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Resumo

RESUMO

As hemoglobinopatias constituem um grupo de doencas de carater genético
caracterizadas pela sintese de cadeias polipeptidicas estruturalmente anormais ou diminuicéo
da sintese de uma ou mais cadeias de globina. Dentre as variantes estruturais da hemoglobina,
ou hemoglobinas anormais, as mais comuns séo as hemoglobinas S e C, ambas resultantes da
substituicdo de um uUnico aminoacido na cadeia polipeptidica beta. Estudos realizados no
Brasil mostram uma alta prevaléncia de heterozigotos para HbS e HbC. A frequéncia destas
variantes na populacédo brasileira € muito varidvel, pois esta relacionada com 0s grupos raciais
formadores de cada regido. O povoamento da cidade de Ouro Preto, em 1698, motivado pela
procura de ouro foi composto principalmente por portugueses e escravos africanos, contexto
que favoreceu a mesticagem entre os povos. Considerando que esses povos apresentam genes
para as hemoglobinas anormais com frequéncias variadas, é esperado que se encontrem essas
alteracbes genéticas na nossa populagdo. O presente estudo teve como objetivo principal
avaliar a frequéncia de hemoglobinas anormais nos pacientes atendidos pelo Laboratério
Piloto de Analises Clinicas (LAPAC) da Escola de Farmacia da Universidade Federal de Ouro
Preto (UFOP). No periodo de agosto de 2008 a setembro de 2010, foram triados 943 pacientes
de ambos os sexos e diferentes faixas etéarias para a frequéncia de variantes da hemoglobina,
tendo como foco a hemoglobina falciforme, também conhecida como hemoglobina S. O
diagnostico foi realizado mediante a realizacdo de eletroforese de hemoglobina em pH
alcalino e as amostras positivas para alguma variante foram confirmadas por cromatografia
liquida de baixa pressdo (LPLC) e pelo teste de solubilidade. A prevaléncia de variantes
estruturais de hemoglobina foi de 6,6%, sendo 4,88% para o trago falciforme (HbAS), 1,59 %
para 0 genotipo AC e 0,11% para o genétipo SC. Nao foram detectados individuos
homozigotos para nenhum dos tipos de hemoglobinas variantes. Os resultados encontrados
foram superiores aos encontrados nos estados de Pernambuco, Rio de Janeiro, Minas Gerais,
Sao Paulo e Goias, mostrando a dispersdo dos genes para a HbS e HbC na populagdo de Ouro
Preto. Por essa razdo, concluimos que € importante realizar programas com maior abrangéncia
na populacdo para estudo da epidemiologia das hemoglobinas variantes e de outras
hemoglobinopatias resultantes de uma diminui¢cdo da sintese de uma ou mais cadeias de

globina, no municipio de Ouro Preto.
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PALAVRAS-CHAVE: hemoglobinas variantes, hemoglobinopatias, hemoglobina S,
hemoglobina C, traco falciforme.
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Abstrat

ABSTRAT

Hemoglobinopathies are a genetic diseases group, characterized by either reduced
synthesis of one or more normal globin chains or the synthesis of a structurally abnormal
globin chain. Among the hemoglobin structural variants, the most common are the S and C
hemoglobin, both resulting from an amino acid substitution in beta chain. Studies in Brazil
show the high prevalence of HbS and HbC heterozygotes. The frequency of these variants in
our population is very variable because it relates to racial groups in each region. The
population of the city of Ouro Preto, in 1698, motivated by the pursuit of gold, was composed
mainly of Portuguese and African slaves, a context that favored miscegenation between
peoples. Considering that these groups have genes for abnormal hemoglobins with varying
frequencies, is expected to find these genetic alterations in our population. The present study
aimed at assessing the frequency of abnormal hemoglobins in patients seen by the Pilot
Laboratory of Clinical Analyses (LAPAC) School of Pharmacy, Federal University of Ouro
Preto (UFOP). From August 2008 to September 2010 were screened 943 patients of both
sexes and different age groups for frequency of hemoglobin variants, with a focus on sickle
cell hemoglobin, also known as hemoglobin S. The diagnosis was made through the
implementation of hemoglobin electrophoresis at alkaline pH and positive samples were
confirmed by some variant of low-pressure liquid chromatography (LPLC) and solubility test.
The prevalence of structural variants of hemoglobin was 6.6% and 4.88% for sickle cell trait
(HbAS), 1.59% for the AC genotype and 0.11% for genotype SC. Homozygous were not
detected for any hemoglobins variant types. The results were higher than those found in the
states of Pernambuco, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Goids and Sdo Paulo, showing the
dispersal of genes for HbS and HbC in the population of Ouro Preto. For this reason, we
conclude that it is important to programs with greater coverage in the population for the study
of the epidemiology of hemoglobin variants and other hemoglobinopathies due to a decreased

synthesis of one or more globin chains, in Ouro Preto.

KEYWORDS: variant hemoglobins, hemoglobinopathies, hemoglobin S, hemoglobin C,
sickle cell trait.
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Introducédo

1.1. INTRODUCAO

A hemacia é o produto final das células do sistema eritropoiético. Este sistema destina-
se unicamente a produzir células apropriadas para a sintese, transporte e protecdo da
hemoglobina, pigmento respiratério criado especialmente para transportar oxigénio dos
pulmdes para os tecidos e uma pequena fracdo de CO,, tecidual para os pulmdes. A hemacia
ou eritrocito também produz uma enzima, a anidrase carbonica, que desempenha um papel
essencial na conversdo do CO, gerado durante o metabolismo respiratério em HCO3". Assim,
a hemécia tem como fungGes principais: manter o estado funcional da hemoglobina e da
anidrase carbdnica. A deficiéncia numérica de hemacias vai determinar uma deficiéncia de O,
a nivel tecidual. As hemacias em seu estado normal se apresentam sob a forma de discos
biconcavos anucleados e devido a grande deformabilidade e elasticidade da membrana destas
células, elas sdo capazes de percorrer milhares de metros quadrados, circular através de
pertuitos menores do que o seu didmetro e sobreviver na circulacdo durante 100-120 dias
(LUDVIGSEN, 1998).

1.2. HEMOGLOBINA

No homem, como em todos os vertebrados, o transporte de O, é realizado por
pigmentos respiratorios localizados nas hemacias, as hemoglobinas. Essas sdo compostas pela
conjuncdo de um pigmento, 0 grupo prostético heme com um tetramero de proteinas, as
globinas (Figura 1.1) (LEHNINGER et al., 2006). A hemoglobina é a proteina mais estudada
e conhecida em seus aspectos fisioldgico, genético e bioquimico (NAOUM, 2004). Nos
adultos, a molécula de hemoglobina normal (HbA) é composta por duas globinas do tipo alfa
(o) e duas do tipo beta (), compondo um tetramero do tipo a3, de 574 aminoacidos com
formato globular e grupos heme, que sdo compostos por um anel porfirinico no qual se
acomoda um atomo central de ferro, ao qual o O, se liga reversivelmente. Para o0 exercicio de
sua funcdo, as quatro cadeias de globina da HbA sdo dobradas e ajustadas de maneira
globular, formando uma molécula com dimensdes de 50 x 55 x 64 nm e com peso molecular
de 64.458 daltons (NAOUM & DOMINGOS, 1997).
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Introducédo

Figura 1.1 - Estrutura quaternaria da hemoglobina
Fonte: http://portaldoprofessor.mec.gov.br/fichaTecnicaAula.html?aula=922

Decorrente de sua composicdo molecular, a HbA ¢é também denominada a,f3,. As
cadeias das globinas a e  s3o decodificadas a partir de genes localizados nos cromossomos
16 e 11, respectivamente. No desenvolvimento humano, os genes das globinas apresentam um
padrdo de expressdo diferente. Os genes do “cluster” o estdo agrupados no brago curto do
cromossomo 16, enquanto os genes do “cluster” B estdo agrupados no braco curto do
cromossomo 11. Embora localizados em cromossomos diferentes, estdo orientados na mesma
ordem sequencial em que sdo temporalmente expressos (MANIATIS et al., 1980;
ANTONARAKIS et al., 1985).

Nos estagios embrionarios iniciais prevalece a producdo da hemoglobina Gower 1.
Esta hemoglobina consiste de duas cadeias ¢ (cluster ) e duas cadeias ¢ (cluster o). Durante
o0 periodo de transicdo entre o estagio embrionario e fetal, as hemoglobinas Gower 2 (az€2) €
Portland (2y2) também sdo detectadas. A Figura 1.2 mostra que aproximadamente no inicio
da oitava semana de gestacdo, as cadeias ¢ produzidas sdo gradualmente substituidas por
cadeias a, prevalecendo a producdo de cadeias o e cadeias de globinas y diferentes,
designadas Gy e Ay, até por volta da 36* semana gestacional. O que difere uma cadeia y da
outra é somente a presenca de glicina ou alanina na posicdo 136, respectivamente. Apds a

oitava semana de vida gestacional, a Hb fetal (a»y2) torna-se a hemoglobina predominante ao
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Introducédo

longo do periodo fetal. No entanto, ap6s o nascimento, as cadeias y sdo gradualmente
substituidas pelas cadeias 3 e 6. Por volta do sexto més apds o nascimento 97% - 98% do
contetdo hemoglobinico eritrocitéario € representado pelo tetramero o, (HbA), enquanto a
HbA, (a29,) esta presente em aproximadamente 2%. Pequenas quantidades de HbF também
sdo encontradas no interior das hemécias presentes no sangue adulto. As globinas y, B e & sdo
chamadas de cadeias ndo-alfa e em termos da composicdo de aminoacidos, as cadeias alfa e
ndo-alfa consistem de 141 e 146 residuos, respectivamente. Entre estas cadeias protéicas
existe uma grande homologia, em termos de sequéncia dos aminoacidos que as compdem. As
cadeias B diferem das cadeias 6 e y por 39 e 10 residuos de aminoacidos, respectivamente

(MANIATIS et al., 1980).

Hb embrionarias
Hb Gower 1: {8,

Hb Gower 2: a8,
Hb Portland: &y,

Hb Fetal: oryy,

Total de Globina (%)

Y

T 1 1 1 1 | J P
6 121824303 1 6 12 18 24 30 36 42 48 Hb adulto
idade gestacional 8 itdade pos-natal YA -
(semanas) & {semanas) HDA: CEZBZ
HDbA2: a0,

&
‘{?’ Hb Fetal: a5y,

Figura 1.2 - Sucessdo das diferentes cadeias de globinas e as diferentes hemoglobinas presentes no embrido, feto
(apds a 12* semana) e adulto. A HbF (a,y,) € a hemoglobina predominante durante a vida fetal. Apds o
nascimento, com a represséo da sintese da cadeia y e aumento da sintese da cadeia (3, ocorre a troca da HbF pela
HbA, que se completa entre 0 3° e 4° més de vida.

Com o advento da biologia molecular, estudos mais especificos relacionados a
estrutura e funcédo da hemoglobina e de suas formas mutantes vém sendo realizados. Acredita-
se que as primeiras alteracBes nas hemoglobinas ocorreram h& 100 milhdes de anos, onde 0s
genes codificadores das globinas alfa e beta se diferenciaram e comecaram a seguir rotas
evolutivas independentes. Quando os primeiros primatas surgiram, ha 70 milhGes de anos, 0s

genes da globina alfa e beta estavam bem definidos. Acredita-se que a propria evolucéo
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humana tenha sido influenciada pela transformacdo evolutiva da hemoglobina (NAOUM,
2004). No entanto, a relacéo entre o desenvolvimento da espécie humana e o da hemoglobina
pressupde a existéncia de situacOes adaptativas e da presséo seletiva exercida pelo ambiente.
Exemplos notaveis do processo evolutivo-adaptativo das hemoglobinas sdo encontrados na
natureza, tais como: o aumento da concentracdo dessas moléculas em individuos que vivem
em regides acima de trés mil metros e a presenca do Plasmodium falciparum em determinadas
regides geograficas, o que favoreceu a fixacdo do alelo HbS (NAOUM, 2004). Ao longo do
processo evolutivo, os genes das globinas foram alvos de inUmeras mutacdes, tanto na regiao
decodificadora, quanto nas regifes responsaveis pelo controle de sua propria expressao
génica, (LCR, regido controladora do gene). As mutacGes nos genes das globinas alfa e beta
deram origem as HbS, HbC, HbD, as talassemias alfa e beta, entre outras, sendo comumente
denominadas hemoglobinopatias (STEINBERG & HEBBEL, 1983).

