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RESUMO

Com o objetivo de estabelecer a freqiiéncia de hemoglobinas variantes e
B-talassemias em pacientes com anemia ndo ferropénica foram
estudados 316 pacientes comprovadamente com anemia nao ferropénica
e 140 controles obtidos de pessoas sem anemia. Todas as 456 amostras
foram obtidas no laboratério de andlises clinicas — UNILAB - Unimed,
Sao Carlos, SP, Brasil. As técnicas realizadas foram eletroforese semi
automatizada, em acetato de celulose, pH alcalino e pH 4&cido,
hemograma, reticuldcitos e ferritina. A andlise dos dados realizada no
grupo de pacientes com anemia nao ferropénica demonstrou que 9,51%
eram portadores de alguma forma de anemia hereditaria: 1,90%
apresentaram aumento da hemoglobina Az, 1,27% apresentou presenca
de hemoglobina F (Hb AF), 2,53% de heterozigose para hemoglobina S
(Hb AS), 0,32% de homozigose para hemoglobina S (Hb SS), 2,22% de
heterozigose para hemoglobinas S e F (Hb SF), e 1,27% de heterozigose
para hemoglobina C (Hb AC). No grupo dos controles, foram
identificados 1,42% de anemias hereditarias, sendo destas 0,71%
apresentou aumento da hemoglobina Az e 0,71% apresentou
heterozigose para hemoglobina S (Hb AS). A prevaléncia dessas
hemopatias hereditarias em pessoas com anemia nao ferropénica deve
ser divulgada entre médicos dada a sua importancia no diagndstico
definitivo de anemia e dos corretos procedimentos terapéuticos.
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Introducéo e Objetivo

As anemias hereditarias estdo entre as doencas genéticas mais comuns
e compreendem um grupo de condicBes de variavel complexidade. No
passado, sua distribuicdo geogréfica abrangia apenas areas tropicais e
subtropicais do mundo, cuja explicacdo se baseia no efeito protetor que
tinham os portadores heterozigotos falcémicos e talassémicos contra as
infeccBes endémicas causadas pelos plasmédios da malaria. Devido ao
aumento dos movimentos migratérios ocorridos em diversas regides,
com conseqlente miscigenacdo, essas variantes acabaram-se por
difundirem em areas antes tidas como nao endémicas, como no
Continente Americano e no Norte da Europa.

De uma maneira geral, as anemias hereditarias por defeito da
hemoglobina podem ser divididas em dois grandes grupos: as
hemoglobinopatias, que se caracterizam pela presenca de hemoglobinas
estruturalmente anormais e as talassemias, caracterizadas pela sintese
deficiente de uma ou mais cadeias polipeptidicas (globinas) das
hemoglobinas humanas normais. Especialmente com referéncia as
talassemias, elas podem ser classificadas em alfa e beta, envolvendo os
genes alfa e beta globina, respectivamente.

A hemoglobinopatia mais comum em nosso meio é anemia falciforme,
causada por uma mutagao de ponto no gene da -globina, que leva a
producdo da hemoglobina anormal, com valina em vez de acido
glutdmico na posi¢édo 6 da cadeia globinica, denominada hemoglobina S
(Hb S). O termo doenga falciforme inclui o estado homozig6tico para Hb
S que é a anemia falciforme e as duplas heterozigoses como as
associagbes de Hb S e Hb C (hemoglobinopatia SC) ou de Hb S e B-
talassemia (SRC-talassemia e Sp*-talassemia). A doenca falciforme
caracteriza-se pela de anemia hemolitica cronica com presenca de
heméacias em forma de foice (falciformes), policromasia, pontilhado
basdfilo e eritroblastos circulantes. O traco falciforme, que é a associacao
de Hb A e Hb S (Hb AS), ndo é considerado doente falciforme.

