ainda associada a outras hemoglobinopatias
como Hb SC e S/B-talassemia. Pacientes com Hb SC tem uma evolugdo mais
benigna que pacientes SS, porém podem apresentar quase todas as complicacdes
da anemia falciforme. Existem dois tipos de associacfes de Hb S com B-talassemia:
SIR° talassemia, cujos pacientes tém evolucdo mais grave, semelhantes ao
homozigotos SS e os pacientes S/’ talassemia que podem apresentar evolugéo
clinica grave ou moderada, dependendo da mutacdo de pB-talassemia envolvida

(COSTA, 2001).

1.2.2. HemoglobinaCe D

A Hb C foi descrita, em 1950, por Itano e Neel. Estudos realizados por Hunt e
Ingram em 1958, revelaram que essa variante origina-se da substituicdo do &cido
glutdamico (Glu) pela lisina (Lis) na posicdo 6 da cadeia beta. A troca de um
aminoacido de carga negativa (Glu) por outro de carga positiva (Lis) altera
completamente a mobilidade da hemoglobina mutante, sendo facilmente
diferenciavel da Hb A e de outros tipos de variantes (ITANO; NEEL, 1950).

A Hb C é o segundo tipo mais frequente de hemoglobinas anormais no Brasil.
E comum na regido ocidental da Africa e em paises onde a populacdo afro-
descendente é representativa, cuja prevaléncia de heterozigose para Hb AC alcanca
30% da populagdo. Embora menos convincente que para a Hb S, a distribuicdo da

Hb C na Africa sugere que ela pode ter conferido vantagem de sobrevivéncia em
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areas endémicas para malaria (LUKENS, 1998). Clinicamente os portadores
heterozigotos (Hb AC) sédo assintométicos, ndo tém anemia e ndo apresentam
evidéncia de aumento da destruicdo de eritrécitos. O esfregaco de sangue periférico
pode exibir numerosas células em alvo e a eletroforese em pH alcalino, a
concentracdo de Hb C é variavel de 25% a 45% (ELGHETANY ; DAVEY, 1999)

A posicdo da Hb D na eletroforese de pH alcalino é ocupada também por
guase duas dezenas de hemoglobinas variantes na eletroforese de hemoglobina em
pH alcalino e entre essas, cinco foram classificadas como Hb D, porém se
diferenciam bioquimicamente entre si: Hemoglobina D Los Angeles ou Punjab, D
Bushman, D Ouled Rabah, D Iran e D Idaban.O tipo D Los Angeles ou Punjab, é o
mais prevalente, e a sua frequéncia é proxima de 3% entre os habitantes do

Noroeste da india (ELGHETANY ; DAVEY, 1999).

1.3.Talassemias

O nome talassemia vem do grego thalassa, que significa mar. Foi descrita
pela primeira vez em 1925 por T. B. Cooley e P. Lee em um paciente com grave
guadro de anemia, esplenomegalia e alteragfes 6sseas (TEIXEIRA, 2001).

A hemoglobina deve ter a estrutura correta e estar disposta de tal maneira
gue o numero de cadeias a corresponda precisamente aos da cadeia B. As
sindromes talassémicas constituem um grupo heterogéneo de distarbios
hematologicos genéticos que seguem as leis mendelianas de transmisséo
hereditaria. Nas talassemias a alteracdo fundamental € o defeito na producdo de
cadeias de globina, ndo havendo substituicdo de aminoéacidos, portanto ha variacéo

apenas quantitativa nas hemoglobinas normais, o que resulta em enchimento
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reduzido dos glébulos vermelhos com hemoglobina, e anemia (ROBBINS et. al.,
2000).

A limitacdo da sintese pode ocorrer nas cadeias alfa (o) de HbA, da HbA2, da
HbF ou da Hb Gower 2, nas cadeias beta (B) da HbA e nas cadeias delta (5) da
HbA2, dando origem, respectivamente as talassemias o, 3 e p-3. As doencas
causadas no Brasil pelas talassemias beta sdo mais frequentes que as o e as
B-8 (TEIXEIRA., 2001).

A talassemia € distribuida pelo mundo todo, apresentando-se com freqiéncia
entre povos do Sudeste da Africa, litoral do Mediterraneo, Extremo Oriente e Oriente
Médio. Nas Américas, a prevaléncia esta relacionada com a heranca étnica de seus
povos. No Brasil, h4 grande incidéncia desses casos nas regides Sul e Sudeste,
acometendo cerca de 5% da populagdo geral e podendo atingir 15-20% em certas
regides. Devido a migracdo ndo ha virtualmente nenhum pais no mundo em que a
talassemia n&o afete certa porcentagem de seus habitantes (WENNING et al, 2000).

Séo classificadas de acordo com a cadeia polipeptidica produzida em taxa
reduzida. Nas alfa e beta talassemias a deficiéncia estd presente na sintese das
cadeias alfa e beta respectivamente. Além das a e B-talassemias também sé&o
conhecidas outras formas, porém raras, como as talassemias do tipo delta-beta (3-
B), delta (), gama-delta-beta (y-6-pB) e ainda a chamada persisténcia hereditaria da

hemoglobina fetal (PHHF) (WENNING et al, 2000).

1.3.1. Alfa Talassemia

As alfa-talassemias séo classificadas de acordo com o ndmero de genes alfa

deletados, podendo acometer os quatro genes ou apenas alguns. Assim as
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talassemias alfa se devem a delecdo de um gene (-,a/a,a), dois (-,-/a,,a) ou (-,a/-,a),
trés(-,-/-,a) ou quatro genes(-,-/-,-) delecbes estas que podem diminuir (a-) ou
bloquear totalmente a sintese (a°) (WENNING et al, 2000).

A maioria das alfa-talassemias é causada por dele¢cbes génicas. Como no
genoma humano existem cépias duplicadas do gene que codifica as cadeias alfa, o
pareamento na meiose ndo € sempre perfeito e eventualmente alguns crossing-
overs podem originar regibes com uma coépia do gene, bem como com trés
(SALZANO ; BORTOLINI, 2002).

De uma forma geral, as sindromes alfa talassémicas sao classificadas em:
portador silencioso (€ o tipo mais comum entre as alfa-talassemias e se deve a
delecdo de apenas um gene (-,o/a,a) alfa), traco alfa talassémico (talassemia alfa
com delecdo de dois genes (-,-/a,a) ou (-,0/-,0) 0S genes envolvidos podem
pertencer ao mesmo cromossomo, sendo 0 outro cromossomo portador de dois
genes normais ou pode haver delecdo de um gene de a-globina de cada um dos
dois cromossomos), doenca de Hb H (trés dos quatro genes estdo ausentes nessa
doenca e na eletroforese observa-se a presenca de Hb H em concentracfes entre 5
e 20% e ha presenca de tetramero beta, ) e hidropsia fetal (é considerada a forma
mais grave de todos os tipos de talassemia, caracterizada como forma letal e possui

Hb Bart em elevadas concentracdes) (WENNING et al,2000).