As hemoglobinopatias resultam de alteracbes envolvendo genes estruturais que
expressam as cadeias de globina, levando a formagdo das moléculas de hemoglobinas com
caracteristicas bioquimicas diferentes das hemoglobinas normais, sendo também chamadas de
variantes da hemoglobina. Mais de 800 variantes de hemoglobina ja foram descritas até o
momento. A maioria delas resulta de substituicdes de um Unico par de bases, sendo que
grande parte destas mutacBes é expressa pela sintese anormal de cadeias globinicas com
substituicdo de um dos seus aminoécidos (STEINBERG & ADAMS, 1978). De acordo com o
fenotipo clinico, as variantes estruturais sao divididas em trés classes: variantes que causam
anemia hemolitica, exemplificada pela hemoglobina falcémica (HbS) e pela hemoglobina C
(HbC), variantes com transporte de oxigénio alterado, tal como a metemoglobina (HbM), e as
hemoglobinas variantes com fendétipos de talassemia, por exemplo a hemoglobina E (HbE).
Dentre as variantes de hemoglobinas estruturais, mais de 75% delas sdo resultantes de uma
Unica substituicdo de aminoécidos na globina o ou B. Algumas variantes estruturais das
hemoglobinas sdo altamente prejudiciais, uma vez que a substituicdo do aminoacido altera a
funcdo ou a estabilidade da molécula da hemoglobina, resultando em um quadro clinico bem
definido. As variantes de hemoglobina encontradas com maior frequéncia na populagédo
brasileira sdo a HbS e a HbC, ambas de origem africana e capaz de provocar uma anemia

hemolitica crénica quando presentes em homozigose ou dupla heterozigose (BAUDIN et al.,
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1986), fato bem caracterizado nos estudos de prevaléncia de hemoglobinopatias realizados em
diferentes regides do Brasil (ZAGO et al., 1983).

A hemoglobina S é formada pela substituicdo de um aminoacido na cadeia beta, na
sexta posicao, onde o residuo de &cido glutdmico é substituido por um residuo de valina. Por
outro lado, a hemoglobina C é formada pela substituicdo do &cido glutdmico por uma lisina na
sexta posicdo da cadeia beta. Em homozigose, ambos os genes codificam cadeias betas
anormais (B° ou B°), e neste caso, a HbA néo esté presente em decorréncia da falta do alelo
normal para cadeia beta. Nos individuos heterozigotos tanto para a HbS (HbAS) como para a
HbC (HbAC), cerca de 60% da hemoglobina é HbA e aproximadamente 40% é HbS ou HbC,
respectivamente. Nesta situacdo, o individuo é assintomético. No entanto, nos individuos
homozigotos para a HbS (HbS/S) ou para a HbC (HbC/C) quase toda a hemoglobina é do tipo
HbS ou HbC, respectivamente. A homozigose para estas variantes de hemoglobina ocasiona
um quadro de anemia hemolitica cronica e no caso de uma homozigose para a HbS ha o
desenvolvimento de uma anemia hemolitica crénica conhecida como “anemia falciforme”. As
complicagdes clinicas observadas em um individuo homozigotico para a HbS sdo mais graves
do que as observadas num individuo homozigoto para a HbC, dai o porqué da literatura dar
uma maior énfase a fisiopatologia da anemia falciforme. No entanto, a dupla heterozigose
para p° e B¢ (HbSC) também ocasiona uma severa anemia hemolitica cronica (WHO, 1982).
Tendo em vista as manifestacfes clinicas para um individuo que possui HbS de forma
homozig6tica ou em dupla heterozigose, torna-se importante um maior enfoque ao processo

fisiopatoldgico e as caracteristicas clinicas da anemia falciforme.

1.3. ANEMIA FALCIFORME

Descrita pela primeira vez em 1904 por James Herrick (HERRICK, 1910), a anemia
falciforme € a anemia hemolitica decorrente da presenca de hemoglobinopatia mais comum
no Brasil. Sua etiologia € génica, com padrdo autossdémico recessivo devido a uma mutacéo
de ponto com a troca do sexto codon GAG por GTG no gene que expressa a cadeia de globina
beta, resultando no aparecimento de uma hemoglobina anormal. Essa mutagdo leva a
substituicdo de um &cido glutdmico por uma valina na sexta posi¢do da cadeia beta. O acido

glutdmico ao ser substituido pela valina modifica a estabilidade e a caracteristica fisico-
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guimica da hemoglobina. Esta hemoglobina modificada, denominada HbS (nomenclatura
vinda da lingua inglesa “sickle”) em situacGes de baixas tensdes de oxigénio, tem uma leve
reducdo na solubilidade. Esta leve reducdo na solubilidade da desoxi-HbS provoca a
agregacao e polimerizacdo das moléculas de desoxi-HbS e 0 meio intra-eritrocitario passa de
um estado liquido fluido para um estado gelatinoso viscoso, o qual é responsavel pela reducéo
da elasticidade e deformabilidade das hemécias dentro da microcirculagdo. Com isto a
hemacia contendo HbS, dependendo do grau de oxigenacédo, adquire um formato de foice e
passa a ser chamada de hemacia falciforme (PAULING et al., 1949; NAOUM &
DOMINGOS, 1997).

Quando o nivel de oxigénio aumenta, o processo de falcizacdo €é inicialmente
reversivel, mas a constante falcizacédo e desfalcizacdo lesa a membrana celular da hemaécia a
tal ponto que a torna completamente rigida (Figura 1.3). Desta forma, mesmo nos periodos de
oxigenacdo adequada, as hemécias ndo voltam mais ao seu estado normal (CHIEN et al.,
1970).

Figura 1.3 - Eritrdcitos alongados, frequentemente curvados que apresentam uma ou duas extremidades
pontiagudas (Hemacias em Foice ou Drepandcitos).

Fonte: http://www.olharvital.ufrj.br/2006/imagens/edicoes/041/ciencia_e_vida.jpg

A hemécia ao se tornar falciforme apresentara uma menor capacidade de transporte de
oxigénio para os tecidos, uma dificuldade circulatoria e uma reducgdo da sua vida Util, pois sdo
fagocitados prematuramente pelo sistema monocitico-macrofagico, ocasionando anemia
hemolitica cronica, geralmente, de importante magnitude (GLADWIN & VICHINSKY,
2008).
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1.3.1. Genética da Doenga Falciforme

A doenca falciforme é uma alteracdo genética, caracterizada por um tipo de
hemoglobina mutante designada por hemoglobina S. O termo doenca falciforme define as
hemoglobinopatias nas quais duas hemoglobinas sdo anormais, sendo que uma delas
necessariamente é a HbS. E uma condicdo genética autossdmica recessiva decorrente de
defeitos na estrutura da hemoglobina (Hb) associada ou ndo a defeitos de sintese, as
talassemias (WEATHERALL & CLEGG, 2001). As hemoglobinopatias decorrentes dos
defeitos na estrutura da Hb s&o mais frequentes em povos africanos, enquanto as talassemias
decorrentes de defeitos na sintese da Hb, em povos do Mediterraneo, da Asia e da China
(WEATHERALL & CLEGG, 2001). Apesar dessa predilecdo étnica, a DF esta presente em
todos os continentes como consequéncia das migracdes populacionais (SCHECHTER, 2008).
No Brasil, que reconhecidamente apresenta uma das populagdes de maior heterogeneidade
genética do mundo (PARRA et al., 2003), a maior prevaléncia da doencga ocorre nas Regides
Norte e Nordeste (CANCADO & JESUS, 2007).

As pessoas com DF obrigatoriamente herdam uma mutacdo materna e outra paterna.
As mutagdes herdadas podem estar em estado homozig6tico (SS), Unico genétipo que pode
ser denominado “anemia” falciforme (ZAGO & PINTO, 2007), ou heterozigético composto,
ou seja, a doenca é causada pela heranca da HbS em combinagdo com outro defeito (estrutural
ou de sintese) na hemoglobina (SC, SD, SE, S beta-talassemia, S alfa-talassemia). Assim,
quando um casal é formado pela unido de uma pessoa com traco S e outra pessoa heterozigota
para HbC, HbD, talassemia, etc, ocorre o aparecimento de uma hemoglobinopatia do tipo
HbSC, HbSD e HbS-talassemia, etc, caracterizando o termo doenca falciforme. Desta forma,
todas as hemoglobinopatias, incluindo a anemia falciforme (HbSS), sdo chamadas de doencas
falciformes. A forma mais comum da anemia falciforme acontece quando uma crianc¢a herda
um gene de hemoglobina falciforme da mae e outro do pai. E necessario que cada um dos pais
tenha pelo menos um gene falciforme, o que significa que cada um é portador de um gene de
hemoglobina falciforme e um gene de hemoglobina normal (ZAGO et al., 1983).

A maioria dos genitores de criancas com DF sdo heterozigotos simples, ou seja,
apresenta um gene da HbA (normal) associada com a hemoglobina variante (SCHECHTER,

2008). Nos individuos homozigotos (HbSS), quase toda a hemoglobina é do tipo S, e ha o
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desenvolvimento da anemia falciforme. Nos individuos heterozigotos (HbAS), cerca de 40%
da hemoglobina é do tipo S e aproximadamente 60% é HbA, o que define o trago falciforme,
com caracteristicas clinicas bem mais amenas. A anemia falciforme ndo deve ser confundida
com traco falciforme, pois os portadores do traco falciforme geralmente sdo assintomaticos e
ndo apresentam anemia. No entanto, estes individuos, podem em determinadas circunstancias
tais como hipdxia, acidose, desidratacdo e vasoconstricdo apresentar complicacdes graves e
até mesmo fatais (CHARACHE, 1988; PLATT et al., 1994).

1.3.2. Caracteristicas da Anemia Falciforme

A anemia falciforme é uma doenca crénica, com periodos de agudizagdo conhecidos
como crises vaso-oclusivas ou crises dolorosas. Estas ocorrem pela obstrucdo de pequenos
vasos sanguineos, decorrentes da presenca de hemécias falciformes, com redugdo de uma
adequada circulacdo sanguinea local, levando a hipoxia, necrose e severa dor. Cada surto
vaso-oclusivo perdura por 3 a 10 dias e varios agentes desencadeadores tém sido descritos.
Dentre eles destaca-se infeccdo, desidratacdo, acidose, hipotermia, “stress” emocional e
exercicios fisicos intensos. A dor que acomete o local da insuficiéncia vascular € irradiada, e
os locais mais comumente comprometidos sdo 0s 0ssos, pulmdes, figado, cérebro, baco e
pénis (THORNTON & SAMS, 1993).

A hemolise, por uma via metabdlica complexa, compromete o metabolismo do 6xido
nitrico, 0 que ocasiona uma vasculopatia proliferativa com consequentes alteracdes
endoteliais que geram um estado inflamatorio crénico. O endotélio lesado expde o fator
tecidual, que desencadeia a cascata da coagulacdo e libera multimeros do Fator de von
Willebrand. Além disso, nas hemacias falciformes ocorre uma expressdo anémala de
moléculas de adesdo celular, ocasionando uma maior interacdo entre as hemacias falcizadas e
os elementos celulares do sangue e endotélio vascular. (HEBBEL et al., 2004; WOOD &
GRANGER, 2007; KATO et al., 2007). Portanto, os pilares fisiopatogénicos da vaso-ocluséo
na anemia falciforme sdo o fendmeno da eritrofalcizagdo, a maior interacdo entre células
endoteliais, leucdcitos e plaquetas, a vasculopatia proliferativa, o estado inflamatério cronico
e a hipercoagulabilidade (OKOLI et al., 2009; BARFIELD et al., 2010).
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A vida util de uma hemécia falciforme passa de 120 para aproximadamente 20 dias,
acarretando numa gradual desidratacdo dos tecidos com reducgéo das fungdes organicas, crises
de dor recorrentes, infeccdes bacterianas frequentes e um quadro de anemia hemolitica severa,
criando a necessidade de uma constante producdo de novos eritrocitos (PAULING et al.,
1949; SOARES et al., 2010).