Pelo fato de que a talassemia beta e as hemoglobinas variantes Hb S,
Hb C e Hb E, serem as mais prevalentes respectivamente nos
continentes europeu, africano e asiatico, ndo € raro a ocorréncia de
interacdes entre talassemias e essas hemoglobinas variantes: Hb S/ Tal.
Beta; Hb C/ Tal. Beta e Hb E/ Tal. Beta. No Brasil ndo é raro a presenca

de talassemias interativas por Hb S/ Tal. Beta devido a intensa
miscigenacao racial que ocorre entre nossa populagao.

Apesar da variedade de alteragbes moleculares possiveis, as
talassemias beta podem ser classificadas em quatro grandes grupos:

1- B-talassemia maior ou major: pouco freqlente, é a forma mais
grave, caracterizando-se por anemia intensa, (Hb de 4 a 6g/dL),
dependéncia de transfusGes e complicacfes relacionadas a sobrecarga
de ferro. Caracteriza-se por baixa estatura, palidez, abdome protuso, leve
ictericia e anormalidades esqueléticas.



A anemia é hipocrdbmica e microcitica com células em alvo, pontilhado
basofilo e grande quantidade de eritroblastos circulantes. A porcentagem
de reticulécitos varia de 5% a 15%. A maior parte da hemoglobina
presente é a Hb F, com pouca ou nenhuma Hb A, associada a
quantidades variaveis de Hb Az.

2- B-talassemia intermediaria: caracteriza-se por anemia hemolitica de
gravidade variavel (Hb de 7 a 10g/dL) sem dependéncia transfusional.
Suas manifestagbes variam desde condigdes proximas a [(-talassemia
maior ate a doenga com poucos sintomas. O esfregago sanguineo exibe
caracteristicas morfologicas tipicas das talassemias. A eletroforese de
hemoglobina é varidvel com aumento da Hb A; e quantidades de Hb F
gue dependem do grau de deficiéncia de sintese causado pela mutacao
presente em cada caso.

3- B-talassemia menor ou minor: associada a altera¢des dos eritrocitos
com microcitose e hipocromia, muitos esquisdsitos, dacriocitos e
pontilhados baséfilos; com pequena ou nenhuma anemia, porem com
valores desproporcionais entre numero de eritrocitos, hemoglobina e
hematécrito (eritrécitos: 5 x 1012 - L, Hb: 12g/dL, Ht 36%, VCM: 62 e
HCM: 20,6). A eletroforese de hemoglobina mostra niveis aumentados de
Hb A2 em 95% dos casos e em 5% pode apresentar valores normais de
Hb Az e elevacdo de Hb F com, concentragéo entre 2 a 5%, sabendo-se
gue o valor da Hb F é de zero a 1% apdés o sexto més de idade.

4- Portador silencioso: forma designada, também, como talassemia
minima, a qual é indetectavel clinica e hematologicamente uma vez que
apresenta valores de Hb entre 11 a 16g/dL e discreta alteracdo na
morfologia eritrocitaria.

Pelo defeito na sintese de quantidades normais de hemoglobina, os
eritrécitos apresentam-se microciticos e hipocrémicos. Estes dados sao
de relevancia clinica, uma vez que estas alteracdes hematoldgicas séo
seguidamente interpretadas como indicadores de deficiéncia de ferro ou
caracteristicas de anemia de doengas cronicas.

Este estudo teve por objetivo principal estabelecer a frequéncia da
talassemia beta e outras hemoglobinopatias em duas populacdes
atendidas no Unilab — Unimed Sao Carlos: portadores de anemia
microcitica ndo ferropénica a esclarecer e individuos sem anemia
(controles).



Relagdo entre quantidade de globinas alfa livre, niveis de Hb A, Hb Az e
Hb fetal, e gravidade do quadro clinico em pacientes com talassemia
beta menor e maior:
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Casuistica e Métodos

O presente trabalho foi realizado apds aprovagédo do diretor do
laboratério Unilab.

