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RESUMO

Dentre as anemias, as morfologicamente classificadas como microciticas sédo as
mais prevalentes. Destas, a anemia ferropriva ocupa um destaque devido a sua alta
incidéncia mundial. Por outro lado, também microciticas, as talassemias séo as
anemias hereditarias mais comuns e estdo entre as mais prevalentes doengas
hereditarias diagnosticadas no mundo, destacando-se nestas as talassemias alfa.
Em Sao Paulo encontram-se 10% de alfa talassémicos, enquanto outras regides do
pais revelam incidéncia de 20%. A frequéncia de heterozigotos da talassemia o
entre individuos afro-descendentes é da ordem de 20,0 a 25,0%. O objetivo deste
estudo consistiu em verificar a incidéncia de Hemoglobina H, em pacientes com
Volume Corpuscular Médio menor ou igual a 80 fL no posto de saude Dr. Hélio
Machado, na cidade de Salvador — Bahia. Foram realizados e analisados
eritrogramas em 200 amostras de sangue periférico de individuos de ambos os
sexos, de qualquer idade, sem distingdo de etnia. Destas, um total de 87 amostras
apresentaram VCM inferior a 80 fL,(43,5% de microcitose) nas quais foram
realizadas pesquisa de HbH através de eletroforese de hemoglobina em acetato de
celulose pH alcalino, sendo positiva em 26 pacientes, obtendo-se, portanto, uma
incidéncia de 29,89% em relagéo aos pacientes microciticos.

Os valores obtidos em relagdo a incidéncia de HbH (29,9%) nos pacientes
microciticos alertam para grande importancia de patologia pouco conhecida e
discutida na Bahia. Os achados em relagdo a incidéncia de microcitose na
populagéo estudada (43,5%) também estimulam preocupacéo diagnéstica, ja que ha
muitas anemias associadas a esta caracteristica morfoloégica, como outras
hemoglobinopatias e anemia ferropriva, sendo fundamental o diagnéstico diferencial,
principalmente entre as talassemias (em particular as talassemias alfa) e a anemia
ferropriva, j4 que o tratamento para esta Ultima pode ser iatrogénico para as
primeiras, podendo gerar implicagbes negativas importantes para a qualidade de
vida do paciente, como acumulo excessivo de ferro no organismo e suas
conseqluéncias deletérias.

Palavras-chave: Hemoglobina H. Talassemia alfa. Microcitose. VCM. Anemia.
Hemoglobinopatias



ABSTRACT

Among the anemia, there are the morphologically classified as microcytic witch are
the most prevalent one. Of these, iron deficiency anemia occupies a prominent
position due to its high incidence worldwide. Furthermore, also microcytic,
thalassemias are the most common inherited anemia and are among the most
prevalent hereditary diseases diagnosed in the world, especially in this alpha
thalassemia. In Sao Paulo there is 10% of alpha thalassemia, while other regions of
the country reveal an incidence of 20%. The frequency of heterozygous thalassemia
a 2 among African descents is between 20.0 to 25.0%. The main reason of this study
is to determine the incidence of hemoglobin H in patients with Mean Corpuscular
Volume less or equal to 80 fL at a health clinic of Dr. Helio Machado, in Salvador -
Bahia, Brazil. Erythrogram were performed and analyzed in 200 peripheral blood
samples in individuals of both sexes, all ages, regardless the ethnicity. Of these, a
total of 87 samples had MCV below 80 fL, (43.5% of microcytosis) in which research
HbH were performed by hemoglobin electrophoresis on cellulose acetate at alkaline
pH and was positive in 26 patients, obtaining an incidence of 29.89% compared to
patients microcytic.

The values obtained by the incidence of HbH (29.9%) in patients microcytic warn of
major pathology little known and discussed in Bahia. The study’s findings regarding
the incidence of microcytosis in this population (43.5%) also stimulate diagnostic
concern, since there are many anemia associated with this morphological
characteristic, like other hemoglobinopathies and iron deficiency anemia and
fundamental differential diagnosis, especially among the thalassemias (particularly
alpha thalassemia) and iron deficiency anemia, since the treatment for the latter may
be iatrogenic for the first, may generate significant negative implications for the
patients life quality, as excessive accumulation of iron in the body and its deleterious
consequences.

Keywords: Hemoglobin H. Thalassemia. Microcytosis. MVC. Anemia,
Hemoglobinopathies.
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1. INTRODUGAO

A anemia é a sindrome de maior prevaléncia na clinica médica, podendo ser
definida como um estado de deficiéncia na quantidade e/ou qualidade da
hemoglobina (Hb) no sangue circulante para o transporte de oxigénio requerido para
a atividade normal de um individuo, o que leva a uma inadequada oxigenacao
tecidual com conseqiéncias clinicas que variam de um simples cansago ou
indisposigdo, até mesmo a inabilidade para execucdo de tarefas basicas
fundamentais, como andar, subir escadas, alimentar-se, etc. Isso pode ser resultante
de uma deficiéncia na captagao, transporte, distribuigéo e/ou liberacao de oxigénio.
(SOUZA & BATISTA FILHO, 2003; HOFFBRAND, 2008; FAILACE, 2009)

Do ponto de vista fisiopatoldgico, as anemias podem ser classificadas por
deficiéncia na producdo de hemacias, com ou sem comprometimento do sistema
hematopoiético, por aumento de destruigdo dos eritrécitos, ou ainda por perda
sanguinea. Por outro lado, podemos também classifica-las morfologicamente
tomando como base o parametro do volume corpuscular médio (VCM) e o contetido
de hemoglobina dos eritrécitos. Dessa forma, as anemias sao divididas em trés
grandes grupos: microciticas e hipocrémicas; normociticas e normocrémicas;
macrociticas. Nestas classificagbes, a anemia por deficiéncia de ferro e as
talassemias estdo incluidas fisiopatologicamente entre aquelas por deficiéncia na
producdo de hemacias e morfologicamente nas microciticas e hipocromicas
(LORENZI, 2006; MELO-REIS et al, 2006).