A evolugdo da doenga pode gerar complicacbes em qualquer parte do organismo,
principalmente nas areas mais comprometidas pela hipdxia e pelo infarto. Nos bebés, ha um
comprometimento no desenvolvimento psicomotor e uma maior suscetibilidade a contrair
infeccOes graves. Nas criancas, na fase inicial da doenga, o bago geralmente encontra-se
aumentado. Porém, com o passar dos anos, a fibrose continua desse érgdo produz uma
contracdo progressiva do mesmo, ocasionando o processo denominado auto-esplenectomia. A
esplenectomia funcional predispde os portadores de anemia falciforme a infeccdes produzidas
por pneumococos e, particularmente, a osteomielite causada por Salmonella. Em 50% dos
adultos, os infartos do tecido subcutaneo produzem ulceras nos membros inferiores (PLATT
etal., 1994).

Os pacientes com anemia falciforme geralmente apresentam palidez na pele e nas
mucosas, esclerdticas ictéricas, alteracdes cardiacas em decorréncia da hipoxia miocardica e
complicagBes no sistema nervoso central, ocasionando cefaléia, convulsGes, hemiplegia e
derrame cerebral precoce. Também €é possivel encontrar alteracdes Osseas, hepatomegalia,
hematuria, insuficiéncia pulmonar, insuficiéncia renal e calculos pigmentares na vesicula
produzidos pela hiperbilirrubinemia. Ocasionalmente ocorrem alteracdes oculares,
caracterizadas por infartos retinianos, retinite proliferante e deslocamento de retina (PLATT
etal., 1994; GACON & DONATIEN, 2001).

A anemia falciforme encurta a longevidade dos doentes e, até 0 momento, ndo ha um
tratamento totalmente eficaz para a doenca. O &cido folico, que em alguns casos é usado,
como complemento, junto com a administracdo de vitamina Bi,, € indispenséavel e deve ser
usado diariamente devido a sua fundamental importancia no processo de produgdo e
maturacdo de novas hemacias que estdo sendo produzidas. Periodicamente, também se faz
necessario o uso de antibioticos em razdo da suscetibilidade dos pacientes as infeccdes
oportunistas (LAWRENCE et al., 2000; GALACTEROS, 2001).
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Além do uso de acido folico, vitamina B, e antibioticos, a transfusdo continua entre
as formas mais frequentemente utilizadas no tratamento das complicagfes agudas e cronicas
da anemia falciforme. Outra forma de tratamento é o uso de hidroxiuréia (HU). Apesar de a
hidroxiuréia apresentar um efeito citotdxico, ela tem se tornado um valioso farmaco, pois ao
inibir a enzima ribonucleotideo redutase, ela produz varios efeitos benéficos aos pacientes
com anemia falciforme, tais como: aumento da producgédo de HbF, aumento da hidratacdo do
glébulo vermelho, aumento da taxa hemoglobinica, maior producdo de Oxido nitrico e
diminuicdo da expressdo de moléculas de adesdo. Até o momento, ela é considerada a terapia
farmacoldgica de maior sucesso para a anemia falciforme. (LANZKRON et al., 2008;
PLATT, 2008).

Devido ao fato de ainda ndo ter um tratamento eficaz e seguro na prevencdo das
complicacdes clinicas da anemia falciforme, a identificacdo dos pacientes antes do inicio
sintomatoldgico é de fundamental importancia no sentido de buscar medidas que visam
diminuir os episodios vaso-oclusivos, também denominados de crises falcémicas (ZAGO &
PINTO, 2007). Nessas crises, pode haver dor intensa, lesdes isquémicas teciduais e danos em
todos os oOrgdos e sistemas (cérebro, coracdo, figado, rins, pele, olhos, esqueleto e pulmdes)
(PLATT et al., 1994; ANVISA, 2002; ZAGO & PINTO, 2007); sendo que a maioria dos
desfechos fatais é precedida de episoddios agudos, como, por exemplo, a sindrome toracica
aguda (PLATT, 2000; PLATT, 2008; GLADWIN & VICHINSKY, 2008).

1.3.3. Aconselhamento Genético

A anemia falciforme por ser uma doenca cronica, incurdvel, embora tratavel,
geralmente traz um alto grau de sofrimento aos seus portadores, e desta forma, sob o ponto de
vista médico, genético e psicossocial, merece uma atencédo especial.

A prevencdo da doenca falciforme resume-se a dois campos de atuacdo: diagndstico
precoce da anemia falciforme e identificagédo de pessoas portadoras de trago falciforme para
informacdo sobre o risco reprodutivo. A identificacdo e o tratamento precoces sdo requisitos
indispensaveis para 0 aumento da expectativa de vida das criangcas com anemia falciforme,
por isso a recente inclusdo da identificagdo de hemoglobinopatias no teste do pezinho
(BRASIL, 2001). Outra vantagem atribuida ao diagnostico precoce é a possibilidade de
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orientar casais heterozigdticos sobre o risco reprodutivo. O processo de orientagdo ocorre por
meio de sessbes de aconselhamento genético, ocasido em que os futuros casais sdo
informados sobre as caracteristicas genéticas que possuem e 0S possiveis riscos envolvidos
(MODELL, 1990; PAIVA E SILVA & RAMALHO, 1997).

Pessoas que apresentam risco de gerar filhos com hemoglobinopatias graves tém o
direito de serem informadas, por meio do aconselhamento genético, a respeito de todas as
implicacdes que a doenca pode trazer, pois este tem como objetivo permitir aos individuos a

tomada de decisGes conscientes e equilibradas a respeito da procriagéo.

1.3.4. Anemia Falciforme no Brasil

No Brasil, a anemia falciforme tem sido apontada como questdo central para a saude
publica, em virtude das caracteristicas epidemioldgicas que apresenta. A anemia falciforme é
uma doenca hereditaria, resultante de uma mutacdo no gene que expressa a globina ,
componente estrutural da molécula de hemoglobina, e estd presente, principalmente, nos
negros (ZAGO, 2002). A prevaléncia média do trago falciforme, no Brasil, gira em torno de
2%, sendo que esse numero pode variar segundo as caracteristicas étnicas da populacao
estudada, chegando, por exemplo, a 5,5% na Bahia onde ha forte presenca de negros e
mesticos na populagdo (NAOUM, 2000; ZAGO, 2002). Segundo estimativas da Organizacéo
Mundial de Saude, a cada ano nascem no Brasil cerca de 2.500 criangas portadoras de Anemia
Falciforme, e, destas, 20% ndo completam 5 anos de idade, por complicacbes diretamente
relacionadas a anemia falciforme (OMS, 1990).

Com a criacdo do Programa Nacional de Direitos Humanos, o governo federal na
busca da construcdo de uma cidadania completa com o povo afro-brasileiro criou um Grupo
de Trabalho Interministerial (GTI), integrado por representantes de oito ministérios e duas
secretarias, bem como por oito representantes da sociedade civil provenientes do Movimento
Negro. Considerando o amplo elenco das questdes que envolvem a situacdo da populacéo
negra no Pais, 0 GTI resolveu dividir o trabalho em 16 areas, a partir das quais constituiu 0s
chamados Grupos Tematicos, cada qual sob a responsabilidade de um coordenador
(GREGORI & SANTOS, 1998).
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A estratégia inicial estabelecida pelos integrantes do Grupo Tematico Saude consistiu
na realizacdo de uma Mesa Redonda sobre Salude da Populacdo Negra, em abril de 1996, com
a participacao de cientistas, militantes da sociedade civil, médicos e técnicos do Ministério da
Saude. Como conclusdo, organizou-se um quadro esquematico, em que se explica de forma
metodologicamente organizada, sob a forma de blocos, a problematica da satde da populagédo
negra. O bloco das doencas geneticamente determinadas engloba as doencas que tém bergo
hereditario, ancestral e étnico. Nesse bloco, destaca-se a anemia falciforme, por ser uma
doenca que incide predominantemente sobre a populacdo afro-descendente (GREGORI &
SANTOS, 1998).

Mediante uma analise criteriosa, perceberam que ndo ha justificativa técnica para a
criagdo de varios programas governamentais de saude especificos para a populacdo negra,
como pretendiam algumas correntes do setor. A Unica excecdo foi o Programa de Anemia
Falciforme, por ser uma doenca predominantemente incidente sobre a populagdo afro-
descendente e ja contar com sinalizadores estatisticos suficientes e convincentes para
justificar prioridade como problema de satde publica. O Programa de Anemia Falciforme
(PAF) foi elaborado por especialistas com a finalidade de organizar e potencializar recursos
disponiveis, efetivando um conjunto de atividades visando o diagnostico precoce, 0
aconselhamento genético, a distribuicdo de medicamentos e o acompanhamento ambulatorial
e hospitalar. Os técnicos que tém trabalhado com essa doenca estimam a existéncia de dois a
dez milhdes de portadores do traco falcémico e 8 mil a 50 mil doentes, segundo célculos
elaborados com base em probabilidades estatisticas. O PAF trabalha com os patamares
inferiores a essas estimativas. Em ndmeros reais, o cadastro nacional tem o registro de 4 mil
doentes, ficando a diferenca por conta da ndo-notificagdo ao Orgdo central dos casos
diagnosticados como outras doengas ou sem diagndstico por falta de acesso aos servicos de
salde. Em recente estudo, estimou-se que 80% das pessoas acometidas pela doenga morrem
antes de completar trinta anos de idade e que 85% das mortes por Anemia Falciforme ndo sao
registrados como tal, no Brasil (GREGORI & SANTOS, 1998).

O primeiro passo rumo a construcdo de tal programa foi dado com a
institucionalizacdo da Triagem Neonatal no Sistema Unico de Salde (SUS) do Brasil, por
meio da Portaria do Ministério da Saude de 15 de Janeiro de 1992. No dia 6 de junho de 2001,
pela Portaria n° 822/01 do Ministério da Salde, foi criado o Programa Nacional de Triagem
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Neonatal (PNTN), incluindo a triagem para as hemoglobinopatias. A incluséo da eletroforese
de hemoglobina nos testes de triagem neonatal representou um passo muito importante no
reconhecimento da relevancia das hemoglobinopatias como um problema de satde publica no
Brasil e também a garantia, por igual, aos testes de triagem a todos os recém-nascidos
brasileiros, independente da origem geografica, da etnia e da classe socioecondmica
(CANCADO & JESUS, 2007).

No dia 16 de agosto de 2005 foi publicada a Portaria n°® 1.391, que institui, no ambito
do SUS, diretrizes para a Politica Nacional de Atencdo Integral as Pessoas com Doenca
Falciforme e outras hemoglobinopatias (BRASIL, 2005). Diante disto, 0 Ministério da Salde,
pela Coordenacdo Geral da Politica Nacional de Sangue e Hemoderivados vem trabalhando
na regulamentacdo e na implantacdo das medidas estabelecidas na Portaria n® 1.391, como
também na organizacdo de uma rede de assisténcia as pessoas com outras hemoglobinopatias
em todos os estados do Brasil.

No Brasil a distribuicdo do gene falciforme (gene S) é bastante heterogénea, pois esta
relacionada com a descendéncia negréide ou caucasoide da populacdo (Figura 1.4). Esta
figura mostra os principais dados da distribuicdo da Doenca Falciforme no Brasil e o quanto o
gene S esta disperso na populagcdo de uma forma heterogénea, com maior prevaléncia nos

estados em que h&a uma maior concentragdo de afro-descendentes.

ik . Freqliéncia do
i gene S no Brasil
| T \“‘ - Popu |a§50
7 “ Mhe . 186,7 milhdes
e = '_f ﬁf f |I hosy
= s fiues | pPernambuco

AS 4% (1:23)
DF 1:1.400

St _ Bahia
AS 5,3% (1:17)
__SaoPaulo S DF 1:650
AS2,8% (1:35) | . Minas Gerais
HELemD AS 3% (1:23)

DF 1:1.400

Rio de Janeiro
AS 4% (1:21)
DF 1:1.200

Rio Grande do Sul

AS=traco falc|fc_rme AS 2% (1:65)

DF=doanca falciforme DF 1:10.000

Fante: Ministério da Saude do Brasil

Figura 1.4 - Frequéncia do gene S em diferentes regiées do Brasil; DF = Doenca Falciforme. (CANCADO &
JESUS, 2007).
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Diante do exposto, fica nitido a importancia de garantir ao individuo com doenca
falciforme o amplo acesso & salde por meio de uma politica de atengdo integral a essas
pessoas desde a triagem neonatal até medidas preventivas e tratamento das complicacdes

agudas e cronicas que podem se desencadear com a presenca da doenca.