1.3.2. Beta Talassemia

Caracterizam-se por alteracdo quantitativa da sintese de cadeias beta e séo
classificadas como beta-talassemia maior (B°/B°) (apresentam redugcédo acentuada

na producdo das cadeias beta, designado talassemia maior ou doenca de Cooley),
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beta-talassemia intermediaria (sdo aquelas resultantes de diferentes interacdes
genéticas) e beta-talassemia menor (este tipo de B-talassemia é mais comum do
gue forma maior e portanto heterozigotos (B/p° ou B/B+); possuem pequena reducao
da taxa de sintese de cadeias § em comparag¢do com a forma mais grave (OLIVIERI,

1999).

1.4. Distribuicdo geogréafica das Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias estao classificadas entre as alteracdes genéticas mais
frequentes nas populagdes humanas, afetando cerca de 250 milhdes de pessoas em
todo o mundo. Cerca de 4,5% da populacdo mundial manifestam portanto, alguma
hemoglobinopatia (MAZZI et al, 2003). Sabe-se que as diferentes doencas da
hemoglobina estéo relacionadas a etnia (LISOT; SILLA, 2004).

A hemoglobina variante mais comum é a Hb S que, embora muito prevalente
nos paises africanos, atinge frequéncias elevadas nas popula¢des negras e suas
descendéncias distribuidas por todos os continentes, e também em algumas regides
especificas como os paises do Mediterraneo, Oriente Médio e india. Outras
hemoglobinopatias apresentam alta prevaléncia em regifes especificas, como a Hb
C no Oeste da Africa, a Hb E no Sudeste da Asia e a Hb D Punjab na india e no
Oriente Médio (NAOUM, 2001).

Nos paises latino-americanos as hemoglobinopatias se apresentam como
doencas de importancia, particularmente nas ilhas do Caribe, onde a populacédo é
predominantemente de negros e a frequéncia de doencas falciformes é
significativamente alta. Em Cuba, cuja populacdo € representada por 65% de

brancos e 35% de negros descendentes de escravos procedentes do oeste da
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Africa, as freqiiéncias de Hb S e Hb C variam entre 3 e 7%, e a expectativa de
nascimento anual de criancas com doencas falciformes é de 100 casos novos. Esse
reduzido numero de criancas com doencas falciformes se deve aos programas de
prevencdo em gestantes, com aproximadamente 160 mil analises eletroforéticas de
hemoglobinas por ano (SALZANO; BORTOLINI, 2002).

A Venezuela e a Coldombia apresentam populagbes com significativas
freqUiéncias de negros e mulatos e, consequientemente, as prevaléncias de Hb S nos
dois paises também sdo altas. A Argentina, composta predominantemente por
populacbes nativas e de origens européias, estas provenientes da Italia e
principalmente da Espanha, tem a talassemia beta como o tipo de hemoglobinopatia
mais comum (TORRES et al., 2002)

Entre os paises da América Central (Guatemala, Honduras, El Salvador,
Nicaragua, Costa Rica e Panamd), com populacao total proxima de 30 milhdes de
habitantes, as prevaléncias de Hb S e Hb C apresentam grande variabilidade. Na
Costa Rica, em estudos populacionais, detectou-se 2,0% de alfa-talassemia e 0,2%
de beta-talassemia heterozigotas, além de 11% de Hb AS, em estudos
populacionais (NAOUM, 2001).

O México, pais que expressa a segunda maior populagédo entre os paises
latino-americanos, (cerca de 90 milhdes de habitantes), apresenta sua composi¢ao
étnica predominantemente de origem indigena, além de mesticos provenientes do
cruzamento com espanhdis. Entre as hemoglobinopatias mais frequientes destaca-se
a talassemia beta heterozigota (0,1%), enquanto os casos de Hb S sdo esporadicos
(NAOUM, 2001).

A populagédo brasileira caracteriza-se por alto grau de miscigenacao, com

distribuicdo étnica diferenciada nas varias regides geograficas do pais. Em
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decorréncia disso apresenta prevaléncia varidvel de hemoglobinas anormais,
influenciada por fatores ecologicos e raciais. Sindromes falcémicas, Hb C e as
talassemias alfa e beta sdo hemoglobinopatias comuns no Brasil (VIANA-
BARACIOLI et al, 2001).

A introducéo de Hb S nas Américas e no Brasil se deu com maior intensidade
entre os séculos XVI e XVIII, motivada pelo trafico de escravos africanos. A trajetéria
dos negros africanos para o Brasil foi heterogénea, uma vez que o trafico se
desenvolveu ao longo de 300 anos, carreando escravos de quase toda a costa
ocidental da Africa. Acredita-se que nesse periodo entraram pelos portos da Bahia e
Rio de Janeiro cerca de trés milhdes e seiscentos mil africanos (SALZANO, 1986).

A migracao européia e asiatica também foi diversificada estando representada
principalmente por imigrantes portugueses, italianos e espanhdis. As talassemias
sdo mais frequentes em regides que tiveram maior participacdo da colonizagéo
italiana. Outras variantes raras como as hemoglobinas D, J, I, N, G, sdo encontradas
em diferentes localidades (ORLANDO et al, 2000).

Estudo efetuado em 101.000 amostras de sangue provenientes de 65 cidades
de varias regides do Brasil revelou que, para uma populacdo aproximada de 140
milhdes de pessoas, cerca de 10 milhdes sdo portadores de hemoglobinas , sendo
2,1% de Hb AS. Esses resultados ressaltam a importancia de testes de identificagéo
de Hb S, pois para cada trés milhées de criangas que nascem anualmente no Brasil,

cerca de 63 mil serdo portadoras de Hb AS (NAOUM, 2000).
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Figura 2: Distribuicdo das hemoglobinopatias no Brasil (NAOUM, 2001).

Segundo Zago (2001) a Hb S, encontra-se no Sudeste do pais com
prevaléncia de 2% de heterozigotos em populagbes mistas. Esta prevaléncia
aumenta moderadamente em popula¢des do Nordeste ou em grupos selecionados,
podendo chegar a 6%. A Hb C apresenta prevaléncia de heterozigotos na ordem de
1%. A prevaléncia de média de p-talassemia no Sul e Sudeste ao redor de 1% da
populacao geral, podendo elevar-se bastante em algumas comunidades isoladas.

Outro amplo estudo brasileiro identificou que 3,08% dos individuos tinham
hemoglobinas anormais desdobradas em variantes moleculares (2,49%),
talassemias (0,53%) e alteragcbes induzidas pela formacdo de meta-
hemoglobinemias (0,06%). A condi¢cdo Hb AS foi a mais prevalente com 60,95%, as
alfa e beta talassemias representaram 15,56%, a Hb AC foi detectada 14,27% e as
formas mais raras em 9,27%. A frequéncia de Hb SS na populacéo total foi de
0,04%. Entre os vinte portadores de Hb SS identificados e comprovados
clinicamente, 18 pertenciam ao grupo de afro-descendentes e dois ao grupo

caucasoéide (NAOUM et al., 1987).
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Um estudo pioneiro comparando pacientes pediatricos com anemia falciforme
realizado entre duas cidades do Brasil, Sdo Paulo e Salvador sugeriram que a
presenca de um fenotipo com menor gravidade clinica nos pacientes de Salvador,
possivelmente relacionados a fatores genéticos, ambientais e sécio-econémicos. Os
pacientes de Sao Paulo apresentaram um namero maior de internacdes por vaso-
ocluséo nos diferentes genotipos (LYRA et al, 2005).