Entre os fatores etiologicos relacionados as anemias, a deficiéncia de ferro é
a causa mais freqiiente em todo o mundo, constituindo-se em grave problema de
saude publica em nosso meio (MELO et al, 2002). O tempo desde a sua descoberta
e primeira descrigdo ha mais de 1500 anos até os dias atuais, nao fora suficiente
para reduzir a importancia estatistica e clinica da patologia: a anemia ferropriva
continua sendo uma das doengas mais prevalentes que acometem a humanidade
(PAPA et al, 2003).

Por outro lado, as talassemias alfa estdo entre as desordens das
hemoglobinas mais prevalentes no mundo (IBARRA B et al, 2006), sendo também
as anemias hereditarias mais comuns entre as doencas determinadas
geneticamente (WEATHERALL & CLEGG, 2001; HARTEVELD & HIGGS, 2010).
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Essas anemias sdo bastante freqientes na populacdo brasileira. Em Séao
Paulo s3o encontrados 10% de alfa talassémicos, enquanto em outras regides do
pais este niumero pode chegar a 20% (OLIVEIRA et al, 2006). A raz&o provavel para
estes dados esta relacionada ao processo de miscigenacao ocorrido desde o inicio
do povoamento e colonizag&o do Brasil, seguida da dispersdo dos genes anormais
que determinam estas hemoglobinopatias. (MELO-REIS et al, 2006).

As talassemias constituem um grupo heterogéneo de anemias hereditarias
caracterizadas pela deficiéncia total ou parcial da sintese de globina. Estas
hemoglobinopatias s&o classificadas de acordo com a globina afetada. Individuos
normais possuem quatro genes responsaveis pela produgao de globinas alfa, os
quais se encontram aos pares nos dois cromossomos 16. As formas de talassemia
alfa (a) sdo resultantes da deficiéncia de um, dois, trés ou quatro dos genes alfa e
seus portadores sao caracterizados segundo o numero de genes afetados,
recebendo a seguinte classificagdo clinica: portador silencioso (um gene alfa
afetado); talassemia alfa heterozigota (dois genes alfa afetados); Doenca de
Hemoglobina H (HbH) - trés genes alfa afetados; Sindrome de Hidropisia Fetal por
Hemoglobina Bart’s - quatros genes alfa afetados (TOME-ALVES et al, 2000; MELO-
REIS et al, 2006).

O diagnéstico laboratorial das talassemias alfa ndao se distancia da
metodologia mais utilizada para as demais hemoglobinopatias: a eletroforese de
hemoglobina. Para se realizar diagnostico eficaz de alfa talassemia s@o necessarios
além do hemograma automatizado (VCM confiavel), outros testes, como: teste de
resisténcia osmética em NaCl a aproximadamente 0,36%; eletroforese de
hemoglobina em acetato de celulose com os seguintes achados: hemoglobina Az
geraimente diminuida; hemoglobina fetal entre 0 a 1%; hemoglobina H (tetramero

B4) com tracos ja detectaveis ou concentragio variavel da mesma, sendo esta
proporcional & patogenia da doenca. Na analise morfocitologica, além da microcitose
esperada, deve-se buscar alguns corpos de precipitacdo de HbH na coloragao de
azul de cresil brilhante. (BAIN, 2006; OLIVEIRA et al., 2006; NAOUM, et al, 2007,
MENDIBURU & BONINI-DOMINGOS, 2008).

O diagnostico molecular diferencial das talassemias alfa pode ser realizado
através de Southern Blot, PCR (Reagao em Cadeia de Polimerase) diferencial ou
ainda através de Cromatografia Liquida de Alta Performance por Desnaturagao
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(DHPLC), recentemente otimizado para rastreamento de mutacgdes de base unica e
pequenas delecdes (HUNG et al, 2007).

No Brasil, como em outros paises, as hemoglobinopatias sao consideradas
problemas de salde publica, tendo o diagnéstico das mesmas sido incluido nos
programas de triagem neonatal em junho de 2001, com a portaria do Ministério da
Saude - n° 822/GM. Com isso, possibilitou-se o diagnéstico precoce das talassemias
e como consequéncia uma melhora na qualidade de vida dos portadores destas
patologias (MELO ef al, 2008).

Segundo Adomo et al (2005), No Brasil, a frequéncia de ocorréncia de
heterozigotos da talassemia a; (forma de talassemia onde ha producao de globina a,
porém reduzida) entre individuos afro-descendentes é da ordem de 20,0 a 25,0%.
Esses dados corroboram com os achados revelados em Salvador — BA, quando se
obteve 22.2% de frequéncia de talassemia 2> em trabalho realizado com sangue
do cordio de 590 recém-nascidos entre fevereiro e junho de 2000.