1.3.5. Anemia Falciforme no Contexto dos Servicos de Saude Publica de Ouro Preto

A salde é o resultado de um conjunto de fatores sociais, econémicos, politicos e
culturais, que se combinam de forma particular em cada sociedade em conjunturas
especificas, resultando em sociedades mais ou menos saudaveis. A situacdo da saude da
populacdo de cada sociedade, em geral, esta estreitamente relacionada com o seu modo de
vida e com os processos que o reproduzem e transformam. Para que a saude possa ser
promovida ndo basta apenas a mobilizagdo do setor saude e a atuacdo de seus profissionais,
como também agdes politicas e intersetoriais, com a mobilizagdo da sociedade e de outros
segmentos do poder publico (RAMALHO et al., 2003).

A saude publica tem como caracteristicas e objetivos essenciais o estudo e a solucao
dos problemas que condicionam a salde dos individuos integrados no seu meio ambiente,
segundo planos e programas coordenados (FERREIRA, 1990). O objeto de trabalho da Saude
Publica no campo das ac¢des de saude tem como perspectiva a promogéo e protecdo da salde
individual e coletiva (ZAGO, 2001).

O Sistema Unico de Saude (SUS), nascido com a Constituicio de 1988, representa o
maior avanco politico, democratico e social na area da promocao, protecao e recuperagdo da
salde, integrando as medidas assistenciais com as preventivas. A idéia basica do SUS parte
do fato de que no municipio, menor unidade da federacéo, € onde vive o cidaddo, que conhece
0s problemas e as prioridades da comunidade em que vive. “O municipio € responsavel, em
primeira instancia, pela situacdo da salde de sua populagdo, organizando 0s servigos que
estédo sob sua gestdo e/ou participando na construgdo do acesso aos demais servigos” (NOB-
SUS 01/96, 1997). A descentralizacao politico-administrativa do SUS (com predominancia na
municipalizacdo de servicos e a¢des), 0 acesso universal e igualitario as disponibilidades do
sistema, a participagdo da comunidade, a gratuidade do atendimento e o controle social sdo as
vigas mestras do SUS.
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Segundo a Divisao Territorial do Brasil, 0 municipio de Ouro Preto é um dos maiores
em éarea territorial (1274 Km?) do estado de Minas Gerais, esta localizado a 98 km de Belo
Horizonte, numa regido mineradora que faz parte da mesoregido metropolitana de Belo
Horizonte. Ao avaliar a composicdo da populacdo por raca no Brasil e em Minas Gerais
observa-se que a populacdo negra representa 44,66% e 45,43%, respectivamente. Por outro
lado, se levarmos em considera¢do somente a cor preta, no estado de Minas Gerais, 0 nimero
de individuos com esta cor representa 7,8% (IBGE, 2000). Apesar da média estadual da
populacéo preta ser de 7,8%, alguns municipios, devido a fatores historicos de seus primeiros
habitantes, podem ter uma menor ou maior propor¢do de habitantes com esta cor. Um dos
municipios que se enquadra nesta condicdo € Ouro Preto, um dos locais onde se
estabeleceram quilombos e que possui uma percentagem de pessoas de cor preta atingindo
uma cifra de 11,78%. Por outro lado, a percentagem de pessoas que se declararam negra
atinge um valor de 60,18%, valor relativamente alto comparado com alguns municipios de
Minas Gerais (IBGE, 2000). Assim, no municipio de Ouro Preto é de se esperar uma maior
incidéncia de pessoas portadoras do gene para HbS do que em grande parte dos demais
municipios de Minas Gerais. No entanto, os relatorios sobre a Morbidade Hospitalar do SUS
por local de internagdo em Minas Gerais - MS/SVS/DASIS - DATASUS
(http://www.datasus.gov.br/), até a presente data, ndo possui nenhum registro de internacdes e
de taxa de mortalidade em decorréncia de anemia falciforme na cidade de Ouro Preto. Em
termos de registro sobre doenca falciforme no municipio de Ouro Preto, a unica informacéo
que se conhece séo os resultados do exame “Teste do Pezinho” realizado nos recém-nascidos
somente a partir de fevereiro de 1998. Por outro lado, ndo se conhece nenhum registro
informativo sobre o padrdo das hemoglobinas dos ouro-pretanos que nasceram antes de
fevereiro de 1998.

Atualmente, a Secretaria Municipal de Saude de Ouro Preto possui convénios com
varias entidades, visando ampliar o atendimento a populacdo e a melhoria da qualidade de
vida dos ouro-pretanos. No que se refere a realizacdo de exames complementares, foi firmado
um convénio entre a Prefeitura Municipal de Ouro Preto e o Laboratorio Piloto de Analises
Clinicas (LAPAC), pertencente a Escola de Farmécia da Universidade Federal de Ouro Preto
(UFOP).
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O LAPAC foi fundado em 1965 e tem como principal finalidade fornecer condigcfes
reais para as atividades de Ensino, Pesquisa e Extensdo. O laboratorio oferece a oportunidade
de estagio supervisionado em Analises Clinicas, o que aprimora a formacdo académica do
aluno farmacéutico-analista clinico. Alem disso, o LAPAC desenvolve atividades de pesquisa
clinica com a finalidade de estabelecer prevaléncia e fatores determinantes das principais
patologias do municipio, auxiliando a equipe de saide no diagnostico e monitoramento de
patologias diversas para o0s usudrios do SUS. Os dados gerados sdo analisados
estatisticamente e sdo usados como base para a proposicdo de novas intervengdes nas
diretrizes dos servicos de saude, contribuindo para melhoria da qualidade de vida da
populacdo. Anualmente, o LAPAC atende cerca de 10.000 pacientes encaminhados pelo SUS
e realiza aproximadamente 50.000 exames provenientes de varias especialidades médicas.

Mediante a importancia de um programa de assisténcia a satde dos portadores de
doenca e anemia falciforme, a avaliacdo da incidéncia de hemoglobina S nos pacientes
atendidos pelo LAPAC seré de extrema importancia para a obtengdo de informacdes sobre a
frequéncia do gene S e de outras variantes de hemoglobina na populacdo de Ouro Preto,
principalmente a populacdo de faixa etaria superior a 10 anos. Além disso, o resultado servira
como um suporte de medidas a serem tomadas pelos profissionais de Atencdo Basica a Saude
do municipio de Ouro Preto, no sentido de prevenir as complicagdes clinicas que esta variante

de hemoglobina pode trazer para quem a possui.

1.4. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Em termos de morbidade, atualmente, a anemia falciforme é considerada um problema
de saude puablica no Brasil. Isto se deve ao fato de ser a doenca hereditaria de maior
frequéncia (RAMALHO, 1986) e de alta morbimortalidade (PAIVA E SILVA et al., 1993),
principalmente quando o diagnostico € tardio e quando lesdes em diversos 6rgaos ja sao
evidentes (ZAGO, 2001).

Considerando a descendéncia da populacdo ouro-pretana, a falta de informacdes sobre
a frequéncia da HbS no municipio de Ouro Preto, a politica de salde para a populacéo negra e
a acdo do Ministério da Sadde, no &mbito do Sistema Unico de Satde se faz necessario uma
mobilizacdo dos profissionais da saldde do municipio para efetivar uma prética
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multiprofissional entre eles. Isto proporcionara o estabelecimento de um tratamento coerente
com as atuais propostas de assisténcia ao paciente portador de anemia falciforme,
incrementando novas orientacdes as pessoas em geral e principalmente aqueles individuos

acometidos pela anemia falciforme, visando garantir melhor qualidade de vida a populagéo.
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2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a frequéncia de hemoglobinopatias nos pacientes do municipio de Ouro
Preto/MG e distritos atendidos pelo LAPAC no periodo de agosto de 2008 a setembro de
2010.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Identificar os pacientes portadores de traco falciforme.
2.2.2. Identificar os pacientes portadores de doenca falciforme.
2.2.3. Identificar os pacientes portadores de anemia falciforme.
2.2.4. Identificar outras variantes de hemoglobina.

2.2.5. Correlacionar a frequéncia de anemia com a presenca ou ndo de hemoglobinopatias.

20 Roney Luiz de Carvalho Nicolato



Parte Experimental

3. PARTE EXPERIMENTAL

Roney Luiz de Carvalho Nicolato



Parte Experimental

3.1. MATERIAIS E METODOS

3.1.1. Equipamentos

Analisador DiaFAST - Drew Scientific Limited - Reino Unido, E.U.A. Sistema de cubas
(~150 mL cada) para tampfes da eletroforese horizontal, em acrilico, com eletrodos de
platina; construido no préprio laboratério.

Contador Hematoldgico "18 Parametros” ABX/Micros 60 - HORIBA ABX - Montpellier,
Franca.

Microscopio Optico, Nikon.

3.1.2. Materiais para Eletroforese

Acido Acético, Merck

Acido Tricloroacético, Merck

Aplicador de amostras

EDTA (Acido etilenediaminotetraacético), Merck
Etanol, Merck

Fita mida em Acetato de Celulose (2,5 x 14cm), Cellogel
Glicina, Merck

Metanol, Merck

Padrbes de HbS e HbC, Helena Daigndstica
Papel absorvente Watman n°5

Saponina, Merck

Tiras de acetato de celulose da Cellogel

Tris-hidroximetil-aminometano, Merck
3.1.3. Materiais para o Teste de Solubilidade
Ditionito de sodio

KH,>PO,4 anidro, Merck
K,HPO, anidro, Merck

22 Roney Luiz de Carvalho Nicolato



Parte Experimental

Papel absorvente Watman n° 5
Placa escavada de kline, em vidro (6 x 8cm x 4mm), 12 escavacoes, Perfecta, Brasil

Saponina, Merck

3.1.4. Amostras de Sangue

As amostras de sangue foram obtidas por puncdo venosa de pacientes que
voluntariamente concordaram em participar do projeto. Apos a coleta as amostras foram

dispensadas em tubos, devidamente rotulados, contendo EDTA como anticoagulante.

3.1.5. Corantes

Corante May Grunwald (C 004), Bioclin, Brasil
Corante Giemsa (C002), Bioclin/QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda, Brasil
Ponceau S, Sigma Chemical Co., E.U.A.

3.2. POPULACAO ESTUDADA

A todos os pacientes, independente da idade e sexo, que procuraram 0S Servicos
oferecidos pelo LAPAC, durante o periodo de agosto de 2008 a setembro de 2010, foram
ofertados, de forma gratuita, trés exames adicionais (hemograma, eletroforese de hemoglobina
em pH alcalino, testes de solubilidade de hemoglobina e Cromatografia Liquida de Baixa
Pressé@o (troca i0nica) para as amostras positivas para alguma variante de hemoglobina). Os
pacientes foram informados sobre o projeto e seus objetivos. No dia agendado para a
realizacdo do(s) exame(s), inicialmente, o paciente ou 0 seu responsavel recebeu uma
explicacdo sobre a importancia do projeto. Aqueles que concordaram em participar do projeto
foram cadastrados (ANEXO 1) e apds assinatura de um termo do termo de consentimento
livre e esclarecido (ANEXO 2A e 2B) preencheram uma ficha de identificacdo (ANEXO 3) e
uma amostra de sangue foi coletada para a realizacdo dos exames adicionais especificados
anteriormente. O estudo foi iniciado somente apds a aprovacdo do Projeto pelo Comité de
Etica da UFOP (ANEXO 4), sob o numero de registro CEP 2007/92, CAAE 0008.0.238.000-
07.
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3.3. EXAMES LABORATORIAIS
3.3.1. Avaliacao hematoldgica

Ap06s a homogeneizacdo das amostras de sangue colhidas em EDTA, foram realizados
no contador hematoldgico "18 Pardmetros” ABX/Micros 60, a determinacdo de ndmero de
hemacias (10%%/L), hematécrito (L/L), concentragdo de hemoglobina (g/dL), global de
leucécitos (10%/L), do nimero de plaguetas (10%/L) e indices hematimétricos. As distensdes de
sangue periférico foram coradas pelo método de May Griinwald - Giemsa para a avaliacdo
morfoldgica dos elementos figurados do sangue e para a contagem diferencial dos leucécitos

em microscopio éptico sob imersao.
3.3.2. Eletroforese Quantitativa em Acetato de Celulose pH 8,0 - 9,0

As eletroforeses de hemoglobina em pH alcalino foram feitas conforme o método
descrito por Marengo-Rowe, 1965, com modificacdes. Para as eletroforeses foram utilizadas
fitas de acetato celulose como suporte, tampdo Tris-Glicina, pH 8,6 e um padrdo de
hemoglobinas normais e das variantes mais comuns (HbS e HbC).