Entre doadores de sangue, estudo realizado na rede publica do Distrito
Federal identificou 2,06 % de portadores de Hb AS (VERAS et al, 1998). Estudo
realizado no estado de S&o Paulo encontrou 0,76% de Hb S, 1,14% de Hb C, 1,90%
de alfa-talassemia, 0,38% de beta-talassemia e 0,76% de outras hemoglobinopatias
em seus doadores de sangue. Quando a presenca de hemoglobinas anormais foi
correlacionada com a origem racial os autores encontraram no grupo caucasoide
0,76% de Hb AS, 1,14% de Hb AC, 1,90% de alfa-talassemia e 0,38% beta-
talassemia; entre os ndo caucasoides foi encontrado 1 individuo com Hb AC e 2 com
outras hemoglobinopatias (ORLANDO et al., 2000). Em outro estudo, este realizado
na regido Nordeste, detectou-se hemoglobinas anormais em 2,75% dos individuos
estudados, sendo 2,48%, 0,16% e 0,11% pertencentes aos genotipos AS,SS e AC

respectivamente (BEZERRA et al, 1991).

1.5. Banco de Sangue

Os centros de doacdo de sangue tém como objetivo principal a captacéo, o
registro, a triagem clinica e a coleta de sangue para o atendimento de pessoas que
necessitam de transfusdo. Alguns centros de doacdo acumulam outras

competéncias, como a testagem, 0 processamento, 0 armazenamento, o transporte
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e a distribuicdo do sangue na rede de saude publica e privada da regido onde se
localiza (M. SAUDE, RDC 343,2002).

No Brasil, conforme previsto na legislagdo vigente, adotam-se valores
minimos de hemoglobina ou do hematdcrito iguais ou superiores a 12,0g/dl ou 38%,
respectivamente para o sexo feminino, ou 13g/dl e 40%, respectivamente para o
sexo masculino. Entretanto, nos Estados Unidos, segundo exigéncias da Agencia
Federal Americana de Controle de Drogas e Alimentos (Food e Drug Administration
— FDA) a taxa minima aceitavel para a doacdo de sangue é de 12,5g/dl, tanto para o
sexo masculino quanto para o sexo feminino; enquanto que a Associacdo Americana
de Bancos de Sangue (American Association of Blood Banks - AABB) recomenda o
valor minimo de hemoglobina de 13,5g/dl para homens e 12,5g/dl para mulheres (
CANCADO et al, 2001)

Transfusdo de sangue, técnicas e estratégias que evitam a necessidade de
sangue sdo atividades complementares que constituem a area clinica da Medicina
Transfusional. Recentes avangos na seguranga e qualidade do sangue e o0 aumento
dos custos associados com a terapia transfusional tém levado a reavaliagdo da
préatica desta area da medicina (RAZOUK; REICHE, 2004).

Desde 1976 recomenda-se a inclusdo de testagem de hemoglobinas no
protocolo de exames para a doacdo de sangue no Brasil. Essa década foi um
periodo em que a informacdo genética sobre o traco e a anemia falciforme se
popularizou no mundo, especialmente em decorréncia dos programas de screenig
genético dos Estados Unidos e Cuba (ARAUJO et al, 2004).

Em 1996 o governo instituiu um grupo de trabalho responsavel pela
elaboracdo do Programa de Anemia Falciforme (PAF), cujo objetivo principal é, por

meio de atendimento em saulde especializado e acdes educativas, promover a
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TRIVELINO, 2005).

1.5.1.0 tracgo falciforme e a doagé&o de sangue

O problema da doacdo de sangue por brasileiros portadores do trago
falciforme comecou a ser discutido na década de 70. Nessa época, Ramalho (1976),
baseado na contra-indicagdo formal da transfusdo de hemécias AS feita por
importantes autores norte-americanos (MOLLISON, 1972; OSKI ; NAIMAN, 1972),
sugeriu que a investigacao dessa hemoglobina anbmala comecasse a ser realizada
nos servigos brasileiros de hemoterapia. Nas palavras do autor, esse procedimento
"seria duplamente Uutil, beneficiando simultaneamente o doador e o receptor de
sangue. Realmente, enquanto que esse Ultimo estaria sendo protegido do
recebimento de hemécias andémalas, o primeiro, se identificado como siclémico,
poderia ser devidamente orientado e prevenido contra problemas de ordem
individual e familial”.

Os estudos entre doadores de sangue mostram que a prevaléncia do traco
falciforme é maior em Estados da regido Nordeste, como € o caso da Bahia, onde h&a
maior presenca de afro-descendentes, e o traco falciforme é encontrado em 5,5% da
populacdo doadora de sangue , ao contrario, por exemplo, de cidades da regido Sul

e Sudeste do pais (DINIZ; GUEDES, 2005).

De acordo com as Normas Técnicas do Ministério da Saude (NTMS) (portaria
1376 de 19/11/1993), é recomendavel a deteccdo de Hb S devido & sua alta
prevaléncia na populacédo brasileira. Diante deste fato, a chance de se encontrar um

receptor com traco falciforme € grande. O numero de células anormais faria com
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gue, mesmo receptores com Hb AA, tivessem uma transfusdo ineficiente, néo
cumprindo assim o seu papel, obtendo-se uma transfusdo com "vida mais curta”,
uma vez que a concentracdo de Hb A seria menor. O paciente com doenga
falciforme tem niveis elevados de Hb S e, ao receber transfusdo de sangue Hb AS,
aumenta-se a concentracdo de Hb S em torno de 90%, e ocorrerd o risco de

desenvolver crise falciforme (PRUDENCIO, COVAS, BONINI-DOMINGO, 2000).

Pacientes normais (AA), debilitados e com quadro de hipoxia, o sangue
transfundido com Hb AS podera provocar hemdlise intravascular. Ould Amar e cols.
(1996) e Mollison e cols. (1997) ndo recomendam sangue com Hb AS para
transfusdo em recém nascidos e exsanguineo transfusdo em pacientes SS ou em
pacientes submetidos a cirurgia, devido a oxigenacdo ineficiente que tal sangue
provocaria. Bodensteiner, 1994, relatou e Ould Amar e cols, 1997 corroboraram que
sangue AS, quando submetido a filtro de leucdcitos, tem velocidade de filtracéo
menor que o sangue AA e a eficiéncia na retencé@o de leucdcitos é muito menor que
no sangue sabidamente AA, podendo ainda ocorrer obstrugdo nestes filtros

(PRUDENCIO; COVAS; BONINI-DOMINGO, 2000).

Embora existam diversas hipoteses explanatérias a respeito da polimerizagao
intracelular da Hb S, evidéncias demonstram que esse fenbmeno ¢é responsavel
para falhas do filtro para a reducdo do leucocito. O pH baixo e 0 osmolaridade
elevado do anticoagulante-preservativo do citrato, a baixa saturacdo do oxigénio no
sangue venoso e a possivel mudanca da oxigenagdo com armazenamento, podem

incrementar a polimerizagdo da Hb S (BYRNE et al, 2003).

A triagem populacional de portadores heterozigotos do trago falciforme é

normalmente justificada para fins de aconselhamento genético desses individuos. De
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fato, do casamento entre dois individuos heterozigotos para Hb AS, ou do
casamento de um individuo AS com heterozigotos de outras hemoglobinopatias
também frequentes na populacdo (hemoglobina C, p-talassemia, etc.), podem
nascer criangas com anemia hemolitica crénica e incuravel (PAIVA E SILVA ;

RAMALHO, 1997).