Quando a hemoglobina H estad presente nas hemadcias, 0s individuos
portadores podem variar em relagdo a sintomatologia clinica, podendo nao
apresentar sintomas claros da doenca, ou apresentarem alteragoes fisiologicas
marcantes, como microcitose, hipocromia, hepatoesplenomegalia e agregados
intracelulares. Devido a sua grande afinidade pelo oxigénio e dificuldade em
dissociar-se do mesmo, a HbH diminui a taxa de hematose nos tecidos. Esta
hemoglobina alterada pode ainda se oxidar, gerando agregados incorporados a
membrana das hemacias visiveis 8 microscopia 6ptica, aumentando a fragilidade
osmética destas células, as quais sdo corrompidas mais facilmente, sendo
absorvidas pelo tecido esplénico prematuramente, o que diminui sua sobrevida
média (NERI, 2005; WAGNER, 2005; OLIVEIRA, 2006).

Conforme ja exposto, a presenca da hemoglobina H, ainda que nao resulte
em sintomatologia importante em pacientes com um a dois genes afetados, devera
ser diagnosticada, seja para um acompanhamento terapéutico, seja para um
aconselhamento genético, ou ainda para diferenciar-se do perfil ferropénico, ja que o
tratamento deste ultimo pode gerar conseqiéncias graves em portadores de alfa
talassemias (BONINI-DOMINGOS et al, 2004).

Como ainda ha muito desconhecimento sobre as hemoglobinopatias, e em
especifico das talassemias, principalmente na Bahia, onde a populagdo negra €
maioria e a anemia genética mais estudada tem sido a anemia falciforme, assim
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como a grande incidéncia de ferropenia tem induzido a uma precipitacéo diagnostica
em relagdo a pacientes microciticos e hipocrémicos, torna-se util avaliar pacientes
microciticos quanto a incidéncia de hemoglobina H, abrindo uma discusséo sobre a
necessidade do diagnéstico laboratorial ndo restringir-se ao hemograma nas
anemias microciticas, bem como reforgar os prejuizos causados aos pacientes
talassémicos tratados equivocadamente com suplemento a base de ferro.

2. REVISAO DE LITERATURA: TALASSEMIAS

2.1 Histérico

Em 1925, Thomas Cooley, um pediatra de Detroit, descreveu uma sindrome
ocorrente entre criancas de descendéncia italiana, caracterizada por uma anemia
profunda, esplenomegalia, e deformidades ésseas. A partir de entao, evidenciou-se
um grupo de anemias com expressdes clinicas altamente variaveis, caracterizando
as talassemias como entidades clinicas importantes (WINTROBE, 1998). Ainda
neste ano, Cooley e Lee associaram esta forma de anemia severa a esplenomegalia
e alteragbes Osseas freqlentes em pacientes que apresentavam sintomas da
sindrome (WILLIAMS, 1995).

Em 1932, George H. Whipple e William L. Bradford compararam os achados
patolégicos da doenca inicialmente descrita por Cooley a pacientes com sintomas
similares, oriundos do Mediterraneo. Com isso, as talassemias foram classificadas
com base na severidade clinica. Dizia-se que o paciente com importantes
manifestagdes clinicas e que apresentavam uma anemia severa sofriam de
talassemia maior, enquanto os pacientes cujas anemias nao se revelavam tao
severas a ponto de necessitar de transfusbes regulares, eram considerados como
portadores de talassemia intermediaria (WILLIAMS, 1995; WINTROBE, 1998).

Contudo, apenas a partir de 1940, que os verdadeiros caracteres genéticos
associados a referida desordem hematoldgica foram apreciados. Quando a “doenca
de Cooley e Lee” fora relacionada etiologicamente a um gene autossdmico
dominante, o qual poderia ocorrer em heterozigose originando a chamada
talassemia minor ou minima, ou em homozigose, caracterizando uma doencga severa
chamada de talassemia major ou maior (WILLIAMS, 1995).
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Em 1955, Rigas (Estados Unidos) e Gouttas (Grécia), ao analisarem
pacientes com suspeita diagnéstica de talassemia beta, observaram que alguns
apresentavam concentragdes normais de Hb A2 e Fetal, sendo verificada a
presenca de uma nova hemoglobina, com migragao rapida, caracteristicas instaveis
e que formava inclusdes nos eritrécitos quando visualizados apoés incubagd@o com
corantes supravitais, denominada de Hemoglobina H. Esses achados foram
associados as alteragdes morfolégicas dos eritrocitos destes pacientes, desde que
afastadas as possibilidades de tratar-se de ferropenia. (WEATHERALL, 2004).

Em 1965, com o advento da técnica de avaliagao da sintese de globina alfa
e beta a partir de reticulécitos incubados com leucina, a medida da quantidade de
sintese de globina era avaliada pela relagéo alfa/beta, cujo valor meédio se situa em
torno de 1,0. Ao serem analisados os pacientes classificados como talassémicos
alfa, foi observada que a relagéo alfa/beta era menor que 1,0, concluindo, portanto,
que na talassemia alfa ocorria decréscimo na sintese de globina alfa (NAOUM et al,
2009).

Em 1974, Lehmann, um pesquisador da Universidade de Cambridge, ao
analisar casos de hemoglobinas variantes com alteragdes por trocas de aminoacidos
na globina alfa, verificou que todas as Hb variantes de globina alfa apresentavam
concentragbes inferiores a 25% quando associadas com a Hb A, concluindo que
cada pessoa possui quatro genes alfa. Como estes estao presentes nos
cromossomos 16, cada gene sintetiza cerca de 25% da globina alfa. Em 1978, a
partir de metodologias moleculares, comprovara-se a hipdtese de Lehmann.
(NAOUM et al, 2009).