Em pH alcalino, a hemoglobina € uma proteina que se encontra carregada
negativamente, migrando em direcdo ao poélo positivo. Esse método identifica as
hemoglobinas normais e grande parte das variantes. As diferentes mobilidades verificadas
entre as diversas hemoglobinas com defeitos estruturais se devem as alteracBes de cargas
elétricas, causadas por substituicdes de aminoacidos de diferentes pontos isoelétricos (pl). As
hemoglobinas que ndo envolvem alteracbes de cargas elétricas, geralmente apresentam
mobilidade eletroforética semelhante a da HbA; nesse grupo situa-se a maioria das

hemoglobinas instaveis.
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3.3.2.1. Reagentes

3.3.2.1.1. Tampao: Tris-Glicina, pH 8,6

Tris-hidroxXimetil-aminOMETaNO..........c.coveiiiie e 7,059
(©] [T [ - USSP 11,30g
AQUA ESEIIATA [.S.D.v.evecveeeeies ettt st en s 1000mL
3.3.2.1.2. Saponina 1%

N T: 10 0] 0] 1o - PRSPPSO 19
AQUA ESEIIATA 0.S.D.cv.veereveceeeeiee et se ettt sttt ena et n sttt n et en s 100mL
3.3.2.1.3. Solucgédo Corante

PONCBAU ...ttt b e bbbt e s hb e et e e s bb e et e e sae e e be e s bn e et e e nnneennes 0,5¢
ACIAO THICIOTOACETICO. .....v.v.vecveveceeeeceeeeee et en st es e s st es e sanenes 5,09
ELANOL. ...ttt 50mL
AQUA ESEIIATA G.S.D. vttt sttt ettt sttt nees 100mL
3.3.2.1.4. Solugéo Descorante

IMIBLANON. ...ttt ettt ettt n b e a e neees 40mL
ACIAO ACELICO GIACIAL........vveeeeeeeeece ettt en sttt 80mL
AQUA JESEIIATA G.S.D..v.vo ettt sttt ettt 920mL

3.3.2.2. Preparacao do Hemolisado com Saponina 1%

Para preservar a HbH e Hb instaveis, os hemolisados foram preparados com sangue
recente e saponina 1%. Para obter uma solucdo de hemoglobina livre de proteinas plasméticas

0 hemolisado foi preparado com papa de hemécias e ndo com o sangue total.
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3.3.2.2.1. Papa de Hemécias

Centrifugar 1 mL de sangue com anticoagulante a 1.500 rpm, durante 5 minutos;
remover o plasma e lavar os eritrocitos por duas a trés vezes com solucdo salina a 0,85%.

Centrifugar novamente nas mesmas condicOes e desprezar o sobrenadante.

3.3.2.2.2. Hemolisado

Em um volume de eritrécitos lavados adicionaram-se dois volumes de saponina. Apds
homogeneizar e centrifugar a 1.500 rpm, durante 5 minutos, a solu¢cdo de hemoglobina
sobrenadante ou hemolisado, foi retirada, com o auxilio de uma pipeta, e transferida para um

frasco limpo e devidamente etiquetado.

3.3.2.3. Eletroforese em Acetato de Celulose pH 8,6

Em cada compartimento eletrolitico da cuba de eletroforese colocou-se igual volume
de tampéo (Tris-Glicina, pH=8,6). Em seguida, as fitas de acetato celulose foram imersas na
solucdo tampdo por 15 minutos. Apds o equilibrio das fitas no tampdo, estas foram enxugadas
entre duas folhas de papel absorvente e, posteriormente, ajustadas no suporte da cuba de
eletroforese. Em seguida, as amostras e os padrdes de HbA, HbS e HbC (hemolisado) foram
aplicadas nas fitas a 2 cm do compartimento do polo negativo (catodo). Apos aplicacdo das
amostras e dos padrdes, a corrida eletroforética foi realizada com a aplicacdo de 300 a 400
volts por 30 ou 20 minutos, respectivamente.

3.3.2.4. Coloracao e Descoloracéo das fitas de Acetato Celulose

As fitas foram coradas por imersdo em 100 mL de solugéo corante, Ponceau S a 0,5%
em &cido tricloroacetico a 5% preparado em etanol: agua na proporcao de 1:1, durante 10 min
sob agitacao.

As fitas foram descoradas por imersdo em 100 mL de solugdo descorante, metanol:
acido acético: agua na proporgdo de 1:2:20, durante 30 min a 4 horas. Varias trocas desta

solucéo foram efetuadas durante este periodo.
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3.3.3. Teste de Solubilidade Qualitativo em Papel de filtro (Teste da Mancha)

A hemoglobina S ¢é insolivel em uma solucdo com baixa tensdo de oxigénio. Esta
insolubilidade cria um halo central quando a solugdo contendo o sangue hemolisado é
adicionada sobre um papel de filtro. Ndo permite a visualizacdo de linha por detras da
microplaca devido a sua turbidez. Em amostras normais a visualiza¢do néo é prejudicada.

3.3.3.1. Reagentes

3.3.3.1.1. Tampéo Fosfato 100mM-saponina, pH 6,5

[ P @ - U3 o ] (TSR SSRPR 3,789
(0 @ - U3 o ] (SRRSO 9,339
SAPONING PA ..ot b ettt ettt b e bt et e bt et e b e bt et e e nre et anes 2,509
AQUA ESEIIATA GSP.....cv.veeeveceeeee et se ettt s ettt n et en s 250mL

3.3.3.1.2. Solucéo de Ditionito de sodio (preparar no momento de usar)
DN ATo] T (ol L= Yoo [ To TSRS RS TTURRPRPRN 10mg
Tampéo Fosfato 100mM-saponing, PH 6,5.......cuiiiiiiiiiiiiiceie e imL

3.3.3.2. Teste de Solubilidade

O procedimento utilizado foi adaptado a partir da metodologia descrita por Naoum &
Domingos, 1997. Resumidamente, em uma placa escavada de Kline 20 puL de sangue total
foram homogeneizados com 40 pL da solucdo de ditionito de sodio 1% em solucdo tampéo
fosfato pH 6,5, preparado no momento de usar. Em seguida, 10 uL dessa mistura foram
aplicados em papel de filtro grau quantitativo. A hemoglobina S precipitada nao se difunde no
papel de filtro, formando um botdo central facilmente identificado com halos mais claros nas
bordas, enquanto o teste negativo apresenta uma mancha homogénea de sangue no papel de
filtro.

27 Roney Luiz de Carvalho Nicolato



Parte Experimental

3.3.4. Cromatografia Liquida de Baixa Pressao (LPLC) (Troca I6nica)

As amostras (hemolisados) foram injetadas no analisador DiaFAST. Nesse analisador,
o programa DiaFAST Hemoglobin A1C permite a deteccao e identificacdo de varias variantes
de hemoglobina, utilizando LPLC associada & cromatografia de troca catidnica. As amostras
foram diluidas em solugdo hemolisante, tamp&o Bis-Tris pH 6,0, e mantidas a temperatura
ambiente. Cada amostra foi automaticamente e sequencialmente injetada no sistema de fluxo
do tampdo e posteriormente aplicada na coluna de troca catibnica, onde as diferentes
hemoglobinas foram separadas. A hemoglobina separada passa por uma célula de fluxo do
fotbmetro onde a absorbancia em 415 nm é medida. Um integrador embutido no sistema
realizou a integracdo dos dados brutos coletados para cada analise. Em seguida, o programa
do sistema organizou os valores das leituras das absorbancias versus o tempo de retencéo e
expressou o resultado sob a forma de um cromatograma. Cada cromatograma acompanhado
de um relatorio de identificacdo, composto por percentual relativo e tempo de retencdo de

cada pico detectado, foi impresso e posteriormente escaneado.

3.4. AVALIACAO DA FREQUENCIA DE ANEMIA MICROCITICA E
HIPOCROMICA E DE ANEMIA NORMOCITICA E NORMOCROMICA

A avaliacdo da frequéncia de anemia microcitica e hipocrémica e de anemia
normocitica e normocrémica foi baseada nos critérios estabelecidos pela Organizacao
Mundial de Saude que considera anemia as situagdes em que os valores de hemoglobina estdo
abaixo de 11 g/dL para criangas entre seis meses e seis anos, 13 g/dL para homens e 12 g/dL
para mulheres e criancas entre seis e 14 anos (DEMAEYER et al., 1989) e nos critérios
estabelecidos na literatura pesquisada sobre os valores referéncia para VCM (Volume
Corpuscular Médio) e HCM (Hemoglobina Corpuscular Média), que atribui uma faixa de
normalidade para VCM e HCM como sendo 78 a 98 fL e 25 a 34 pg, respectivamente. Assim
para determinar a presenca de microcitose e hipocromia, foi considerado microcitose quando
0 VCM foi menor que 80 fL e hipocromia quando o HCM foi menor que 24 pg, sem
diferenga entre 0s sexos em ambos 0s parametros. A anemia normocitica e normocrémica foi
considerada nos casos em que havia uma baixa concentracdo de hemoglobina acompanhada
de HCM e VCM normais (STIENE-MARTIN et al., 1997).
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4.1. RESULTADOS

No periodo deste estudo foram triados 943 pacientes para a frequéncia de variantes da
hemoglobina, tendo como foco a hemoglobina falciforme, também conhecida como
hemoglobina S. Participaram do processo de avaliacdo pacientes que residem na cidade de
Ouro Preto e distritos.

Os resultados mostraram que, de um total de 943 amostras de sangue, 309 eram do
sexo masculino e 634 do sexo feminino, distribuidos em seis faixas etarias de maneira
bastante heterogénea (Tabela 4.1). Em relacdo aos pacientes do sexo masculino a maioria, 115
pacientes (12,20%), apresentaram idade entre 41 e 60 anos, seguido de 78 pacientes (8,27%)
com idade entre 0 a 10 anos, tal resultado nos permite agrupar estes pacientes, basicamente,
em dois grupos de faixa etaria. Por outro lado os pacientes do sexo feminino uma distribuicéo
diferente com 209 pacientes (22,16%) com idade entre 41 e 60 anos, seguido de 197 pacientes
(20,98%) com idade entre 21 e 40 anos e finalmente 103 pacientes (10,92%) com idade entre

0 a 10 anos.

Tabela 4.1 - Frequéncia de pacientes do sexo masculino e feminino de acordo com a faixa
etaria.

Faixa etaria Masculino Feminino Total
(em anos)

Casos (n) % Casos (n) % Casos (n) %
0-10 78 8,27 103 10,92 178 18,88
11-20 38 4,03 76 8,06 114 12,09
21-40 47 4,98 197 20,89 244 25,87
41 -60 115 12,20 209 22,16 324 34,36
61-80 29 3,08 45 4,77 74 7,85
>80 2 0,21 4 0,42 6 0,64
Total 309 32,77 634 67,31 943 100
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O perfil hemoglobinico foi qualitativamente avaliado por eletroforese em fita de
Acetato de Celulose pH 8,5, cujo perfil estd mostrado na Figura 4.1. As amostras de sangue
que mostraram hemoglobinas anormais foram analisadas por cromatografia de troca catiénica
pelo método de Cromatografia liquida de baixa pressdo (LPLC), cujos cromatogramas estao
ilustrados na Figura 4.2. Além disto, as amostras que mostraram positivas para a hemoglobina
S, tanto pela eletroforese em acetato celulose pH alcalino quanto pela cromatografia de troca

ibnica, foram submetidas ao teste de solubilidade, cujo resultado esta ilustrado na Figura 4.3.