1.6. Técnicas de diagnostico para hemoglobinopatias

Considerando que as hemoglobinopatias determinam importantes
manifestacbes clinicas, cabe ressaltar a importancia do diagndstico laboratorial
precoce destas patologias, evitando as conseqiéncias deletérias da doenca
(ZAMARRO et al., 2002).

E indiscutivel a importancia dos indices hematimétricos do eritrograma.
Técnicas citolégicas podem ser adicionadas a estes dados, como a analise
morfolégica dos eritrocitos, pesquisa intra-eritrocitaria de hemoglobina H, teste de
falcizacdo, teste de solubilidade (HUTCHISON; DAVEY, 1999) enquanto que
dosagens bioquimicas, eletroforéticas e técnicas especiais como focalizacédo
isoelétrica ou a cromatografia liquida de alta performance também sdo de grande

valia (DAUDT et al., 2002; WAGNER, 2002).

1.6.1. Eritrograma
Compdem esse grupo as seguintes avaliacdes: contagem de
eritrocitos, dosagem de hemoglobina, hematdécrito, volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragdo de hemoglobina

corpuscular média (CHCM) (NAOUM ;BONINI-DOMINGOS, 2001).
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A contagem de eritrécitos ao microscopio, na histérica camara de Neubauer, é
estafante, inexata e esta abandonada. Inventados por Wallace Coulter na década de
50, os aparelhos automatizados contam os pulsos de condutividade, causados pelos
glébulos, ao cruzarem um orificio pelo qual flui uma corrente elétrica. Os novos
aparelhos no principio Coulter, baseando-se na proporcionalidade entre a amplitude
dos pulsos de condutividade e as dimensdes dos eritrécitos, considerados modelos
altamente sofisticados e de excepcional qualidade, aspiram, diluem e distribuem as
amostras em multiplos canais, fornecem toda a série de parametros numéricos. O
emprego generalizado de aparelhos nesse nivel abriu a nova era na Hematologia:
nameros reprodutiveis, VCM confiavel, facilitando a classificacdo das anemias,

contagem de plaquetas na rotina (FAILACE, 1995).

1.6.2.Teste de Solubilidade

O teste de solubilidade tem como principio reduzir a Hb S, que €
relativamente insolavel no tamp&o inorganico. As hemoglobinas normais e as
variantes comuns, como por exemplo, C e D séo solaveis. A lise dos eritrécitos,
guando na mistura de ditionito de sédio no teste de solubilidade, causa uma
“opacidade” na leitura do teste, assim a turvacdo da solugéo indica a presenca de
Hb S. O teste de solubilidade é indicado para as amostras que apresentarem perfil
eletroforético sugestivo de Hb S (WARREN, et al, 1975).

Reagentes:

Solucéo Fosfato:

1.KH2PO4(anidro) ................. 33,789
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2.K2HPO4 (anidro) ................. 59,33¢g
3.Saponina P.A. .....cccoveveennnn. 2,59
4.Agua destilada. ..................... 250 ml

Ditionito de s6dio (NAOUM, 1999)

Procedimento e Interpretagéo:

1.Dissolver 100 mg de ditionito de sodio em 10 ml da solugéo fosfato. Esta
guantidade e suficiente para 5 testes.

2.Em um tubo contendo 2 ml da solugdo acima preparada, adicionar 20
microlitros de sangue.

3.Misturar por rotacdo e aguardar 2 minutos

4.Colocar o tubo a 2 cm de um papel branco com tracado com linhas negras
horizontais (NAOUM, 1999).

A turvacao da solucéo (insolubilidade) indica possivel presenca de Hb S; ndo
se observam as linhas negras. As hemoglobinas solGveis permitem as observagfes
das linhas tragadas no papel. Algumas hemoglobinas podem resultar em resultados
falsos positivos no teste de solubilidade : Hb I, Hb Bart's, Hb C-Georgetown, Hb
Alexandra e Hb C-Harlem. Amostras com policitemia também podem dar testes
falsos positivos e concentracdes aumentadas de Hb F inibem a reacdo (OLD et al.,

2005).

1.6.3.Teste de Falcizacdo ou Pesquisa de Drepandcitos

Sob baixa tensdo de oxigénio, os eritrocitos contendo Hb S tornam a

forma caracteristica de foice. O metabisulfito de sédio reduz a tensdo de oxigénio,

assim quando uma solucdo de metabisulfito € adicionada ao sangue total, e esta
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mistura € vedada entre lamina e laminula por meio de esmalte, os eritrocitos
contendo Hb S se deformam. E uma avaliacdo apenas qualitativa que indica, quando
positiva, a presenca de Hb S nos eritrécitos sem caracterizar o genétipo (AS, SS,
SC, S + Fetal ou SD) (NAOUM BONINI-DOMINGOS;, 2001).

Reagentes:

1.Solucdo de metabissulfito de sodio a 2%:

Na » S 20 2 200mg
Agua destilada 0.S.p. ...cccoveeeneen. 10ml
2.Esmalte.

Procedimento e Interpretacéo:

1.Mistura-se na lamina de microscopia 20ul de sangue total colhido com
EDTA e 20u de metabissulfito de sodio a 2%.

2.Cobrl-se a preparagdo com laminula vedando os quatro lados com esmalte.
Conserva-se a preparacdo em placa de Petri em algoddo embebido com &gua
(cdmara umida).

3.Examinar em microscépio com objetiva de 10 ou 40x, apos 1 hora, 3 horas,
6 horas, 12 horas e 24 horas.

O fenbmeno da falcizagdo ocorre em portadores de Hb S, com variacdo de
tempo entre os diferentes tipos, entretanto, essa relacdo falcizagdo/genotipo/ tempo
nao é constante e também n&o serve para caracterizar o genotipo. Apos 24 horas na
auséncia de eritrocitos falcizados, o resultado serd dado como negativo (NAOUM;

BONINI-DOMINGOS; 2001).
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Devido a grande quantidade de Hb Fetal no periodo neonatal, que funciona como
efeito diluidor, testes como os de falcizacdo, que utilizam metabisulfito de sodio,
frequentemente resultam em falsos negativos (PRUDENCIO, COVAS, BONINI-

DOMINGQOS, 2000).

1.6.4.Eletroforese de hemoglobina Qualitativa em acetato de celulose pH
8,6

A eletroforese € um processo analitico de separacdo de misturas, onde o
principal agente € o campo elétrico. A migragéo das hemoglobinas no campo elétrico
permite a separacdo e identificacdo das mesmas. Em pH 8,6 a hemoglobina, que é
uma proteina carregada negativamente, migra em dire¢do ao poélo positivo (anddo).
Esse modo identifica as hemoglobinas normais e grande niumero de hemoglobinas
variantes.

A Hb A constitui 96% das hemoglobinas, enquanto que a Hb A2 apresenta
concentracédo variavel de 2,0 a 3,5%, exceto na presenca de Hb S quando por HPLC
os valores poderao ser de 3,5 a 4,0% (OLD, 2003).