A partir de técnicas moleculares realizadas na década de 80, foi possivel o
estudo dos genes de globina alfa, quando foram revelados diversos defeitos
genéticos que poderiam originar a talassemia alfa, e que dependendo da extensao
da lesdo do gene, a sintese de globina alfa apresentaria diferentes intensidades de
decréscimos, incluindo a auséncia total de sintese. Com isso, haveria um
desequilibrio entre as sinteses de globina aifa e beta, no qual esta Ultima estaria em
excesso, 0 que permitiia a associagdo entre mondmeros de cadeias beta,

resultando em tetrameros de globinas beta (B4), originando a HbH. Portanto, esta

tera sua concentracdo diretamente proporcional @ queda de globina alfa
(CANCADO, 2006).
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Atualmente, ja se sabe que além das formas hereditarias, as talassemias
alfa podem ter causa adquirida. Evidentemente as formas hereditarias sao as mais
comuns, enquanto as formas adquiridas s&o secundarias a um processo patolégico
primario, por exemplo: doengas linfo e mieloproliferativas, anemias sideroblasticas,
entre outras. Nos ultimos anos, a aplicagdo de métodos de tecnologia de
recombinacdo do DNA permitiu a caracterizagao da base molecular para a sintese
de globinas deficientes, sendo verificado que as talassemias sao resultantes da
interagdo de um grande numero de defeitos moleculares diferentes. (WINTROBE,
1998: FIGUEREDO et al, 2004; FAILACE 2009; NAOUM et al, 2009).

2.2 Epidemiologia

As talassemias estdo entre as desordens das hemoglobinas mais
prevalentes no mundo sendo também as anemias hereditarias mais comuns entre as
doengas determinadas geneticamente. Estima-se uma prevaléncia mundial em torno
de 7% da populagdo, ao passo que, segundo a OMS, ocorrem 300.000 a 400.000
nascimentos ao ano de criangas portadoras de formas homozigéticas de talassemias
(WEATHERALL & CLEGG, 2001; IBARRA B ef al, 2006)

Segundo Zago (2001), a distribuicdo geografica das talassemias esta
relacionada a dois fatores: a origem e a vantagem seletiva das mutagbes
talassémicas onde ocorre malaria, € 0s movimentos populacionais migratorios.

As talassemias apresentam distribuicdo geografica bastante abrangente,
estando presentes em todos os continentes. As talassemias alfa ocorrem
principalmente na Africa, paises do Mediterraneo, no Oriente Médio e sudeste da
Asia. A alfa’-talassemia (forma caracterizada pela delegéo total de genes alfa) &
encontrada mais geraimente em Mediterraneos e em populagoes orientais e &
extremamente raro na Africa e no leste médio. Entretanto, as formas de delecao da
alfa*-talassemia (produgdo reduzida de alfa globinas) ocorrem com alta freqiéncia
na Africa Ocidental, Mediterraneo, no oriente Médio e sudeste da Asia (WILLIAMS,
1995: WEATHERALL & CLEGG, 2001; HARTEVELD & HIGGS, 2010).

Dentre os defeitos genéticos da hemoglobina, a talassemia alfa € a mais
prevalente na maioria dos continentes, cuja variante o apresenta indices

alarmantes em paises do Oriente Médio (Arabia Saudita, Ird e Turquia), onde pode
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chegar a frequéncia de 60%, além de que no continente africano e alguns paises da
América (Canada, Estados Unidos, México, Caribe, Jamaica, Venezuela, Argentina)
este indice pode chegar a 40%. Ja a prevaléncia da talassemia a’ praticamente
restringe-se as regides do Mediterraneo e Sudeste Asiatico. (WEATHERALL DJ,
2004; LORENZI, 2006).

Atualmente ja se sabe da elevada incidéncia mundial de talassemias alfa,
com portadores encontrados nas frequéncias polimérficas (> 1%)
em todas as populagbes tropicais e subtropicais que tém sido
estudadas e, em algumas areas, o estado de portador tem tende a fixacdo. Isso
ocorre principalmente em regides onde a malaria falciparum é ou tem sido
endémica, nas quais o processo de selecdo natural manteria os individuos

protegidos contra esta doenga, o que também teria sustentado a manutengédo e

elevagdo da frequéncia dos genes de globinas alterados responsaveis pela
talassemia alfa — fig. 1 (HARTEVELD & HIGGS, 2010).

Fig. 1 — Distribuicdo Mundial de Hemoglobinopatias, demonstrando a sobreposigao
das hemoglobinopatias sobre as areas endémicas da malaria (HARTEVELD

& HIGGS, 2010).

Segundo Naoum (2009), as talassemias alfa atingem em torno de 20% da
populagdo brasileira dos quais cerca de 17% sao assintomaticos e com valores
hematimétricos (Hb, Ht - Hematécrito, VCM e HCM — Hemoglobina Corpuscular
Média) normais; 3% tém discretos graus de anemia microcitica e hipocrémica, e
1:5.000 pessoas é portadora da doenca de HbH.
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Nota-se, portanto, que estas anemias apresentam elevada frequéncia na
populagdo brasileira, ainda que desconhecida por muitos. No estado de Sao Paulo
estimam-se 10% de alfa talassémicos, enquanto em outras regioes do pais este
numero pode chegar a 20% (OLIVEIRA, 2006).

O processo de miscigenagdo, colonizagdo e povoamento do Brasil, além da
grande dispersdo dos genes anormais que determinam estas hemoglobinopatias
justificariam tais estatisticas. No estado de Goids, trabalho realizado com 55
cidades, demonstrou que as talassemias alfa foram as hemoglobinopatias mais
prevalentes, encontradas em 5,2% de uma populagéo com 11,1% de hemoglobinas
variantes. Este nimero pode aumentar, se somado as associacdes encontradas de
a-talassemias com outras hemoglobinas variantes como HbS - 0,5% e com HbC -
0,3% (MELO-REIS et al, 2006). Em Salvador, a prevaléncia de a-talassemias em
trabalho realizado com 590 recém-nascidos, chegou a 22,2% (ADORNO et al ,
2005).