“"A."!-ﬂ.'.-r

HbC

HbS

Figura 4.1: Eletroforese de hemoglobina em fita de Acetato de Celulose, tampdo alcalino (pH 8,6). O
hemolisado das amostras do sangue periférico colhido em EDTA foi preparado com cloroférmio. Apoés aplicagéo
dos padrdes e das amostras na fita de Acetato Celulose, efetuou corrida eletroforética por 30 minutos em tampao
Tris-Glicina, pH 8,6. As amostras 1, 2 e 3 sdo padrfes para hemoglobina normal (Hb AA), heterozigose para
HbC (HbAC) e traco falciforme (HbAS), respectivamente. As amostras 4 a 10 respectivamente pertencem a
pacientes com HbAA, HbAC, HbAA, HbAS, HbAA, HbAC e HbAS.
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Figura 4.2: Cromatogramas de hemoglobinas por cromatografia de troca catibnica pela técnica de
Cromatografia liquida de baixa pressdo (LPLC). A separacdo das diferentes hemoglobinas pelo programa
DiaFAST Hemoglobina A;C se baseia na competicdo entre os diferentes tipos de hemoglobina carregada
positivamente (Tampdo Bis-Tris, pH 6,5) e 0s ions potassio presentes no tampado de eluicdo com os sitios de
carga negativa presentes na resina. Graficos: 1- paciente com perfil hemoglobinico normal, 2- paciente com
HbAC (heterozigose para hemoglobina C), 3- paciente com HbAS (heterozigose para hemoglobina S) e 4-
paciente com HbSC (dupla heterozigose para hemoglobina S e C).

IR HbAS 1

2 3

Figura 4.3: Visualizacdo do teste de solubilidade da HbS em papel de filtro. O teste foi realizado pela adi¢do de
20 pL de sangue em 0,2 mL de solugdo de ditionito de sodio a 1% em tampao fosfato 0,1M pH 6,5 e apds
homogeneizag¢do 10 uL da suspensdo foi colocada em papel de filtro Whatman n°® 6. HbAA: Controle negativo;
HbAS: controle positivo - traco falciforme. Amostra 1: paciente negativo para HbS e amostras 2 e 3: pacientes
positivos para traco falciforme na eletroforese em fita de acetato celulose, pH 8,5 e LPLC.
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A Tabela 4.2 mostra que a presenca de hemoglobina anormal foi identificada em 62
(6,6%) amostras. Os resultados do perfil hemoglobinico apresentado pelas andlises das
amostras estdo sumarizados na Tabela 4.3. Dentre as 62 amostras que apresentaram
hemoglobina anormal (Tabela 4.2 e 4.3), a HbAS, diagnosticada pela eletroforese em fita de
Acetato de Celulose pH 8,5 e confirmada por cromatografia e pelo teste de solubilidade, foi
identificada em 46 (4,88%) amostras. Além da presenca prevalente do traco falciforme, a
heterozigose para a HbC (HbAC) e a dupla heterozigose para HbS e HbC (HbSC), conhecida
como doenca falciforme, foram identificadas em 15 (1,59%) e em 1 (0,11%) das amostras

analisadas, respectivamente.

Tabela 4.2 - Caracteristicas das hemoglobinas encontradas nas amostras analisadas.

Caracteristicas das hemoglobinas Casos (n) %
Hemoglobinas normais 881 93,4
Hemoglobinas anormais 62 6,6

Total 943 100

Tabela 4.3 - Perfil hemoglobinico identificado nas amostras analisadas.

Caracteristicas das hemoglobinas Casos (n) %
Hemoglobina AA 881 93,4
Hemoglobinas AS 46 4,88
Hemoglobina AC 15 1,59
Hemoglobina SC 1 0,11

Total 943 100

HbAA: homozigose para HbA, HbAS: traco falciforme e HbAC: heterozigose para HbC
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A Tabela 4.4 mostra que 94,48% dos pacientes do sexo feminino que foram avaliados
para a presenca de hemoglobinopatias possuem um padrdo normal de hemoglobina (HbAA) e
entre estes pacientes 31,55% possuem faixa etaria entre 41 e 60 anos. Em relacdo aos
portadores de traco falciforme (HbAS) e aos pacientes heterozigotos para a HbC (HbAC)
foram encontradas uma frequéncia de 4,26% e 1,26%, respectivamente, sendo que a maior
frequéncia de HbAS (1,74%) e de HbAC (0,95%) foi observada em pacientes com faixa etéria
entre 21 e 40 anos, ressaltando maior prevaléncia de heterozigose para as HbS e HbC em
mulheres que estdo em idade fértil.

Ao avaliar a distribuicdo das hemoglobinas normais e das variantes nos pacientes do
sexo masculino de acordo com a faixa etaria foi possivel observar que 91,26% dos pacientes
apresentaram HbAA (Tabela 4.5). Em relacao as variantes de hemoglobina encontradas nestes
pacientes, o traco falciforme representou 6,15%, a heterozigose para a HbC (HbAC)
representou 2,27% e a dupla heterozigose para a HbS e HbC (HbSC) representou 0,32%.
Entre estes pacientes a HbAS foi mais frequente (2,27%) nos pacientes com faixa etaria entre
41 e 60 anos e uma maior frequéncia para HbAC (1,29%) foi observada nos pacientes com
faixa etéria entre 0 a 10 anos.

Ao avaliar a frequéncia de anemia microcitica e hipocrémica nos pacientes do sexo
feminino e portadores de variantes de hemoglobina foi possivel observar que apenas uma
paciente com idade entre 14 e 60 anos, portadora de HbAS, apresentou anemia microcitica e
hipocrémica (Tabela 4.6). A Tabela 4.7 mostra que somente um paciente do sexo masculino,
portador de traco falciforme e com faixa etaria entre 0 e 6 anos apresentou anemia microcitica
e hipocromica. Entre os pacientes portadores de variante de hemoglobina ndo foi observado
nenhum caso de anemia normocitica e normocrémica, independente do sexo e faixa etéria.

A Tabela 4.8 mostra uma avaliacdo comparativa entre a frequéncia do gene S na
populacdo estudada e a encontrada nas diferentes regiGes do Brasil. Nesta avaliacdo foi
possivel observar que a frequéncia do gene S na populacdo estudada foi menor do que a
frequéncia observada no estado da Bahia, mas foi maior do que a encontrada nos estados de

Pernambuco, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Sdo Paulo e Goias.
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Tabela 4.4 - Distribuicdo das hemoglobinas normais e das variantes em relacéo a idade nos pacientes do sexo feminino.

Idade (anos)

Perfil Total
0al0 11a20 21a40 41a60 61 a80 >80
Hemoglobinico
Casos % Casos % Casos % Casos % Casos % Casos % Casos %
(n) (n) (n) (n) (n) (n) (n)
AA 98 15,45 74 11,67 180 28,39 200 31,55 43 6,78 4 0,63 599 94,48
AS 4 0,63 1 0,16 11 1,74 9 1,42 2 0,32 0 0 27 4,26
AC 1 0,16 1 0,16 6 0,95 0 0 0 0 0 0 8 1,26
SC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 634 100
HbAA: homozigose para HbA, HbAS: traco falciforme, HbAC: heterozigose para HbC e HbSC: dupla heterozigose para HbS e C
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Tabela 4.5 - Distribuicdo das hemoglobinas normais e das variantes em relacdo a idade nos pacientes do sexo masculino.

Idade (anos)

perfil Total
ertl 0a10 11220 21240 41260 61a80 >80
Hemoglobinico
Casos @ Casos @ Casos @ Casos @ Casos @ Casos @ Casos @
(n) A S A S A S A S A S A S &
AA 70 22,65 34 11,00 43 13,91 106 34,30 27 8,74 2 0,64 282 91,26
AS 4 1,29 3 0,97 4 1,29 7 2,27 1 0,32 0 0 19 6,15
AC 4 1,29 1 0,32 0 0 1 0,32 1 0,32 0 0 7 2,27
SC 0 0 0 0 0 0 1 0,32 0 0 0 0 1 0,32
Total 309 100
HbAA: homozigose para HbA, HbAS: traco falciforme, HbAC: heterozigose para HbC e HbSC: dupla heterozigose para HbS e C
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Tabela 4.6 - Frequéncia de anemias microcitica e hipocrémica e normocitica e normocrémica
nos pacientes do sexo feminino, conforme faixa etéria e perfil de hemoglobina

A.M.H. *AN.N.
Faixa etéria (em anos)
Casos(n) | AA | AS | AC | Casos(n) | AA | AS | AC
0-6 2 2 0 0 2 2 0 0
6-14 1 1 0 0 0 0 0 0
14 -60 9 8 1 0 4 4 0 0
61-80 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 15 14 1 0 6 6 0 0

A.M.H.: Anemia Microcitica e Hipocrémica, A.N.N.: Anemia Normocitica e Normocrémica
HbAA: homozigose para HbA, HbAS: traco falciforme e HbAC: heterozigose para HbC

Tabela 4.7 - Frequéncia de anemias microcitica e hipocrémica e normocitica e normocrémica
nos pacientes do sexo masculino, conforme faixa etéria e perfil de hemoglobina

A.M.H. *A.N.N.
Faixa etaria (em anos)
Casos(n) | AA | AS | AC | Casos(n) | AA [ AS | AC
0-6 3 2 1 0 0 0 0 0
6-14 0 0 0 0 0 0 0 0
14 - 60 3 3 0 0 0 0 0 0
61-80 1 1 0 0 1 1 0 0
Total 7 6 1 0 1 1 0 0

A.M.H.: Anemia Microcitica e Hipocrémica, A.N.N.: Anemia Normocitica e Normocromica.
HbAA: homozigose para HbA, HbAS: traco falciforme e HbAC: heterozigose para HbC
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Tabela 4.8 - Comparacdo dos achados com a frequéncia do gene S nas diferentes regifes do
Brasil

Cidade/Estado HbAS HbAC Doenca Falciforme
Ouro Preto 4,88 1,59 0,11
Bahia 5,302 0,5-1,0° 0,152
Pernambuco 4,00° 0,60 0,072
Rio de Janeiro 4,00 0,40° 0,082
Minas Gerais 3,00 0,73¢ 0,072
S&o Paulo 2,60 0,57° 0,03
Rio Grande do Sul 2,00° 0,40 0,012
Goias 2,20° 1,00° 0,50

a: CANCADO & JESUS, 2007; b: SILVA & YAMAGUCHI, 2007; c: MELO-REIS et al., 2006; d: MELO et
al., 2000.
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5.1. DISCUSSAO

A cidade de Ouro Preto, tombada pela UNESCO como Patrimdnio Histérico e
Cultural da Humanidade, localizada na regido central do estado de Minas Gerais, distando
cerca de 90 km da capital Belo Horizonte e 800 km de Brasilia, esta situada na extremidade
sudeste da regido conhecida como Quadrilatero Ferrifero, na zona minerometaldrgica do
estado de Minas Gerais.

O municipio desenvolveu-se a partir da descoberta de abundantes depositos de ouro
aluvionar no final do século XVII, tendo rapidamente se tornado o segundo maior centro
populacional na América Latina e também capital da Provincia de Minas Gerais. Fundada em
1698, a histdrica cidade nasceu da aglomeracao dos arraiais surgidos nas areas de mineracao
presentes nas encostas dos montes Ouro Preto e Itacorumim, no vale do rio Funil (CURY,
2004).

As noticias das descobertas de ouro geraram um grande fluxo migratério para as
regibes mineradoras, de tal maneira que no inicio do ciclo do ouro, tentou-se usar da mao de
obra livre, mas o trabalho arduo passou a afastar as pessoas e, entdo, o escravo africano
passou a ser largamente trazido para 0 municipio. Os negros mineiros vieram sobretudo do
estado da Bahia ou diretamente da Angola. Naquela época, um escravo ficava em média sete
anos trabalhando na minera¢do do ouro, 0 que obrigava os colonos a trazer cada vez mais
africanos, que passaram a compor a maioria da populacdo mineira no século XVIII
(http://pt.wikipedia.org/wiki/Demografia_de_Minas_Gerais).