Equipamentos e reagentes:

1.Cuba de eletroforese e fonte geradora de voltagem

2.Tiras de acetato de celulose

3.Papel absorvente

4.Aplicador de amostras

5.Solucédo tampao: Tris-EDTA-borato 0,025M pH 8,6.

Procedimento e Interpretacéo:

1.Colocar igual quantidade de solugdo tampdo em cada compartimento

eletrolitico da cuba de eletroforese;
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2.As tiras de acetato de celulose sdo embebidas na solucdo tampéo,
previamente colocada numa vasilha, por pelo menos 15 minutos;

3.Enxugar o acetato de celulose entre duas folhas de papel absorvente para
remover 0 excesso de solugao tampéao;

4. Ajustar as tiras de acetato de celulose na cuba de eletroforese, deixando-as
esticadas. Verifica-se se as duas extremidades estdo mergulhadas na solugéo
tampao de cada compartimento da cuba,;

5.Aplicar 20ul de hemolisado sobre suporte de acetato de celulose a 2cm do
compartimento do polo negativo(catodo);

6.Passar 200 ou 300 volts por 30 ou 20 minutos, respectivamente;

7.As bandas de hemoglobina fracionadas devem ser analisadas
individualmente (AS, AC, AD), sem corar.

8. Remover as tiras e corar com Ponceau (ou outro corante para proteinas)
por 10 minutos, no minimo;

9. Transferir as tiras para um recipiente contendo solucdo descorante,
agitando-a cuidadosamente por 3 a 5 minutos. Trocar a solu¢gdo descorante usada
por outra limpa, e deixar as tiras por tempo necessario para clarea-las;

10. Transparentizacdo do acetato de celulose: a) mergulhar as tiras
descoradas em metanol puro por 1 a 2 minutos; b) remover as tiras para um
recipiente contendo &cido acético/metanol/glicerina, na propor¢cdo 14:85:1, por 1
minuto; c) colocar as tiras bem esticadas em superficie de vidro, expondo-a sobre
luz infra-vermelha, a uma distancia entre 5 e 10 cm, até total transparentizacdo, ou
em estufa a 65°C, por 5 a 10 minutos (PRUDENCIO, COVAS, BONINI-DOMINGOS,

2000).
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Durante a eletroforese é de suma importancia o uso de amostras controles
tipo AS. A utilizacdo de mapas de referéncia € muito Gtil na interpretacdo dos
resultados (PRUDENCIO, COVAS, BONINI-DOMINGOS, 2000).

As diferentes mobilidades verificadas entre as diversas hemoglobinas com
defeitos estruturais devem-se as alteracbes de cargas elétricas, causadas por
substituicdes de aminoécidos de diferentes pontos isoelétricos (pl). As hemoglobinas
variantes que nao envolvem alteracGes de cargas elétricas, geralmente apresentam
mobilidade eletroforética semelhante a da Hb A. Resquicios de Hb Fetal também
podem ser encontrados em pessoas normais com idade acima de 6 meses

(ELGHETANY ; DAVEY, 1999).

1.6.5. Cromatografia Liquida de Alta Performance

O HPLC foi escolhido como “padrdo-ouro” para a identificacdo das
hemoglobinopatias porque € um método rapido, preciso e com boa reprodutibilidade
para a identificacdo das fragbes de hemoglobina com quantificagdo. Fornece
também dados qualitativos das hemoglobinas variantes, mesmo que estas estejam
presentes em pequenas quantidades, permitindo o diagndstico de diferentes
hemoglobinopatias, pois este tem a condicdo de fracionar a bandas de
hemoglobinas anormais (ONDEI; ZAMARRO;BONINI-DOMINGOS,2005; SOUZA et
al, 2003)

E uma das mais sensiveis formas de fracionamento cromatogréafico. As
colunas com diferentes gradientes de pH e composicdo quimica sado previamente

adquiridas, conforme o teste que se deseja realizar. Para o estudo de hemoglobinas,



especialmente o estrutural, a resolugdo da técnica € altamente sensivel (CLARKE;

HINGGINS, 2000).

1.7. JUSTIFICATIVA

Estima-se que, em uma populagéo de 140 milhdes de pessoas, cerca de 10
milhdes séo portadoras de hemoglobinas anormais (RAMALHO et al, 1999).

Em virtude da importancia da implantacdo de programas que identifiquem as
principais hemoglobinopatias em doadores de sangue, bem como da necessidade
da educagéo dos doadores acometidos, justifica-se um estudo para definir o perfil
epidemiolégico das hemoglobinopatias entre doadores, objetivando assim a melhoria
do sangue a ser transfundido, bem como também o aspecto educacional, através do
qual os portadores deverdo ser orientados sobre sua alteracdo genética e

aconselhados a realizarem exames em seus familiares.

1.8. OBJETIVOS

. Geral:
Identificar o perfil das hemoglobinopatias em doadores de sangue do Centro
de Hemoterapia do Estado de Sergipe (HEMOSE).
. Especificos:
1. Detectar a frequéncia de doadores portadores de
hemoglobinopatias assintoméaticas.
2. Comparar algumas técnicas disponiveis para o diagnostico

laboratorial de hemoglobinopatias quando utilizadas em individuos normais.



2. CASUISTICA E METODOS

2.1. Caracteristica Demogréfica da Populagéo

Segundo IBGE — Censos Demogréaficos e Contagem Populacional, a
populacdo Sergipana em 2004 é distribuida em 1.903.065 habitantes, onde 933.112
estdo representados pelo género masculino e 969.953 pelo género feminino.
Sergipe é o penultimo Estado do Nordeste na dire¢cdo norte-sul, tem por limites: ao
norte o Estado de Alagoas, ao leste o Oceano Atlantico e ao sul e oeste o Estado da
Bahia. Sua &rea total é de 21.910,348 km? e possui 75 municipios. A populacdo
residente em Sergipe, distribuidos entre a faixa etaria de 15 a 69 anos € de

1.202.908 habitantes.

2.2. Populagéo Alvo

A populagéo alvo desse estudo foram doadores de sangue do Centro de
Hemoterapia de Sergipe, no periodo de setembro de 2004 a junho de 2005,
analisando um total de 1345 doadores. Esse hemocentro constitui o principal centro
de doacbes do Estado de Sergipe, recebendo cerca de 2.000 doac¢des por més, de
pessoas vindas de varios municipios do Estado.

Consideraram-se elegiveis para a doagdo de sangue os doadores a partir de
18 anos, com mais de 50 kg, com valores de hemoglobina entre 12,0 e 16,0g/dL
para as mulheres e entre 13,0g/dL e 17,0g/dL para os homens, além de aptos na

triagem clinica( M. DA SAUDE, RDC 343, 2002).
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ApoOs a triagem clinica, os doadores ficam aguardando préoximos a sala de
coleta para serem chamados para a doagcdo. Nesse momento o doador foi orientado
sobre a sua participacdo da pesquisa atraves de uma breve explicagédo sobre o tema

e de como seria a sua participagéo neste trabalho.

2.3. Selecdo Amostral

A selecdo dos participantes foi realizada de maneira aleatoria, uma a duas
vezes por semana, sendo o primeiro dia da semana sorteado e os demais
alternados; o turno de escolha para as coletas foi o da manha devido ao fato de o
namero de doacdes ser maior e pela facilidade de realizacdo dos exames no

mesmo dia em que foi colhido.

