PREVALENCIA DE HEMOGLOBINOPATIAS EM HEMOGRAMAS COM
MICROCITOSE E HIPOCROMIA

Resumo

Dentre as principais hemoglobinopatias prevalentes no Brasil, as anemias
hereditarias possuem importante significado clinico e antropoldgico devido a
intensa miscigenacao racial. As talassemias, o traco falciforme e a anemia
falciforme sdo as mais prevalentes anemias hereditarias frente a populacao.
Estas diferentes patologias modificam a estrutura globinica das hemoglobinas,
originando quadros de anemias persistentes a serem esclarecidas normalmente
apos tratamento dos pacientes com ferro e outros componentes vitaminicos sem
qgue haja cura da doenca. O diagndstico correto, realizado principalmente pela
andlise dos indices hematimétricos do hemograma com posterior execucao de
eletroforese de hemoglobinas, permite ao paciente saber sua condicdo genética
e o carater hereditario destas anemias, correto manejo clinico e melhora na
qualidade de vida dos portadores.
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Abstract

Among the main hemoglobinopathies prevalent in Brazil, hereditary anemias
have important clinical and anthropological significance due to intense racial
miscegenation. The thalassemias, sickle cell trait and sickle cell anemia are the
most prevalente hereditary anemias in the population. These different
pathologies modify the hemoglobin globin structure, causing persistent anemias
to be cleared usually after treatment of patients with iron and other vitamin
components without cure of the disease. The correct diagnosis, performed mainly
by the analysis of the hematimetric indexes of the hemogram and subsequent
execution of hemoglobin electrophoresis, allows the patient to know their genetic
condition and the hereditary character of these anemias, correct clinical

management and improvement in the quality of life of the patients.
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Introducéo

As anemias hereditarias sdo as doencgas genéticas com maior frequéncia na
populacdo brasileira. As miscigenacdes raciais ocorridas entre 0s nativos,
escravos africanos e colonizadores europeus, arabes e orientais produziram
caracteristicas antropolégicas Unicas em nossa sociedade!?. Entre os diferentes
tipos de anemias hereditérias, as hemoglobinopatias distribuem-se pelo territorio

brasileiro de acordo com a composicéo étnica de cada regiéo3.

Devido a mutagdes, insercdes ou delecdes estruturais nos genes reguladores
das globinas humanas ocorre formagéo inadequada ou insuficiente das cadeias
globinicas, originando hemoglobinas com estruturas quimicas diferentes a
normalidade. Deste processo originaram-se, principalmente, as beta e alfa

talassemia, Hb C e Hb S%.

As talassemias se devem a delecdes, inser¢cdes ou mutacbes de um ou mais
genes responsaveis pela codificacdo das cadeias globinicas, ocorrendo
auséncia parcial ou total de cadeias alfa (a) ou beta (8)°. A hemoglobina S deriva
de uma mutacado na cadeia globinica 3, havendo substituicdo do acido glutamico
pelo aminoacido valina; a hemoglobina C possui 0 mesmo processo
fisiopatoldgico, porém havendo substituicdo do acido glutamico pelo aminoéacido

lisina®”.

As condig¢des clinicas causadas por estas diferentes alteracdes na hemoglobina
humana diferem em grau e intensidade, uma vez que em casos de pacientes
heterozigotos pode ndo haver manifestacdo clinica. Portanto, o diagnostico
precoce se faz necessario por permitir conhecer as condicdes genética e clinica

do individuo®.

De modo a facilitar o diagnostico destas patologias foi criada e Portaria n°
822/2001 pelo Ministério da Saude. Esta portaria determina a realizacdo da
triagem em recém-nascidos de variadas doencgas ligadas a transmissao
genética, estando entre elas as hemoglobinopatias. O rastreamento realizado
nesta triagem permitiu avaliar a incidéncia e a frequéncia destas anemias frente
a populacdo brasileira; este protocolo, portanto, garantiu as pessoas a

conscientizacdo de sua condicdo genética, permitindo aos casais 0



planejamento na formacéo de sua prole, além de melhor manejo clinico dos

pacientes e melhorar a qualidade de vida destes®.