Em Sao Paulo, investigagdo e rastreamento de hemoglobinopatias em
sangue de corddo umbilical de 3.048 neonatos entre os anos de 2001 e 2002,
detectou 13,2% de hemoglobinas variantes incluindo as formas talassémicas, sendo
que o fenétipo de alfa talassemia foi o mais frequente, com 9,48% (MELO, et al,
2008).

Contudo, trabalho realizado em 585 pessoas residentes em Umuarama, no
estado do Parana, obteve um total de 6,83% de hemoglobinas variantes incluindo
talassemias, sendo apenas 1,37% de fenétipos alfa talassémicos heterozigotos.
Além destes, havia presenga de hemoglobina H (alfa talassemia) associada a outras
hemoglobinopatias, como 0,17% com trago faiciforme e 0,17% com beta talassemia.
Estes valores sdo bastante inferiores aos de outras regides inclusive podendo ser
até mesmo discrepantes com demais cidades do estado, provavelmente devido as
caracteristicas de miscigenagéo da populagéo estudada, caracterizada por grande
quantidade de imigrantes de diversas partes do mundo, o que resultaria em um
patriménio genético também diversificado (SEIXAS et al, 2008).

Em suma, além do comportamento atual cosmopolita das hemoglobinopatias
e particularmente das talassemias alfa, no Brasil, a incidéncia e prevaléncia destas
ultimas s3o bastante relevantes, ainda que variavel entre as regides, provavelmente
devido a diversidade dos processos de miscigenagdo, migragao, colonizacao e
povoamentos locais (OLIVEIRA, 2006; MELO, et al, 2008; SEIXAS et al, 2008).
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2.3 Talassemias alfa

As talassemias estdo inseridas nas hemoglobinopatias, grupo de doencas
autossdmicas recessivas caracterizadas por disturbios na sintese de hemoglobina e
aparecimento de hemoglobinas instaveis variantes, o qual também inclui as
sindromes falcémicas. No caso especifico das talassemias, ha um disturbio na
sintese das globinas, que resulta em desequilibrio na produgéo e concentragéo entre
as cadeias de alfa e betaglobinas (NAOUM & BONINI-DOMINGOS, 2007).

As talassemias alfa pertencem ao grupo das hemogiobinopatias por
deficiéncias quantitativas, nas quais ha deficiéncia na sintese de uma ou mais
cadeias de globina alfa (CANCADO, 2006). Acredita-se que a grande maioria dos
disturbios dos genes de globina, incluindo talassemia a, foram resultantes de
mecanismos seletivos e adaptativos no sentido de proteger das grandes
devastagdes causadas pela malaria falciparum (HARTEVELD & HIGGS, 2010).

Apos os trabalhos de Rigas (EEUU) e Gouttas (Grécia), em 1955, quando a
presenca de uma nova hemoglobina, denominada de hemoglobina H (HbH) fora
elucidada, aliada aos processos das técnicas moleculares, os estudos das
talassemias alfa tornaram-se mais freqientes e com processos investigativos mais
eficazes e diferenciais. Com isso, foi possivel demonstrar que em um individuo
normal, as células dipldides contém dois pares de genes de globinas alfa,
localizados um em cada cromossomo 16. Quando ha delegdo em um ou mais genes
responsaveis pelas globinas alfa, tem-se a formagdo da Hemoglobina H, cuja
concentracdo sera diretamente proporcional a quantidade de genes afetados
(SONATI, 2006; NAOUM & BONINI-DOMINGOS, 2007).

A doenga da Hemoglobina H é mais frequente em pacientes heterozigotos
com duas mutacdes diferentes e menos frequente em homozigotos, com
consegiientes quadros clinicos mais relevantes. Geralmente ha decréscimo em
torno de 30% da produgéo de globinas alfa, com conseqiente queda dos valores de
hemoglobina e do volume corpuscular médio das hemécias e quantidades variaveis
de HbH (0,5-40%) e Hemoglobina Bart's detectéaveis no sangue (MELO-REIS et al,
2006; HARTEVELD & HIGGS, 2010).
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2.3.1 Etiopatogenia

As hemoglobinas normais sdo moléculas globulares, sintetizadas durante a
eritropoiese, constituidas por dois pares de cadeias globinicas, ligadas a uma
molécula de heme, esta ultima formada pela condensacdo de quatro nucleos
pirrélicos e um atomo de ferro central, na forma ferrosa (SANTIAGO et al, 2009).

A sintese do heme ocorre nas mitocondrias, a partir de reagoes iniciadas
com a condensagédo entre uma molécula de glicina e uma de succinato, a fim de
originar o acido delta levulinico, que prosseguira em reagdes altamente coordenadas
por um total de oito enzimas incluindo a delta ala sintetase, necessaria para esta
fase inicial. Apos passar por uma fase extra-mitocondrial onde sdo formados
produtos intermediarios do heme conhecidos como porfirinas, ha incorporagdo do
atomo de ferro ferroso na molécula de protoporfiina formada no interior das
mitocdndrias dos eritroblastos, através da agio enzimatica da alfa-ferroquelatase, a
qual facilita a ligagdo do atomo de ferro a quatro atomos de nitrogénio do anel
pirrélico, concluindo assim a molécula de heme. (ZAGO, 2001; BAIN, 2006;
LORENZI, 2006; HOFFBRAND, 2008).