2.4.Desenho do Estudo

Foi realizado um estudo Transversal.

2.5. Calculo da Amostra

Para o calculo amostral foi utilizada, através de suposi¢cdes baseadas em
resultados de outros levantamentos feitos em outras populagbes, em épocas
anteriores, antes do levantamento propriamente dito, a seguinte formula
(COCHRAN, 1977):

n - d?>=2z?(PQ)

N
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Onde: d =p’ - p; Z=IC; P = proporcéo do evento; Q = 1-P; n= o tamanho da
amostra que se deseja estudar.
B P=17%

B d=0,7%; frequéncia em estudos da regido sudeste.
B Z=1,96 (IC 95%)
B Q=98,3%

n = 1.300 amostras

2.6.Coleta da Amostra

As amostras de sangue venoso (5,0ml) foram colhidas em Vacutainers®, com
EDTA (sal disddico do acido etilenodinitrotetracético) como anticoagulante, na
concentracdo de 1,5mg/ml (ACEDO et al, 2002).

As informagOes para caracterizar o doador foram obtidas no instante em o

mesmo estava sendo entrevistado pelo pesquisador, levando em consideragdo o

género, idade e cor da pele.

2.7.Exames Realizados

Inicialmente foi realizado o eritrograma automatizado em todas as amostras
onde foram obtidos os valores de Hemacia, Dosagem de Hemoglobina,
Determinacdo do Hematocrito e os indices Hematimétricos: Volume Corpuscular
Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Media (HCM) e Concentracdo de
Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM) através do aparelho Coulter® T — 890.

Logo apds o eritrograma foi realizada eletroforese alcalina em pH 8,6 com
tampdao tris-borato em todas as amostras dos doadores. Através dos valores de

Hematocrito ficou padronizada a concentragdo da diluicdo das amostras de sangue
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total com a saponina a 1%. Foi preparado o reativo hemolisante de acordo com as
seguinte padronizacdes citadas por Naoum; Bonini-Domingos( 2001):
. SaponinaP.A. ................. 19

. Agua destilada ................. 100ml

Procedimento:

. Para amostras de sangue com hematdcrito acima de 40%, foi
misturado um volume de sangue com 2 volumes de reativo hemolisante;

. Para amostras de sangue com hematdcrito entre 30% e 40%, misturou-
se 1 volume de sangue com 1 volume de reativo hemolisante.

A homogeneizacdo processou-se até a hemolise completa da mistura e o
hemolisado foi aplicado apOs cinco minutos para a eletroforese alcalina de
hemoglobina. Este teste serviu como triagem para hemoglobinas anormais que,
depois de detectadas foram submetidas ao teste de falcizagdo, teste de solubilidade
e Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC). Todas as amostras que
apresentaram hemoglobina variante, além de todos os testes acima citados, foram
encaminhadas para o Laboratorio Hermes Pardini, em Belo Horizonte, para a

execucao da Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC).

2.8. Consideragdes Eticas

Este trabalho foi apreciado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo Seres Humanos da Universidade Federal de Sergipe, por estar
adequado as Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa envolvendo seres

humanos (Resolucédo 196/96 do Conselho Nacional de Saude). Todos os doadores
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aptos que se apresentaram pela manhd no dia sorteado foram convidados a
participar através de uma entrevista e assinaram um termo de consentimento livre e

esclarecido.

2.9. Anélise Estatistica

Os resultados foram analisados atraves de distribuicdo de freqliéncias,

Teste Exato de Fisher e Teste Qui-Quadrado usando softwere Epi Info (verséo

6.04B).
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3. RESULTADOS

Do total de 1345 doadores de sangue analisados foi observada positividade
para hemoglobinopatias em 76 (5,6%) dos doadores, sendo 55 (4,1%) AS, 19 (1,4%)
AC, 1 (0,1%) AD e 1 (0,1%) sugestivo de beta-talassemia como esta representado

no Gréfico 1.
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Grafico 1: Positividade para hemoglobinopatias entre os
doadores de sangue do HEMOSE

A tabela 1 demonstra que ndo ha associacdo significativa entre individuos
normais ou com hemoglobinopatias e 0 género dos individuos amostrados através

do Teste Qui-quadrado: ¥ o.0s.1= 0.96; p>0.05.

Tabela 1. Proporg¢@es de individuos normais e com hemoglobinopatias em
relacdo ao género.

Género

Grupos Total
masculino feminino
Normais 68 (45%) 7 (5%) 75 (50%)
Hemoglobinopatias* 63 (42%) 12 (8%) 75 (50%)
Total 131 (87%) 19 (13%) 150 (100%)

Teste Qui-quadrado: 2 o.0s,1= 0.96; p>0.05

*Exceto sugestivo beta-talassemia
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Os dados expostos na tabela 2 demonstram que ndo h& associagédo entre 0os
grupos Normais e com Hemoglobinopatias em relagcdo ao grupo de brancos e néo

brancos pelo Teste Qui-quadrado: x2o.0s1= 0.04; p>0.05.

Tabela 2. Propor¢des de individuos normais e com hemoglobinopatias em
relacéo a cor da pele.

Grupos Cor da peIeN: Total
branco nao branco
Normais 14 (9%) 61 (41%) 75 (50%)
Hemoglobinopatias* 12 (8%) 63 (42%) 75 (50%)
Total 26 (17%) 124 (83%) 150 (100%)

Teste Qui-quadrado: X2 0.05,1= 0.04; p>0.05.

*Exceto sugestivo beta-talassemia

Através do Teste Exato de Fisher, com p>0.05, comprova-se que ndo ha
associagao entre as hemoglobinopatias AS e AC+AD e os grupos de brancos e ndo
brancos, assim a cor da pele ndo é considerada um discriminador para identificacéo
de hemoglobinopatias.

Foi utilizada a técnica de Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)
para a obtencdo dos valores das fracdes de hemoglobina dos 76 doadores que
apresentaram positividade para alguma hemoglobinopatia e a tabela 3 representa

esses resultados através da média, desvio padréo e amplitude de variagéo.

Tabela 3: Valores, média e desvio padrdo para as fragfes de hemoglobinas.

FracOes de Média Desvio Padrao Amplitude de
Hemoglobina variacao
Ay 59,93 05,02 53,8 -88,3
Az 3,46 0,57 15-7.2
F 0,79 1,23 0,0-4,5

S 36,25 3,98 24,1-418
C 36,85 3,78 28,8 -43,0
D 38,1
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A tabela 4 comprova estatisticamente que ndo ha diferenca significante entre
as meédias de Hemacias, Hemoglobina, Hematocrito e HCM nos portadores de
Hemoglobinopatias em relagcdo aos Normais através da analise de variancia pelo
Teste ANOVA, porém entre as médias de VCM e CHCM ficou demonstrado que ha
diferenca significativa entre os individuos Normais e o0s portadores de

hemoglobinopatias.