Mesmo com 0s programas governamentais e o desenvolvimento cientifico ainda
h& um ndamero consideravel de portadores ndo esclarecidos. Isso se deve,
geralmente, ao desconhecimento e/ou descaso dos diferentes profissionais de
salde quanto a essas doencas. Na rotina laboratorial da instituicdo onde esta
pesquisa foi realizada, verificou-se a elevada prevaléncia de pacientes com
valores de hemoglobina normais com microcitose e hipocromia e muitos casos
onde h& anemias de diferentes intensidades a serem esclarecidas,
principalmente apés o tratamento empirico por parte dos médicos com o uso de
ferro sem que haja cura. Deste modo, este trabalho teve por objetivo realizar o
diagnéstico laboratorial da presenca das diferentes anemias hereditarias frente
a uma populacao atendida em um laboratoério de Analises Clinicas na cidade de

Apucarana, regiao norte do estado do Parana.

Materiais e Métodos

Para a realizacao deste trabalho foram selecionadas 100 amostras de sangue
total colhidas por puncdo venosa e acondicionadas em tubos contendo
anticoagulante EDTA. As amostras foram escolhidas aleatoriamente, n&o sendo

levado em conta grupo racial, faixa etaria, condi¢ao clinica e género sexual.

Inicialmente as amostras foram catalogadas aferindo sexo e idade dos
pacientes. Realizou-se a analise do hemograma das amostras em aparelho de
hematologia automatizado XS1000i-Sysmex®. Confeccionou-se laminas por
extensdo sanguinea coradas pela coloracdo May Grunwald-Giemsa de todas as
amostras, aferindo a morfologia celular; as amostras que apresentaram anemia,
microcitose e/ou hipocromia e alteragédo morfologica foram submetidas a analise

em lamina por meio de esfregaco italiano.

Posteriormente as amostras foram submetidas a eletroforese de hemoglobinas
em pH alcalino por aplicacdo em acetato de celulose; as amostras positivas para
0 genotipo S foram analisadas em pH &cido em gel de agarose para confirmacéao.

As hemoglobinas variantes detectadas foram quantificadas por eluigcdo. Estas



analises foram realizadas no Laboratério de Hemoglobinopatias do CDA-Naoum

Laboratorio de Analises Clinicas de Sao José do Rio Preto, SP.

Ao final dos testes foram analisados os dados encontrados e constatadas as
anemias hereditarias detectadas frente aos pacientes analisados de acordo com
a metodologia empregada.

Resultados

No periodo de abril a julho de 2.018 foram testadas para a presenca de
hemoglobinas variantes 100 amostras de sangue total de pacientes atendidos
no Laboratério Sdo Marcos de Andlises Clinicas de Apucarana, estado do

Parané.

Estes pacientes estavam realizando exames de rotina, sem necessidade de
urgéncia ou emergéncia quanto ao prazo para entrega de resultados de seus
exames, sendo a sua maioria exame de checagem periodica. Em grande parte
dos motivos para a realizacdo dos exames constava a necessidade médica de
investigar anemias discretas sem cura apOs tratamento empirico e

esclarecimento de sintomas comuns a processos anémicos.

Do total analisado constatou-se que 24 amostras apresentaram alteracdo nas
hemoglobinas, sendo observada a presenca de diferentes gendétipos de anemias

hereditarias, conforme mostra a tabela 1.

Tabela 1. Quantidade de amostras alteradas

Tipo de Hb NUmero de amostras %
AA (Normal) 76 76
AH 15 15
A2 aumentada 5 5
AS 2 2
AS H 2 2
Total 100 100

Das 24 amostras que apresentaram alteragdo verificou-se que 62,5%
apresentaram alteracdo genotipica para hemoglobina H (talassemia alfa),
20,83% apresentaram alteracdo genotipica para hemoglobina A2 aumentada

(talassemia beta), 8,3% apresentaram alteracdo genotipica para hemoglobina



AS (traco falciforme) e 8,3% para alteracdo genotipica com associacao entre

hemoglobina AS e hemoglobina H (ASH) conforme a tabela 2.