H4 diversos tipos de cadeias de globina que associadas originam diferentes
moléculas de hemoglobina. O tipo de hemoglobina varia de acordo com a fase do
desenvolvimento humano. Na fase embrionaria, predominam as hemoglobinas
Gower 1, Portland e Gower 2, na fase fetal, predomina a hemoglobina Fetal, ao
nascimento e periodo neonatal até aproximadamente 6 meses, predominam a
hemoglobina fetal e a hemoglobina A, e na fase adulta distinguimos as
hemoglobinas A (95-97%), A2 (1-3%) e Fetal (tragos — 2%) conforme evidenciado na
Tabela 1(SANTIAGO et al, 2009).

Apesar da variedade de tipos de hemoglobinas, as cadeias de globinas
sintetizadas no reticulo endoplasmatico dos precursores eritréides até a fase de
reticulécitos, apresentam estruturas similares, compostas por uma sequéncia de 141
aminoacidos para cadeia alfa e 146 aminoacidos para cadeia beta. Enquanto o gene
alfa é duplicado e localizado no brago curto do cromossomo 16, o gene beta € Unico
e localizado no cromossomo 11. Portanto, os individuos normais apresentam quatro
genes alfa e dois genes beta ativos, o que permite a uma grande variedade de
alteragbes genéticas, as quais quando sdo quantitativas, originam as talassemias
(SANTIAGO et al, 2009).
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Tabela 1 — Hemoglobinas e Fases do Desenvolvimento Humano

Periodo de ) .
. Cadeias Globinicas Tipos de Hemoglobina
Desenvolvimento
Cae2 Gower 1
Embrionario Caya Portland
0262 Gower 2
Fetal ol2y2 Fetal
ol2Y2 Fetal
Nascimento ,
oz2B2 Hemoglobina A
a2 Hemoglobina A (95-97%)
2
Hemoglobina A2 (1-3%)
Apés 6 meses 0202 X
Hemoglobina Fetal
i (tragos-2%)

Fonte: SANTIAGO et al, 2009 — Adaptada pelo autor

As moléculas de hemoglobinas normais apresentam quatro niveis estruturais
de organizagdo: primaria, secundaria, terciaria e quaternaria, nas quais, a estrutura
terciaria contribui para que seus aminoacidos polares e hidréfilos permanegam na
superficie da molécula, permitindo sua solubilidade citoplasmatica na hemacia, além
de proteger a molécula de heme pouco soluvel, recoberta por aminoacidos
hidrofébicos. A estrutura final quaternaria da hemoglobina é obtida a partir da
associagao dos pares de cadeias de globinas em tetrdmeros, na qual cada cadeia
de globina tetramérica se aglutina a uma molécula de heme (LORENZI, 2006;
SANTIAGO et al, 2009).

Nas talassemias alfa, um ou mais genes alfa podem sofrer delecdes totais
ou parciais, bem como alteragées nos elementos reguladores dos “clusters’, ou
ainda podem ocorrer mutagdes no processamento e translagéo do RNA, resultando
em diferentes formas da doenga com patogenias distintas (LORENZI, 2006;
FAILACE, 2009; SANTIAGO et al, 2009).

A grande possibilidade de alteragdes genéticas como fatores etiologicos das
talassemias alfa permitem atualmente o estudo de dezenas de fatores responsaveis
por algum tipo de alteragdo na sintese de globinas alfa, sendo as mais frequentes
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oriundas de delegdes génicas, agrupadas de acordo com o gene afetado
(WEATHERALL, 2004; FAILACE, 2009):

o Talassemias alfa 1 => atualmente designada pela expressdo o talassemia, ou
ainda tal alfa (—/-), ocorre quando ha heranga homozigética e auséncia total da
producéo de cadeias alfa, impedindo a formagéo da HbA. Isso leva a tetramerizacao
de cadeias y ainda no feto, originando a globina y,, denominada Hemoglobina de
Barts (Hb Barts), predominante no sangue fetal e incompativel com a hematose e
portanto com a vida. Nessa condigdo, ha morte intra-uterina com hidropsia fetal.
Neste caso, pode também estar presente no sangue fetal, ainda que em pequena
quantidade, a hemoglobina H, formada pela tetramerizac@o das cadeias P globinas.
Um variante desta forma seria a o Talassemia Homozigética, a qual corresponde a
heranga simultanea de dois genes de o talassemia, sendo um de cada cromossomo
homélogo, genétipo (a—/a-). Esta desordem origina um fenétipo com discreta anemia
microcitica. Segundo FAILACE (2009), a diferenga a menor estimada entre estes
portadores e a populagdo nao acometida € da ordem de aproximadamente 1,0 g/dL
de hemoglobina e 15 fL de VCM. Ja a contagem eritrocitaria esta entre os valores
referenciais e a discreta eritrocitose. Segundo SANTIAGO et al (2009), Os
portadores podem apresentar além de baixa concentracdo de Hb Barts (5-10%),
anemia hemolitica leve, hipocromia e microcitose. Podem ainda serem observadas
pequenas inclusdes de hemoglobina H, precipitadas nos eritrécitos, os quais passam
a apresentar aspecto de bolas de golfe (FAILACE, 2009).

o Talassemias alfa 2 => atualmente denominada " talassemia, ocorre nas formas
heterozigéticas, nas quais as globinas alfa se formam, porém em quantidades
reduzidas. Estas formas foram também denominadas formas silenciosas, devido ao
quadro subclinico da anemia. Apesar de sintomatologia pouco visivel, os achados
laboratoriais como microcitose e hipocromia, confundem-se com os tipicos da
anemia ferropriva. A delecao restrita ao gene alfa 1, tal a (xo/a-), defeito genético
pontual de maior prevaléncia no mundo, origina de 1 a 2% de prole homozigotica
(a—/a-). Com o advento da biologia molecular, atualmente se conhecem varias
alteragbes nos genes alfa, como as mutagdes, com subsfituicdo de bases
nitrogenadas, ou delegdes, como a tal a (-a*’; -a*?*). Outra variante da forma

heterozigética é a o° talassemia (ac/~), onde ha comprometimento simultaneo dos
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genes a4 € az, a qual tem alta prevaléncia na Asia, mas é muito rara no Brasil.