Neste estudo foram analisadas amostras de sangue periférico de 456
pacientes sendo 140 controles e 316 pacientes portadores de anemia, no
periodo de dezembro de 2009 a agosto de 2010. Os critérios de incluséo
foram: portadores de anemia microcitica néo ferropénica a esclarecer.
Para os controles, os critérios de incluséo foram: pacientes nao
portadores de anemia. Foram excluidos do estudo criangas menores de
1 ano, gestantes e pacientes com neoplasias.

Os indices hematimétricos (HCT, RBC, VCM, HCM, CHCM e RDW) e as
concentracdes de hemoglobina (Hb) foram obtidos de contador eletrénico
de células (XE 2100 - Sysmex®). A contagem de reticulécitos em
microscopio foi determinada apés a incubacao a 37° C durante vinte
minutos, de partes iguais de sangue total e azul de cresil brilhante.

A analise qualitativa e quantitativa das fracdes hemoglobinicas foi
realizada em eletroforese semi automatizada, Hidragel - Sebia® em fita
de acetato de celulose, pH 8,6, com hemolisado preparado a partir do
sangue total colhido em EDTA: 10 pL de hemdcias levadas com solugdo
fisioldgica + 130 pL de solu¢do hemolizante. Para confirmacao da
presenca de hemoglobina S e hemoglobina C, foi realizada eletroforese
em meio acido.

Os estoques de ferro foram avaliados através da medida de ferritina
sérica, em equipamento de quimioluminescéncia (Immulite-DPC).

Resultados

Foram estudados 316 pacientes comprovadamente com anemia nao
ferropénica e 140 controles obtidos de pessoas sem anemia totalizando
456 pacientes atendidos no Unilab — Unimed Sao Carlos, provenientes
deste mesmo municipio e regido.

A presenca de anemia e microcitose foi avaliada através dos indices
hematimétricos de acordo com o sexo e a faixa etaria dos pacientes,
seguidos de avaliacdo microscépica da serie vermelha em esfregacos
sanguineos.



Os resultados do perfil Hemoglobinico apresentado pelas analises das
amostras estao sumarizados na tabela a seguir:

Perfis Hemaoglobinicos ldentificados nas Amostras Analisadas

Perfil Hemoglobinico | Pacientes estudados |  Controles Total

Hb AA 286 (90 49%) 138 (95 55%) 424 (92 958%,)

Hb A; aumentada B (1.90%) 1(0,71%] 71.53%)

Hh AF A (1,27 %) 1] 4 (0,85%)

Hb AS g (2,53%) 100,71%) 891 97%)

Hbh S5 110,32%) 1] 110,22%)

Hh SF 7 222%) 1] 7 (1.54%)

Hb AC 4 (1,27 %) 1] 4 (055%)

Total 316 (100%) 140 {100%}) 456 {100%)
Hb AA: Homozigose para hemoglobinag A; Hb AF: heterozigose para hemoglobing F; Hb AS: trago
falcifarme; Hb SF: doente falciforme com presenga de Hb F; Hb 55: doente falciforme e Hb AC:
Heterozigose para hemoglohina C.

Figura 1. Hemé&cias falciformes, hemacias em alvo, hipocromia, policromasia
e um eritroblasto, observados em esfregaco sanguineo; paciente com

anemia falciforme.

= v - . —

-..5 ~'V9';'\) ' \“‘uv';.‘b.“’/ q
: y J.‘..;- = - » 1 “-l el 11 -0"9 Q"
2 Sah e, W9 @
o ' B - 0 Vv \.f - .;:.] |
9 2V ) e va
ye s y O R

| ! " 'O.u 5 ~ U
' V@R "o
3 > & 2" W

7. O , 00,

. y il -y
N B i “\.,Q(J.J L

Figura 2 .Hemacias microciticas, hipocrdémicas e presenca de dacriocitos

observados em esfregago sanguineo; paciente com talassemia.