Tabela 2. Distribuicdo das hemoglobinas variantes

Tipo de Hb NUmero de amostras %
AH 15 62,5
A2 aumentada 5 20,83
AS 2 8,3
ASH 2 8,3
Total 24 100

Das 15 amostras onde detectou-se talassemia alfa, 4 apresentaram
hemoglobina A2 inferior a 2%. Nestes casos provavelmente houve interacdo
entre alfa talassemia menor e anemia ferropénica. O nivel de hemoglonina H
aferido obteve uma média de 4%. Para as 5 amostras que apresentaram a
presenca de talassemia beta foi aferido uma média de 6,5% de hemoglobina A2
aumentada. As demais amostras apresentaram a presenca de traco falciforme
(AS) e outras duas a presenca de associacdo entre o traco falciforme e a

talassemia alfa (ASH).

Na analise dos hemogramas constatou-se que a anemia microcitica e
hipocrémica € mais frequente na populacao estudada, estando presente em 40%
dos casos de talassemia alfa; nos pacientes portadores de talassemia beta nao
detectou-se anemia, mas todos 0s pacientes apresentaram microcitose e
hipocromia; nos casos detectados para o traco falciforme observou-se dosagem
de hemoglobina normal e normocitose e normocromia para o0s dois portadores;
para os dois individuos que apresentaram associacdo entre alfa talassemia e
traco falciforme observou-se microcitose e hipocromia, com hemoglobina abaixo

do valor referencial, conforme pode ser observado na tabela 3.

Na analise citologica realizada em lamina corada por May Grunwald-Giemsa e
no esfregaco italiano constatou-se significativa anisopoiquilocitose com
diferentes graus em praticamente todas as amostras alteradas, somente estando
dentro dos padrdes morfolégicos normais nos pacientes portadores do trago

falciforme.



Dacriocitos, esquizécitos, coddcitos e eliptécitos foram os principais e mais
significativos poiquilécitos observados; pontilhados basofilos, corplusculos de
Howell-Jolly e raros eritroblastos foram detectados, porém sem a mesma

intensidade dos poiquilécitos.

Tabela 3. Relacdo entre AH detectada e dosagem de HB e Indices
Hematimétricos

Tipo de Hb HB VCM HCM
(11,1-16,5)* (78-94)* (25-32)*
(10,6-15,5)** (74-90)** (24-32)**

AH 13,6 g/dL 92,9 fL 32,1 pg
AH 12,2 g/dL 90,5 fL 31,4 pg
AH 13,1 g/dL 79,7 fL 26,4 pg

AH (A2)) 8,9 g/dL 75 fL 24,7 pg

AH (A2)) 8,1 g/dL 70,5 fL 20,8 pg
AH 12,9 g/dL 70,1 fL 21,9 pg
AH 10,8 g/dL 74 fL 23,6 pg
AH 7,8 g/dL 56,8 fL 16,4 pg

AH (A2]) 10,8 g/dL 70,5 fL 22,5 pg
AH 11,2 g/dL 77,1 1L 24,7 pg
AH 12,1 g/dL 78,8 fL 25,2 pg
AH 13,4 g/dL 88,2 fL 29,3 pg
AH 8 g/dL 70,9 fL 19,7 pg
AH 13,5 g/dL 87,3 fL 28,6 pg
AH 7,3 g/dL 74,1 fL 24,9 pg
A21 11,6 g/dL 62,1 fL 20,7 pg
A21 11,2 g/dL 62,2 fL 20,6 pg
A271 11,3 g/dL 63,6 fL 20,6 pg
A271 13,4 g/dL 66,4 fL 22,2 pg
A271 14,3 g/dL 69,6 fL 22,6 pg
AS 11,2 g/dL 74,1 fL 24,3 pg
AS 15,3 g/dL 87,8 fL 30 pg
ASH 11,0 g/dL 72,2 fL 22,7 pg
ASH 9,3 g/dL 72,2 fL 23,2 pg