Nesta, o fendtipo apresenta uma anemia microcitica semelhante a o' talassemia
homozigética (a—/o-) (WEATHERALL, 2004; FAILACE, 2009; SANTIAGO et al,

2009).

Tabela 2 — Sindromes a-talassémicas e Caracteristicas Clinico-laboratoriais

Hb Barts
Genétipo HbA (%) %) HbH (%) | Caracteristicas Clinico-laboratoriais
Diminuicdo média de Hb e VCM
em relagdo a pacientes saudaveis:
“Portador 95-98 0-2 | 0-tragos o
Hb -0,5g/dL; VCM -5 fL; Auséncia
Silencioso” : i
de sintomas detectaveis.
--/ao Diminuigdo média de Hb e VCM
-ou/=0t em relagdo a pacientes saudaveis:
“a Tal menor” Hb -1,0g/dL; VCM -15 fL; Anemia
90 - 95 5-10 |tragos—-2 | N ) ) )
ou microcitica e hipocrémica discreta;
“Trago a- Ha relatos de cansaco, dores nas
Talasémico “ pernas e palidez.
Anemia microcitica e hipocrémica
moderada a grave,
: hepatoesplenomegalia. Alguns
=-=/=0
pacientes necessitam de
“Doenca da <80 20-30 >15 )

i transfusdes sanguineas. Ha
inclusdes eritrocitarias visiveis a
distensdo comum, evidenciadas
em coloragdes especiais.

3 Anemia hemolitica grave, com

) ) eritroblastose fetal, edema e

“Hidropsia 0 80-100| 0-20 _
Fetal hepatoesplenomegalia, resultando
e

em morte intra-uterina ou neonatal.

Fonte: SANTIAGO et al, 2009; NAOUM, 2009; FAILACE 2009 - Adaptada pelo autor
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As formas moleculares relacionadas as talassemias alfa baseiam-se
fundamentaimente nas delegbes de um ou ambos os genes codificadores de
globinas alfa, comumente as do tipo —*’ e —*?, sendo a primeira a mais frequente
em todo o mundo e responsavel por mais de 95% dos casos em populacdes negras
(WEATHERALL, 2001; HUNG et al, 2007; FAILACE, 2009).

Apesar das grandes variedades genéticas e moleculares citadas, a
patogenia das talassemias estd diretamente relacionada as concentragbes das
hemoglobinas variantes formadas, principaimente da hemoglobina H. Quanto maior
a concentragdo desta, maiores as consequéncias clinico-laboratoriais (Tabela 2)
(LORENZI, 2006; FAILACE, 2009; SANTIAGO et al, 2009).

Ainda que raras, ha também formas adquiridas de Talassemias alfa, com
sintomatologia e achados laboratoriais tipicos das formas de Portador Silencioso e
Tragos alfa-talassémicos, conforme reportado por FIGUEREDO et al, 2004.
Contudo, para caracterizar a forma adquirida é necessario cautela na pesquisa e
afastamento da possibilidade congénita, bem como histérico familiar positivo para
esta patologia. Deve-se ainda diagnosticar a presenca da hemoglobina H por uma
metodologia confidvel, como a eletroforese de hemoglobina, cromatografia, ou
pesquisa intra-eritrocitaria de HbH com coloragdo supravital, aléem da presenca
confirmada de algum tipo de neoplasia hematolégica (STEENSMA et al, 2005)

Tantos os movimentos migratérios quanto o aumento de consaguinidade da
populagdo podem contribuir seja para a grande incidéncia das talassemias alfa, seja
para aspectos adaptativos benéficos, como a relago positiva entre a endogamia e a
mudanga na velocidade da selecéo de alelos e consequente adaptacao para genes
de talassemia alfa (DENIC et al, 2008).

Diferentemente da talassemia beta, na qual o acumulo de cadeias alfa
diminui a hidratagdo celular podendo precipitar residuos globinicos desde as
hemacias imaturas, nas alfas talassemias, as globinas beta e gama em excesso,
apesar da capacidade aglutinante entre si, sdo inicialmente sollveis e aumentam a
hidratacéo celular, logo, ndo precipitam durante a eritropoise, e consequentemente
ndo causam disturbio na mesma. Contudo, com a maturagdo dos eritrocitos
circulantes, o acumulo de globina B tetramerizada nestes, entdo chamada
Hemoglobina H, precipita no interior dos mesmos gerando inclusdes deletérias para
as hemacias, seqiestradas precocemente pelo sistema reticulo-endotelial,
principalmente o esplénico (STEINBERG et al, 2005; NAOUM et al, 2009).
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Com isso, o quadro clinico fica relevante, podendo ser evidenciado, além
dos sintomas tipicos de anemia, consequéncias hemoliticas, como
hepatoesplenomegalia, leve ictericia e reticulocitose, sendo muitas vezes
necessarias transfusdes sanguineas como terapéutica paliativa. Outros exames
laboratoriais evidenciam alteragdes, como contagem de reticulécitos elevada e
diminuigao da fragilidade osmética (CHUI et al, 2003).