Segundo o senso 2000 do IBGE, 60,2% dos moradores da cidade de Ouro Preto sdo
individuos afro-descendentes, também considerados afro-brasileiros. Esta percentagem,
resultante do somatorio dos individuos que se declararam negros (11,78%) e pardos (48,42%),
€ muito superior a populacdo afro-brasileira observada no Brasil (44,1%), o que pode ter
contribuido para a introducdo do gene da hemoglobina S na populagdo ouro-pretana, apesar
deste gene ndo ser exclusivo dos individuos de origem africana, mesmo sendo herdada e mais
frequente nas pessoas dessa origem. Além disso, 0 processo de colonizagédo é relatado como
de grande influéncia na dispersdo dos genes anormais, principalmente a doenca falciforme
que se originou na Africa e foi trazida para a América pela imigracdo forcada dos escravos
(ORLANDO et al., 2000; DIALLO & TCHERNIA, 2002).
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Os beneficios do diagndstico e da intervencdo precoce no acompanhamento das
doencas falciformes tém levado a ampla difusdo em todo mundo de programas para a
deteccdo dessas condi¢cdes (BRANDELISE et al., 2004). Com a introducédo da investigacdo de
hemoglobinas variantes no Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), no ano de
2001, Portaria GM/MS n°822 de 06 de junho de 2001, iniciou-se um trabalho de identificacéo
do padrdo hemoglobinico dos recém-nascidos, assim como de seus pais e familiares
proximos. Apesar desta oportunidade, aproximadamente 25% das familias ndo retornaram
para fazer o teste confirmatorio, dificultando o processo de triagem e identificacdo da
totalidade que tem acesso ao teste disponibilizado pela rede publica de saude. Além disso, no
inicio da implantacdo da Portaria GM/MS n° 822/01, os servicos de salde publica foram
encontrados, em sua grande maioria, sem aporte financeiro e técnico para a identificacdo dos
pacientes com hemoglobinopatia e/ou portadores do traco falciforme. De qualquer forma,
naquela época, constatou-se a necessidade de uma avalia¢do da presenca do traco falciforme,
por meio de estudos populacionais, no sentido de permitir o diagnostico de heterozigotos e o
aconselhamento genético (PAIXAO et al., 2001).

O presente estudo evidenciou uma frequéncia de 4,88% para o traco falciforme e
1,59% para a HbAC nas amostras de sangue de pacientes atendidos pelo LAPAC no periodo
de agosto de 2008 a setembro de 2010. A frequéncia encontrada para o trago falciforme é
superior ao relatado por Naoum, 2000, que mostra uma variacdo de 2% para a prevaléncia
média de portadores do traco falciforme no Brasil e esta pode aumentar de acordo com a
regido e a etnia da populacdo em estudo. Estudos realizados por Silva Filho, 2002, mostram
uma prevaléncia de 3,2% do trago falciforme em trabalhadores no estado do Rio de Janeiro.
Na Babhia, o traco falciforme apresentou uma frequéncia de 6,9 a 15,4%, em individuos afro-
descendentes (GONCALVES et al., 2003), caracterizando a heranca genética, advinda de
vérias regides da Africa, quando do advento da escravatura.

A deteccdo de heterozigotos é uma informacdo genética importante para identificar
familias que possuem risco de gerar criangas portadoras de doenca falciforme, possibilitando
0 acesso desta familia ao aconselhamento familiar. Os genes de HbS e HbC identificados na
amostra apresentaram-se distribuidos de forma heterogénea entre as diferentes faixas etarias
em ambos 0s sexos, principalmente entre os pacientes do sexo masculino (Tabelas 4.4 e 4.5),
ndo havendo relato de nenhum caso de HbAC em pacientes do sexo feminino acima de 60

anos.
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A populacgdo brasileira se caracteriza por apresentar grande heterogeneidade genética,
oriunda da contribuigdo que Ihes deram os seus grupos raciais formadores e dos diferentes
graus de miscigenacdo nas varias regides do pais (NAOUM, 1997). Em nosso estudo 62
pacientes apresentaram heterozigose para variante estrutural de hemoglobina. Destes 46
apresentaram HbAS, representando 74,2% do total dos portadores, 15 apresentaram HbAC,
representando 24,2% dos portadores de variante estrutural, e 1 paciente apresentou dupla
heterozigose para as hemoglobinas S e C (HbSC), representando 1,6% dos pacientes
portadores de hemoglobinopatias. Em relacdo a frequéncia de heterozigose para as
hemoglobinas S e C, nossos resultados mostraram frequéncias superiores as encontradas em
um dos maiores estudos de prevaléncia e distribuicdo de hemoglobinopatias realizado no
Brasil, em 1987, em que 3,08% dos individuos analisados apresentaram padrdes
hemoglobinicos alterados, e destes, 2,49% eram variantes estruturais (NAOUM et al., 1987).
Neste mesmo estudo, a condicdo HbAS foi a mais prevalente, representando 60,95% do total
dos portadores, enquanto que a condi¢do HbAC foi detectada em 14,27% dos casos (NAOUM
etal., 1987).

Em individuos portadores do traco falciforme (HbAS), existe producao tanto de HbA
quanto de HbS, o que resulta em um fenotipo normal (BALLAS, 2001). No entanto, situaces
em que 0s pais sdo portadores assintomaticos de um Unico gene mutado (heterozigotos AS) e
ao transmitir geneticamente, cada um deles, o gene falciforme, pode gerar uma criangca com
dois genes anormais (homozigoto SS), ou seja, com doenca falciforme ativa (BOOKCCHIN
& LEW, 1996).

As manifestacBes clinicas da doenca falciforme sdo resultantes de dois processos
caracteristicos: anemia severa e vaso-oclusdo. A anemia resulta da meia-vida mais curta das
células eritroides contendo primariamente HbS; enquanto as hemécias normais circulam por
aproximadamente 120 dias, as que contém HbS circulam por apenas 10 a 20 dias, levando os
pacientes a apresentarem anemia de moderada a severa. O segundo, e fisiopatologicamente
mais complexo, resultado da homozigose para HbS é a vaso-oclusdo. O efeito intravascular
causado pela mudanca espacial da Hb leva a formacdo de feixes helicoidais que alteram
sobremaneira a permeabilidade da membrana a ions, a relacdo hemacia/vaso e a agregacéo
heméacia/hemacia e hemécia/vaso (BALLAS, 1996).

As diversas formas de doenca falciforme se caracterizam por anemia crbnica e

fendmenos de vaso-oclusdo de intensidade variavel, que levam episodios de dores ésteo-
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articulares que podem ser incapacitantes, exigindo internacGes hospitalares frequentes
(ADAM et al., 2008). Na infancia, as infeccGes e crises de vaso-ocluséo intra-esplénica
(sequestro esplénico) sdo as principais causas de mortalidade, podendo atingir 20% das
criancas afetadas antes dos 5 anos de idade (BALLAS, 2001). As criancas que ultrapassam
essa barreira inicial enfrentam os efeitos da vaso-ocluséo cronica. Ao longo dos anos, essas
pequenas tromboses passam a ser o fator determinante para o desgaste dos 6rgédos, que leva
aos infartos pulmonares, hepaticos e cerebrais, insuficiéncia renal e retardo do crescimento e
da maturacdo sexual, com comprometimento progressivo de multiplos Orgdos. Tais
fendmenos alteram expressivamente a qualidade de vida do individuo, com reducdo da
capacidade de trabalho e da expectativa de vida (BALLAS, 2001).

No Brasil, o gene falciforme distribui-se heterogeneamente, sendo mais frequente
onde a proporcao de antepassados negros da populagédo ¢ maior (Regido Nordeste e os estados
de Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais). Nessas regides, Zago e colaboradores, 1983,
relataram o surgimento de um novo caso de doenga falciforme para cada 1.000 nascimentos e
a presenca de um portador do traco falciforme em cada 27 nascimentos. A Tabela 8 mostra
que a populagédo ouro-pretana em estudo apresenta uma frequéncia de 4,88% para a HbAS e
que esta é superior a encontrada nos estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Pernambuco, Rio
Grande do Sul, Goias e Minas Gerais, sendo inferior somente a que foi observada no estado
da Bahia. Uma frequéncia superior aquela encontrada para o estado de Minas Gerais pode ser
explicada pela alta porcentagem de afro-brasileiros residentes no municipio de Ouro Preto,
60,18%, conforme informacdes do Censo de 2000, valor que é relativamente alto comparado
com outros municipios do estado de Minas Gerais (IBGE, Censo 2000).

Além da avaliacdo da frequéncia de variantes de hemoglobina, fez-se também um
estudo da frequéncia de pacientes do sexo masculino e feminino de acordo com a faixa etéaria
(Tabela 1). Nesse estudo foi possivel observar que houve uma maior frequéncia de pacientes,
independente do sexo, com faixa etaria entre 41 e 60 anos. Por outro lado, ao avaliar a
frequéncia de pacientes com variantes de hemoglobina (Tabelas 4.2 e 4.3), ndo se observou
uma maior prevaléncia de HbAS nos pacientes com idade entre 41 e 60 anos (Tabelas 4.4 e
4.5) e sim uma maior frequéncia de HbAS (1,74%) nos pacientes do sexo feminino (Tabela
4.4) com idade entre 21 e 40 anos do que entre as de 41 e 60 anos (1,42%). Em relagdo aos
pacientes do sexo masculino, os achados para a frequéncia de HbAS foram, respectivamente,
1,29% e 2,27% para as faixas etarias de 21 a 40 anos e 41 a 60 anos (Tabela 4.5). Estes
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achados sdo de grande relevancia, principalmente por estes pacientes, heterozigotos para o
gene falciforme, estarem em idade fértil e também em termos de um posterior trabalho
abordando estudos de aconselhamento genético no sentido de alerta-las para a importancia do
diagnostico neonatal dos filhos que venham ter e ndo no sentido de alterar a deciséo de ter
filhos. Uma maior frequéncia de HbAS observada nos pacientes do sexo masculino pode ser
em decorréncia da maior preferéncia pela mao de obra masculina de origem africana trazida
para a cidade de Ouro Preto, principalmente durante o periodo do ciclo do ouro.

Em relacdo aos pacientes, independente do sexo, com faixa etaria entre 0 a 20 anos, a
frequéncia de HbAS e HbAC foi baixa quando comparada a observada em pacientes com
idade acima de 20 anos. Este resultado pode ser consequéncia do nimero de pacientes com
faixa etaria entre 0 a 20 anos ser menor do que os pacientes com faixa etaria entre 21 a 60
anos ou em decorréncia da existéncia do Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN)
gue incluiu a pesquisa de hemoglobinopatias, implantado em 2001 pelo Ministério da Saude
por meio da Portaria n° 822/01.

Em relacdo a frequéncia das anemias microcitica e hipocrdmica e normocitica e
normocrémica, os resultados encontrados foram baixos, independente do sexo e idade
(Tabelas 4.6 e 4.7). Uma baixa frequéncia, principalmente para a anemia microcitica e
hipocromica pode ser decorrente da presenca de anemia ferropénica, por ser uma das anemias
de maior prevaléncia na populacdo brasileira (BAGNI et al., 2009), apesar de ndo ter sido
realizada dosagem de ferro sérico e ferritina nestes pacientes.