Tabela 4. Distribuicdo das distribuicdes de freqiiéncias dos indices hematimétricos
entre individuos normais e com hemaoglobinopatias.

coeficiente de

Adin + ; Icier
N Amplitude m:;j:g + S:sygllg variaco (%) F

Hm

Normais 75 3.97-6.04  4.97+0.05 0.50 10.18

AS 55 4,01-6.77  4.98+0.07 0.57 11.48 0.47"

AC + AD 20 4,54-6,27 5.10+0.10 0.48 9.56

Hb

Normais 75 11.6-16.9 14.3440.16 1.42 9.93

AS 55 11.1-17.1 14.02+0.18 1.39 9.94 0.87"

AC + AD 20 11.5-16.0 14.194+0.21 0.95 6.75

Ht

Normais 75 35.5-51.1 43.30+0.45 3.90 9.02

AS 55 35.1-50.0 41.70+0.53 3.95 9.48 2.89™

AC + AD 20 35.0-47.1 42.25+0.65 2.93 6.94

HCM

Normais 75 20.8-32.2 28.79+0.21 1.87 6.52

AS 55 21.6-325 28.27+0.29 2.15 7.63 2.03™

AC + AD 20 24.2-30.6 27.90+0.43 1.94 6.98

VCM

Normais 75 68.2-955 86.98+0.53 4.65 5.35

AS 55 65.6-95.8 84.01+0.78 5.83 6.94 8.03***

AC + AD 20 73.6-89.4 82.83+1.10 4.92 5.94

CHCM

Normais 75 30.3-36.3  33.10+0.09 0.81 2.45

AS 55 30.1-35.3 33.44+0.12 0.94 2.84 4.82**

AC + AD 20 32.5-34.6 33.68+0.12 0.56 1.69

F = quociente da variancia pelo erro.

** p<0.01

*** p<0.001

ns = nao significante
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O teste de eletroforese em pH alcalino mostrou-se representativo para
diferenciar doadores normais e doadores com hemoglobinopatias quando analisado
pelo Teste Exato de Fisher com p<0.001.

A tabela 5 apresenta como altamente significante a diferenca entre doadores
normais e com hemoglobinopatias através da positividade do Teste de Solubilidade,

analisada pelo Teste Exato de Fisher com p<0.001.

Tabela 5. Propor¢ces de individuos normais e com hemoglobinopatias e a
positividade no teste de solubilidade.

Teste de solubilidade

Grupos Total
+ -
normais 0 75 (50%) 75 (50%)
Hemoglobinopatias* 55 (37%) 20 (13%) 75 (50%)
Total 55 (37%) 95 (63%) 150 (100%)

Teste Exato de Fisher: p<0.001
*Exceto sugestivo beta-talassemia

Dentro da amostra analisada, as propor¢cdes entre os individuos com
hemoglobinopatias AS e a positividade do teste de Solubilidade é maior do que a
proporcdo de individuos com as hemoglobinopatias AC + AD e a positividade do
mesmo teste (Teste Exato de Fisher com p<0.05).

A tabela 6 apresenta como altamente significante a diferenca entre doadores
normais e com hemoglobinopatias através da positividade do Teste de Falcizagéo,

analisada pelo Teste Exato de Fisher com p<0.001.

Tabela 6. Propor¢des de individuos normais e com hemoglobinopatias e a
positividade no teste de falcizacéo.

Teste de falcizagcéo

Grupos Total
+ -
normais 0 75 (50%) 75 (50%)
Hemoglobinopatias* 17 (11%) 58 (39%) 75 (50%)
Total 17 (11%) 133 (89%) 150 (100%)

Teste Exato de Fisher: p<0.001
*Exceto sugestivo beta-talassemia
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A tabela 7 apresenta uma diferenca significante entre doadores com

hemoglobinopatias AS e AC+AD, testados através do Teste de Falcizacdo e

analisados pelo Teste Exato de Fisher, com p<0.01.

Tabela 7. Proporcdes de individuos com hemoglobinopatias e a positividade no

teste de falcizacao.

Teste de falcizagdo

Hemoglobinopatias Total
+ -
AS 17 (23%) 38 (51%) 55 (73%)
AC + AD 0 20 (27%) 20 (27%)
Total 17 (23%) 58 (77%) 75(100%)

Teste Exato de Fisher: p<0.01

Dentre os 1345 doadores de sangue analisados apenas 01 (0,1%) foi

sugestivo de beta-talassemia, cujos valores encontrados foram: A; (88,3%), A

(7,2%), F(4,5%), Hm (6,26 milhdes), Hb (12,3 g/dL), Ht (40%), VCM (63,0), HCM

(19,7) e CHCM (30,8).



4. DISCUSSAO

O Brasil caracteriza-se por significativa mistura racial, com grande influencia
na dispersdao de genes anormais, notadamente falcemias e talassemias. A
distribuicdo das hemoglobinas normais esta relacionada com 0s grupos raciais que
participaram na formacao da populacdo de cada regido (LEONELI et al, 2000).

Assim a heterogeneidade étnica da populacédo brasileira, além de variacbes
técnicas, dificulta a comparagéo dos resultados. No entanto, a Hb S esté presente e
foi a mais frequente hemoglobinopatia nesse e em outros estudos. Existe,
naturalmente, uma relagdo com o contingente de africanos que povoaram as
diversas regides (LISOT; SILLA, 2004).

A cor da pele dos doadores desse trabalho foi relatada durante a entrevista
pelo mesmo pesquisador quando este convidava e orientava a participacdo dos
doadores na pesquisa. Porém, de acordo com a analise estatistica ndo ha
associagéo de hemoglobinas anormais entre os doadores de sangue do HEMOSE e
a cor da pele (p>0,05), este fato também foi observado no trabalho de Orlando et al,
2000.

Os dados obtidos pela eletroforese de hemoglobina, teste de falcizacédo, teste
de solubilidade e HPLC sugerem que cerca de 5,6% dos doadores de sangue do
Centro de Hemoterapia de Sergipe sdo portadores assintomaticos de
hemoglobinopatias. Sendo 4,1% de Hb AS, 1,4% de Hb AC e 0,1% de Hb AD. Esses
resultados descrevem uma populagcdo de doadores de sangue em Sergipe
compativeis aos encontrados por Naoum (2000) em estudos da hemoglobina S onde
mostraram que a prevaléncia do trago falciforme € maior nos Estados do Nordeste,

como € o caso da Bahia onde 5,5% da populag¢édo doadora de sangue € Hb AS, e em
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diversos estudo na regido Nordeste como é o caso do Hemocentro de Alagoas
(HEMOAL) numa populacéo de 21.968 doadores de sangue, foram detectados 453
(2,06%) portadores do Trago Falcémico, portanto para cada 48 doadores 01 é
portador do estigma falcémico (GOMES, 2005). No Rio Grande do Norte, foram
estudados 630 doadores do Nucleo de Hematologia e Hemoterapia da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte, e 0s autores encontraram 15 (2,38%) individuos
com hemoglobinas anormais; a prevaléncia de Hb AS foi de 2,22% E Hb AC em
torno de 0,16% (BEZERRA; ALBUQUERQUE; ANDRADE,1991).

No estudo feito por Melo et al (2000) em 23.981 doadores de sangue de
Uberlandia, Minas Gerais, e cidades subjacentes, os autores encontraram 820
(3,42%) portadores de hemoglobinopatias, onde a Hb AS foi encontrada em maior
prevaléncia (2,48%) quando compradas com as outras hemoglobinopatias, 0 mesmo
fato foi encontrado em feito por Tavares e Bernardes (1980) em 483 doadores de
sangue do Centro de Hematologia de Sobradinho (Distrito Federal) a frequéncia de
Hb AS foi a predominante (2,96%) e no Hemonucleo da Universidade S&o Francisco,
na cidade de Braganca Paulista, Sdo Paulo, onde foi realizado um estudo em 1.846
doadores, desses 1,13% foram Hb AS, demonstrado predominéncia de doadores AS
em bancos de sangue do Brasil. (ACEDO et al, 2002).