*PACIENTES ADULTOS (ACIMA DE 14 ANOS)
*PACIENTES ABAIXO DE 13 ANOS

Discussao

A alfa talassemia (AH) foi a anemia hereditaria com maior prevaléncia sobre a
populacao testada, estando presente em 15% das amostras analisadas e em 2%
em associacdo com o trago falciforme (ASH). Provavelmente, trata-se da
principal anemia microcitica e hipocrémica detectada em pacientes da regido de
Apucarana nos casos onde os niveis de hemoglobina estdo normais mas ha

VCM e HCM abaixo da referéncia. Assim como outros trabalhos constatou-se



variabilidade morfolégica dos eritrocitos em associagcdo com diminuicdo dos

indices hematimétricos©.

A deteccdo de hemoglobina H em pacientes com hemograma normal, sem
alteracdo nos indices hematimétricos, se deve ao fato de que nestes casos 0
valor de Hb H detectada foi em torno de 1,5%. Naoum explica que para casos
de pacientes com Hb H entre 0,5%-2%, geralmente, o hemograma néo
apresenta alteracdes numéricas. Esses casos sao agrupados como talassemias

minimas??.

Das amostras onde observou-se presenca de hemoglobina H acima de 3%, com
associacdo de hemoglobina A2 diminuida € possivel a associacdo entre
portadores heterozigotos de alfa talassemia em concomitancia para anemia
ferropénica. Nestes casos o ideal € realizar tratamento da ferropenia para

posteriormente repetir a eletroforese de hemoglobinas??.

A presenca macica de alfa talassemia no norte paranaense corrobora com o fato
de que esta anemia hereditaria ser prevalente em quase todos os continentes,
notadamente na Asia e Oceania, regido mediterranea europeia, Oriente Médio e
América'®. Melo-Reis et al. demonstrou que esta talassemia é a mais prevalente
em diferentes regides do Brasil, normalmente sendo identificada a hemoglobina
H por meio de eletroforese alcalina e comprovada por testes de citologia
morfolégical®. Naoum et al. demonstrou que para a regido de S&o José do Rio
Preto (SP) as talassemias representaram 17,1% do total de hemoglobinas
variantes nos pacientes testados, enquanto que para a regiao de Presidente
Prudente as talassemias prevaleceram em 40% do total. Isso se deveu ao fato
de que a regido de Presidente Prudente recebeu um maior aporte de etnia

italiana e asiatical®.

A talassemia beta detectada em 5% das amostras analisadas foi determinada
pela presenca de hemoglobina A2 aumentada; nestes casos os individuos nao
apresentaram diminuicdo dos valores referenciais para a hemoglobina, porém
havendo alteragdo nos indices hematimétricos, demonstrando microcitose e
hipocromia. Apesar de estar menos prevalente em relagéo a alfa talassemia, esta
anemia hereditaria possui destaque sobre a populacdo estudada, onde o

componente étnico mediterraneo se faz notavel; a colonizacéo italiana € uma






Conclusao

Os resultados obtidos nesta pesquisa, em populacdo especifica que é
encaminhada ao laboratério para esclarecer as causas de suas anemias
persistentes ou quadros de anemias a serem esclarecidos, mostrou que
diminuicdes nos indices hematimétricos (VCM e HCM) podem estar diretamente
relacionados com talassemia alfa ou beta menor. Estes casos devem ser
submetidos a analises eletroforéticas de hemoglobinas para correto diagnostico
dos pacientes com posterior esclarecimento de suas condi¢cbes genéticas e

adequado manejo terapéutico.
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