Este estudo foi o primeiro trabalho de avaliagdo de frequéncia de variantes de
hemoglobina realizado na cidade de Ouro Preto, 0 que mostra sua grande importancia em
termos de salde puablica, principalmente no sentido de promover programas educacionais
voltados para a populacdo ouro-pretana, em especial para 0s pacientes portadores de
hemoglobinopatias, para que no futuro os filhos, diagnosticados com doenca falciforme,
possam receber de forma precoce tratamento e acompanhamento clinico, laboratorial e

farmacéutico aumentando a sobrevida e melhorando a qualidade de vida.
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6.1. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo mostram que a frequéncia de variantes estruturais de
hemoglobina foi de 6,6%, sendo 4,88% para o traco falciforme (HbAS), 1,59% para o
gendtipo AC e 0,11% para o genoétipo SC. Nao foram detectados individuos homozigotos para
nenhum dos tipos de hemoglobinas variantes na amostra analisada. Os resultados encontrados
foram superiores aos encontrados nos estados de Pernambuco, Rio de Janeiro, Minas Gerais,
Sdo Paulo e Goias, mostrando a disperséo dos genes para a HbS e HbC na populacdo de Ouro
Preto. Os resultados obtidos ressaltam a necessidade e a importancia de realizar programas
com maior abrangéncia na populacdo para estudo da epidemiologia das hemoglobinas
variantes e de outras hemoglobinopatias resultantes de uma diminui¢do da sintese de uma ou
mais cadeias de globina, no municipio de Ouro Preto. Nos casos de individuos diagnosticados
com anemia falciforme, deve ser realizado um trabalho adequado de orientacdo para
conscientizar esses pacientes ndo s6 em relagdo aos cuidados individuais, mas em termos de
aconselhamento genético, uma vez que a deteccdo de portadores destas alteracdes genéticas é
de extrema importancia para a salde publica em termos de representar uma fonte de novos

heterozigotos e de possiveis homozigotos.
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ANEXO 1: Cadastro do Paciente

" Laboratorio Piloto de Analises Clinicas
) Escola de Farmécia - UFOP

CADASTRO DO PACIENTE

Nome:

End:

CEP: Cidade: Est:
Idade: Sexo: Tel:

Ja teve Anemia? SIM( ) Desde que idade? __ anos NAO SEI ()
Tém familiares com hemoglobinopatia? SIM () NAO ()

Tém familiares com Anemia Falciforrme? SIM () NAO ( )

Medicacdo em uso:

Nome do Médico:

Esta com algum sintoma? ~ SIM () Ha meses NAO ( )

DATA: | | Resp.:

FICHA DOPACIENTE

Laboratorio Piloto de Analise Clinicas
Escolade Farmacia—UFOP

‘ CADASTRODOPACIENTE

Ne:

Nome:

Idade:__ Sexo:D Jateve anemia? Sim D Nao D
Esta comsintoma? Sim D Ha __ meses Nao D

Data:__ /| Resp.:
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ANEXO 2A: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO

ESCOLA DE FARMACIA - DEPTO. ANALISES CLINICAS
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO DE PESQUISA: “Avaliacdo da Incidéncia de Hemoglobinopatias em Pacientes Atendidos no
Laboratdrio Piloto de Analises Clinicas da Escola de Farméacia - UFOP”

Prezado (a) Sr.(a),
O presente trabalho de pesquisa tem por objetivo obter um maior conhecimento sobre a incidéncia de
hemoglobinopatias nos pacientes atendidos pelo Laboratdrio Piloto de Analises Clinicas da Escola de Farmécia
da UFOP a partir de resultados de exames laboratoriais. O termo hemoglobinopatias é usado para descrever as
hemoglobinas anormais que podem induzir o rompimento precoce das heméacias e desencadear um quadro de
anemia hemolitica bastante grave. As hemoglobinopatias sdo herdadas de ambos os pais. Quando somente um
deles é o transmissor, o filho ou a filha tem apenas o trago e ndo apresenta nenhuma manifestacdo grave de
anemia. No entanto, se 0 pai e mae forem transmissores, em cada gravidez, hd 25% de risco de nascer uma
crianca portadora de uma forma grave de hemoglobinopatia e ter um quadro grave de anemia hemolitica. A
coleta de amostras de sangue venoso inclui um pequeno risco de acidente de puncdo, representado,
principalmente por extravasamento sanguineo subcutaneo de pequena gravidade. Para minimizar este risco, a
coleta de sangue sera realizada por um profissional farmacéutico, com capacidade técnica e experiéncia, que
estard atento para fazer a compressdo imediata do local da puncédo, visando estancar o pequeno sangramento.
Seré utilizado material descartavel de boa qualidade (agulhas e tubos a vacuo), visando o éxito da coleta. Vocé
estd sendo convidado(a) para participar desta pesquisa como voluntario (a). Se vocé quiser participar podera
fazé-lo doando 3 mL de seu sangue para o uso exclusivo nesta pesquisa. Apos a realizacdo dos exames, as
amostras serdo guardadas, no LAPAC, por um periodo de 2 a 3 anos, e serdo usadas somente nos casos em que
houver a necessidade de repetir algum dos exames. Ao terminar o projeto, todos os registros e resultados obtidos
serdo guardados em segredo no LAPAC, em arquivo proprio, por 5 anos, sob a responsabilidade dos professores
Roney Luiz de Carvalho Nicolato e Carmen Aparecida de Paula. Se vocé ndo quiser participar, ndo tem
problema e néo ird atrapalhar a assisténcia recebida pelo seu médico. Para qualquer divida sobre esta pesquisa
vocé devera entrar em contacto pessoalmente ou por telefone com as pessoas responsaveis por este projeto, cujos
nomes estdo relacionados abaixo.
- Prof®, Dr?. Carmen Aparecida de Paula (Tel. 3559-1649 ou 3559-1646)
Orientadora do projeto, professora de Hematologia Clinica da Escola de Farmacia da UFOP
- Prof. Roney Luiz de Carvalho Nicolato (Tel. 3559-1649 ou 3559-1646)
Professor de Estagio Supervisionado em Analises Clinicas da Escola de Farméacia da UFOP e
Responsavel pelos servigos prestados pelo Laboratorio Piloto de Analises Clinicas (LAPAC)

Eu, Identidade: , declaro que
obtive todas as informacfes necessarias e esclarecimentos quanto as ddvidas por mim apresentadas e, por estar
de acordo, assino o presente documento em duas vias de igual teor e forma, ficando uma em minha posse.

Assinatura: Data: / /

Agradecemos a sua valiosa participacéo!

Assinatura do responsével pela coleta do termo: Data: _ / /

Comité de ética em pesquisa — COEP — UFOP (Tel. 3559-1367)
Campus Universitario — Morro do Cruzeiro — Instituto de Ciéncias Exatas e Bioldgicas da UFOP.
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Anexos

ANEXO 2B: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para menores de 18 anos

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA MENORES DE 18 ANOS
UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
ESCOLA DE FARMACIA - DEPTO. ANALISES CLIiNICAS

PROJETO DE PESQUISA: “Avaliagdo da Incidéncia de Hemoglobinopatias em Pacientes Atendidos no
Laboratorio Piloto de Anélises Clinicas da Escola de Farmacia - UFOP”

Prezado (a) Sr.(a),
O presente trabalho de pesquisa tem por objetivo obter um maior conhecimento sobre a incidéncia de
hemoglobinopatias nos pacientes atendidos pelo Laboratério Piloto de Andlises Clinicas da Escola de Farmécia
da UFOP a partir de resultados de exames laboratoriais. O termo hemoglobinopatias é usado para descrever as
hemoglobinas anormais que podem induzir o rompimento precoce das hemacias e desencadear um quadro de
anemia hemolitica bastante grave. As hemoglobinopatias sdo herdadas de ambos os pais. Quando somente um
deles é o transmissor, o filho ou a filha tem apenas o trago e ndo apresenta nenhuma manifestacdo grave de
anemia. No entanto, se o pai e mde forem transmissores, em cada gravidez, hd 25% de risco de nascer uma
crianga portadora de uma forma grave de hemoglobinopatia e ter um quadro grave de anemia hemolitica. A
coleta de amostras de sangue venoso inclui um pequeno risco de acidente de puncdo, representado,
principalmente por extravasamento sanguineo subcutaneo de pequena gravidade. Para minimizar este risco, a
coleta de sangue sera realizada por um profissional farmacéutico, com capacidade técnica e experiéncia, que
estard atento para fazer a compressdo imediata do local da puncédo, visando estancar o pequeno sangramento.
Seré utilizado material descartavel de boa qualidade (agulhas e tubos a vacuo), visando o éxito da coleta. O seu
filho ou 0 menor que esta sob a sua responsabilidade esta sendo convidado para participar desta pesquisa. Se
vocé concordar com a participagdo dele podera fazé-la doando 3 mL do sangue dele para o uso exclusivo nesta
pesquisa. Apds a realizacdo dos exames, as amostras serdo guardadas, no LAPAC, por um periodo de 2 a 3 anos,
e serdo usadas somente nos casos em que houver a necessidade de repetir algum dos exames. Ao terminar o
projeto, todos o0s registros e resultados obtidos serdo guardados em segredo no LAPAC, em arquivo proprio, por
5 anos, sob a responsabilidade dos professores Roney Luiz de Carvalho Nicolato e Carmen Aparecida de Paula.
Se vocé ndo quiser participar, ndo tem problema e ndo ira atrapalhar a assisténcia recebida pelo seu médico. Para
qualquer duvida sobre esta pesquisa vocé devera entrar em contacto pessoalmente ou por telefone com as
pessoas responsaveis por este projeto, cujos nomes estao relacionados abaixo.
- Prof®, Dr?. Carmen Aparecida de Paula (Tel. 3559-1649 ou 3559-1646)
Orientadora do projeto, professora de Hematologia Clinica da Escola de Farmacia da UFOP
- Prof. Roney Luiz de Carvalho Nicolato (Tel. 3559-1649 ou 3559-1646)
Professor de Estagio Supervisionado em Analises Clinicas da Escola de Farméacia da UFOP e
Responsavel pelos servicos prestados pelo Laboratério Piloto de Analises Clinicas (LAPAC)

Eu, Identidade: , declaro
que obtive todas as informacBes necessarias e esclarecimentos quanto as duvidas por mim apresentadas e, por
estar de acordo, assino o presente documento em duas vias de igual teor e forma, ficando uma em minha posse.

Nome do menor:

Assinatura do responsavel: Data: / /

Assinatura do responsavel pela coleta do termo: Data: / /
Agradecemos a sua valiosa participacéo!

Comité de ética em pesquisa — COEP — UFOP (Tel. 3559-1367)
Campus Universitario — Morro do Cruzeiro — Instituto de Ciéncias Exatas e Biologicas da UFOP
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ANEXO 3: IDENTIFICACAO DO PACIENTE

QUESTIONARIO:

Nome: Idade:
Identidade: Sexo:F() M{()
Endereco: Telefone:

1) Com quantos anos vocé descobriu que tinha
anemia?

2) Como vocé estava com
anemia?

descobriu  que

3) Faz controle com o médico?
Sim( ) Nédo ()

4) Ao ano, quantas vezes vai ao médico?
() 1vezaomés

() De 6 em 6 meses
() 2 em 2 meses
() Néo sei

() 3 em 3 meses Outros
5) Qual foi a sua ultima consulta?
Data:

6)Vocé faz exames no laboratério?
()Sim () Néo

7) Qual foi a ultima vez que fez exames?
Data:

11) Ao ano, quantas vezes faz exames?
() 1vezao més

( ) 6 em 6 meses

()2 em 2 meses

() 3 em 3 meses

() Néo sei

( ) Outros

12) Vocé utiliza qual tipo de tratamento?
( ) analgésico (comprimido)

Qual:
( ) antibiético (comprimido)
Qual:
( ) Dieta - Quem prescreveu?
( ) Exercicios fisicos

Foi orientado?

Por quem? Qual?

Quantas vezes por semana?

13) Os sintomas diminuiram com o tratamento ou
dieta?
Sim( ) N&o () Naosei()

14) Voce ja tem filhos?
(') Sim — Quantos?

8) Vocé queixa de algum  sintoma? () Néo
()Sim () Néo () Néo se aplica
() Todos os dias
( ) Dias alternados 15) Vocé possui algum familiar com anemia
()1vez por semana falciforme?
( ) Outros ()Sim () Né&o ( ) Néo sei
9) Vocé possui outra doenga? 16) Qual é o grau de parentesco do familiar com
() Sim () Néo anemia  falciforme?
() pai ()tia __ materno __ paterno

10) Vocé tem algum acompanhamento por: ()mae ()avé__ materno __ paterno
(') Nutricionista ()irmdo ( )tio __ materno __ paterno
( ) Cardiologista ()irma  ()avd__ materno __ paterno
() Oftalmologista
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ANEXO 4: Documento de Aprovacdo pelo Comité de ética em Pesquisa da UFOP

Comité de Etica em Pesquisa

UFOP

Certificado

REGISTRO CEP N°.03/07

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliagdo da
incidéncia de Hemoglobinopatias em pacientes atendidos no
Laboratério Piloto de Analises clinicas da Escola de Farmacia
- UFOP ", com registro CEP 2007/92, CAAE 0008.0.238.000-
07, sob Coordenacao da Prof®. Carmem Aparecida de Paula,
foi considerado Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa,

Camara Humana, em 16 de outubro de 2007.

Prof. Luis Carlos Cr Afonso
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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