A presenca de hemacias contendo Hb S em doadores de sangue brasileiros é
representativa, chegando a 2,4% caracterizando a necessidade potencial da sua
deteccéo laboratorial a nivel de triagem. A transfusdo destas hemacias pode resultar
em efeitos indesejaveis, tanto pela possibilidade de falcizagcdo no receptor, como
pelas alteracbes do produto hemoterapico durante o processamento e estocagem

(COMENALLI - MARQUES,1994).
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Bodensteiner, 1994, relatou e Ould Amar e cols, 1997 corroboraram que
sangue de doadores AS, quando submetido a filtro de leucdcitos, tem velocidade de
filtracdo menor que o sangue AA e a eficiéncia na retencdo de leucdcitos é muito
menor que no sangue sabidamente AA, podendo ainda ocorrer obstrucdo nestes
filtros (PRUDENCIO;COVAS;BONINI-DOMINGOS, 2000). Embora existam diversas
hipoteses explanatérias a respeito da polimerizacéo intracelular da Hb S, evidéncias
demonstram que esse fenbmeno é responséavel para falhas do filtro para a reducéo

do leucécito (BYRNE et al, 2003).

Orlando et al (2000) desenvolveu um estudo no Laboratorio de Hemoglobinas
da Universidade Estadual de S&o Paulo, de Séo José do Rio Preto, Sdo Paulo, em
262 amostras de doadores de sangue, 5 (1,90%) com suspeita de alfa talassemia, 1
(0,38%) com suspeita de beta talassemia e 2 (0,76%) com outros tipos de
hemoglobinas. Lisot e Silla (2004) realizaram um estudo no Hemocentro Regional de
Caxias do Sul e na populacdo do estudo, foram encontrados em 11,68% dos
individuos afetados, desses, 0,16% tinham Hb AC, 0,99% com possivel alfa
talassemia, 0,99% com Hb AS e 9,87% sugeriam beta-talassemia.

A baixa prevaléncia de talassemias no presente estudo (0,1% sugestivo de
beta-talassemia) se justifica pela presumivel composi¢cédo étnica da populacdo dos
doadores, além de a selecdo dos doadores aptos naturalmente exclui individuos
anémicos.

O método amplamente utilizado para o diagnostico das hemoglobinopatias € a
eletroforese em acetato de celulose, pH alcalino, uma vez que as andlises podem
ser efetuadas com rapidez e baixo custo. No entanto, ndo permite a distingdo de Hb
com co-migragdo, como a que migra em posi¢cdo semelhante a Hb S, a Hb D.

Portanto, é indicada como teste de rastreamento inicial para a deteccdo de Hb
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variantes, e metodologias complementares devem ser realizadas para a
caracterizacdo das hemoglobinas com migracdo semelhante (ONDEI; ZAMARRO;
BONINI-DOMINGOS, 2005).

Neste trabalho verificou-se que as variantes ndo puderam ser identificadas
apenas pelos métodos eletroforéticos usuais, estes diferenciaram bem os doadores
normais com 0s que apresentaram algum tipo de hemoglobinopatia, porém foi
necessaria a utilizacdo de outras técnicas como o teste de solubilidade e teste de
falcizacdo para confirmacéo principalmente da Hb S. Evidenciou-se a dificuldade de
interpretacdo das Hb variantes, principalmente daquelas que migraram em posi¢ao
semelhante a Hb S em pH alcalino e que poderiam ter sido identificadas
incorretamente apenas com a aplicacdo dessa metodologia.

As presencas de VCM diminuidos no presente trabalho podem ser
interferéncias de casos de esferocitose hereditaria, assim como os valores de CHCM
baixo pode significar ferropenia, porém ndo foi possivel excluir esses dados da
pesquisa.

O teste de solubilidade apresenta boa sensibilidade para a triagem de Hb S
com eficacia de 99,8% na identificacdo desta hemoglobina, oferecendo ainda custo
mais baixo do que a eletroforese bem como fécil aplicagdo (WARREN et al, 1975).
Obtivemos neste um resultado de 100% de compatibilidade o que nos deu
seguranca no uso do teste de solubilidade para a triagem de doadores com Hb AS.

O teste de falcizac@o € usado largamente, porém sua sensibilidade depende
de vérios fatores como: tipo de agente redutor, tempo de reacdo, temperatura,
umidade, vedacdo. E uma avaliacdo apenas qualitativa que indica, quando positiva,
a presenca de Hb S nos eritrécitos (PRUDENCIO, COVAS, BONINI-DOMINGOS,

2000).
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A diferenca entre doadores normais e com hemoglobinopatias através da
positividade do Teste de Falcizacdo no presente trabalho foi considerada como
altamente significante através de analise estatistica (p<0.001).

A HPLC é considerada uma técnica altamente sensivel para o estudo de
hemoglobinas anormais porque evidencia pequenas quantidades de Hb A, bem
como Hb S, Hb C e outras hemoglobinas anormais, na presenga de grandes
guantidades de Hb F. Os sistemas automatizados proporcionam um processamento
rapido das amostras com alto indice de reprodutibilidade e exatiddo, constituindo-se
num excelente método para triagem de hemoglobinopatias neonatal, porém, em
bancos de sangue deve ser utilizada como confirmatério dos testes de screening, e
ndo para a triagem devido o elevado custo que seria para a implantagdo da técnica
(OU; ROGNERUD, 2001).

Todas as amostras desse trabalho que apresentaram algum tipo de
hemoglobinopatia foram quantificadas pelo medo do HPLC.

Para os resultados encontrados neste trabalho, a associacdo das andlises
cromatograficas aos resultados eletroforéticos foram importantes no levantamento
das provaveis Hb variantes, bem como a utilizacdo de testes mais simples como

solubilidade e falcizacéo.
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5. CONCLUSOES

1. Entre os doadores de sangue analisados 5,6% eram portadores de
hemoglobinopatias assintomaticas.

2. Entre as hemoglobinopatias assintomaticas detectadas, 73,2% incluiam
Hb S.

3. Das cinco técnicas utilizadas para o diagnostico laboratorial das
hemoglobinopatias desse trabalho:

e Os indices hematimétricos: VCM e CHCM mostraram-se bons
discriminadores para portadores assintomaticos de
hemoglobinopatias.

e A técnica de eletroforese em pH alcalino apresentou-se adequada
guando analisada como teste para identificacdo de doadores
normais e com hemoglobinopatias, portanto, é indicada como
teste de rastreamento inicial para a detec¢ao de Hb variantes.

e Os testes de solubilidade e teste de falcizagdo foram
considerados adequados para a diferenciacdo entre doadores
normais e com hemoglobinopatias por serem de facil execugéo,
baixo custo e boa sensibilidade.

e A HPLC constituiu-se um método adequado como confirmatério
para hemoglobinopatias por permitir fracionar e quantificar as Hb

variantes.
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