Dentre os 316 pacientes analisados, a talassemia beta, diagnosticada
através do aumento de Hb Az, e/ ou presenca de Hb F, andlise dos
indices hematimétricos e esfregaco sanguineo, foi identificada em 10
amostras, sendo 6 amostras com Hb A; aumentada e 4 com presenca de
Hb F (Hb AF). A hemoglobina S foi identificada em 16 amostras sendo
que 8 apresentaram heterozigose Hb AS, 1 homozigose Hb SS e 7
apresentaram heterozigose para Hb F (Hb SF). Também foram
identificadas 4 amostras em heterozigose para Hb C (Hb AC).

Entre os controles, 2 amostras apresentaram alteracdes, sendo que 1
amostra apresentou presenca de Hb S em heterozigose (Hb AS) e 1
amostra apresentou Hb Az discretamente aumentada, o qual o
hemograma apresentou apenas o VCM discretamente diminuido.

Assim, dos 456 pacientes analisados, 32 (7,02%) apresentaram alguma
forma de hemoglobinopatia ou de talassemia.

HYDRAGEL 7 HEMOGLOBIN(E)

Figura 3. Gel agarose usado para determinacdo da eletroforese de
hemoglobina pH alcalino: 1 - Hb AS, 2 - Hb AA, 3 - Hb FA,, 4 - Hb AC
5-Hb AA, 6-Hb AS, 7-HbAA



Discussao e Concluséo

A populacdo brasileira se caracteriza por apresentar uma grande
heterogeneidade genética e um nivel de miscigenagdo significativo e
progressivo. A distribuicdo das talassemias e hemoglobinopatias se
relaciona com os diversos grupos raciais que participaram na formacao
da populacao brasileira. O IBGE estabelece cinco opg¢des para cor ou
raca na nossa populacdo: branca, preta, amarela, parda e india. Os
dados do censo realizado em 2000 apresentam a classificacdo da
populacao brasileira de acordo com esta variavel. Individuos de cor preta
ou parda representam 45% da populacéo brasileira.

No grupo estudado, a maior proporcéo de pacientes sem alteracdes pode
ser devido a possivel selecdo da populacdo que procura assisténcia
médica no Unilab, onde predomina o atendimento por convenio médico,
de individuos economicamente mais favorecidos, onde o numero de afro-
descendentes é menor. Isto pode sugerir um pequeno processo de
mistura racial na populagdo estudada, na qual a presenca de genes
africanos e europeus € menor.

Os resultados apresentados nesse trabalho demonstram que as
talassemias e as hemoglobinopatias sdo pouco freqlientes em
populacdes de individuos com anemia microcitica ndo ferropénica. Com
relacdo a talassemia alfa, a sua freqiiéncia ndo é definida, uma vez que a
tecnologia utilizada ndo é capaz de detectar os portadores.

A freqiiéncia de talassemias e hemoglobinopatias identificada entre os
pacientes pode ser devido ao laboratério Unilab constituir-se em de
referéncia na cidade para diagndstico de distarbios hematoldgicos. Além
disso, a deficiéncia de ferro e as anemias de doencas crbnicas, causas
de microcitose, foram excluidas através de exames laboratoriais e
consultas médicas.

Com as técnicas utilizadas na realizacdo deste trabalho, grande ndmero
de pacientes com anemia microcitica ndo ferropénica a esclarecer pode
ser diagnosticado como portador de algum tipo de anemia hereditaria,
destacando as talassemias beta, doenca e tracgo falciforme.

Os resultados obtidos permitem concluir que a prevaléncia de
talassemias e hemoglobinas variantes no grupo controle coincide com a
descrita na literatura.

A principal vantagem da identifica¢éo correta destes individuos € evitar a
administracdo desnecesséria de ferro, além de exames laboratoriais e
consultas médicas. Destaca-se, porém, a presenca de 2 pacientes sem
anemia, com indices hematimétricos normais, classificados como
portadores silenciosos.

Embora as técnicas aplicadas neste estudo tenham sido capazes de
diagnosticar 9,51% dos pacientes com anemia ndo ferropénica, o
restante dos pacientes apenas sera diagnosticado através do uso de
técnicas especificas e de biologia molecular, ainda ndo disponiveis para
uso na rotina da maioria dos laboratorios clinicos.
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