2.3.2 Diagnéstico Clinico e Laboratorial das Talassemias o

Segundo NAOUM & BONINI-DOMINGOS (2007), A principal caracteristica
laboratorial das talassemias alfa é a visualizacdo da HbH em amostras de sangue
hemolisado com saponina a 1% e submetidas a eletroforese em acetato de celulose
— o fundo branco deste tipo de eletroforese facilita a identificacédo da Hb H, a qual
podera apresentar concentragdes visiveis a partir de 0,5%.

Geralmente, a grande maioria de pacientes Portadores Silenciosos e com
Tragos Talassémicos, ou seja, com um a dois genes afetados, nao revelam
alteragdes numéricas importantes no hemograma, tao pouco sinais clinicos que
favoregam ao médico a suspeita diagnoéstica. Uma pequena minoria desenvolve
sintomas discretos, como os primeiros sinais cardeais de anemia: cansago, e
hipocromia de mucosas (WEATHERALL, 2004; NAOUM & BONINI-DOMINGOS,
2007; SANTIAGO et al, 2009).

Um teste laboratorial util para investigacao das talassemias alfa & a pesquisa
intra-eritrocitaria de HbH, a qual pode ser visualizada como inclusdes azurdfilas em
distensées sanguineas obtidas a partir de sangue incubado a 37°C com coloragao
supravital (azul de cresil brilhante). Nestas, os eritrécitos exibem incluses de
hemoglobina H na forma de precipitados que percorrem as células, conferindo-lhe
um aspecto tipico, comparados por alguns autores a aparéncia de “bolas de golfe”
conforme figura 2 (BAIN, 2006; FERNANDES et al, 2006). Entre as principais
técnicas utilizadas, esta possui a maior sensibilidade e podem ser bastante uteis na
tiagem das diversas formas de talassemias alfa, incluindo as adquiridas
(STEENSMA et al, 2005).
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Fig. 2 — Precipitados de HbH em sangue de portador do trago alfa talassémico,
incubado a 37°C com azul de cresil brilhante por 60 minutos (NAOUM et al,
2009).

Recentemente, modelo alternativo de distensdo sanguinea com incubagoes
em 30 e 60 minutos (figura 3) promove maior definigio dos precipitados de HbH na
lamina, bem como elimina grande parte de artefatos gerados na metodologia
classica, como manchas de corante que dificultam a diferenciagéo das inclusdes.
Nesta nova metodologia, diferentemente da habitual, cobre-ser a gota de amostra na
lamina com laminula e o espalhamento da amostra se da por pressao dos dedos,
entre duas folhas de papel absorvente. A observagéo microscopica € realizada em
objetiva de imers&o (100X) (MENDIBURU & BONINI-DOMINGOS, 2008).

a b
e i

=

4 =

Fig. 3 — Modelo de rotina (a) e alternativo (b) para distensao sanguinea
(MENDIBURU & BONINI-DOMINGOS, 2008).
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Outro teste utili para triagem de hemoglobinopatias e com grande
sensibilidade para talassemias incluindo a alfa-talassemia seria o Teste de
Fragilidade Osmotica (figura 4), o qual podera ser realizado e interpretado
qualitativamente de forma bastante simples, a partir de mistura entre pequena
quantidade de sangue a ser investigado e solugdo de NaCl a 0,36%, sempre
comparando com sangue de paciente normal coletado nas mesmas condicdes e
mesmo dia. Devido ao baixo custo, simplicidade técnica e alta sensibilidade para
talassemias, poderia até mesmo ser incluido em exames pré-natais, evitando-se
testes investigativos mais caros para a grande maioria da populagao, ja que um
resultado negativo em um dos genitores seria preditivo negativo para prole com
talassemia grave (SIRICHOTIYAKUL et al, 2004; BAIN, 2006).

Fig. 4 — Teste de Fragilidade Osmética em salina 0,36%, realizada pelo autor no
Lab. de Analises Clinicas da UCSal: amostra 1 com turbidez devido a
reducdo da fragilidade osmética; amostra 2 de sangue normal. Ao fundo,
analisador hematologico utilizado na referida pesquisa, citado no item
431.

Na doenga da hemoglobina H (trés genes afetados), o diagnéstico clinico e
laboratorial j4 € mais simples, em virtude da sintomatologia evidente e tipica de
anemia, que pode vir acompanhada de sinais anatémicos, como aumento de figado
e baco, comumente diagnosticados ao exame clinico. Os resultados laboratoriais
também s3o relevantes, pois expressam diminuigdes nitidas de Hb, VCM e HCM,
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caracterizando a anemia microcitica e hipocromica. Contudo, o diagnéstico
patognomanico sé sera realizado a partir da determinacéo da HbH por Eletroforese
de Hemoglobina em celulose, pH alcalino, quando geraimente € observado HbH
superior igual ou superior a 15% do total de hemoglobinas presentes
(WEATHERALL, 2004; FERNANDES et al, 2006; NAOUM & BONINI-DOMINGOS,
2007).

Na forma homozigética grave, como dele¢do dos quatro genes de globina «
(Hidropsia Fetal por doenga de Bart’s), ha morte intra-uterina ou natimorto, com
presencga de anemia hemolitica grave, edema generalizado e hepatoesplenomegalia,
tendo como achados laboratoriais eritroblastose fetal perceptivel ao exame
microscépico da distensdo sanguinea e eletroforese de hemoglobina com
predominio de Hb Bart's (tetramero ys), a qual varia entre 80 a 100% (LORENZI,
2006; NAOUM et al, 2009; SANTIAGO et al, 2009).

O diagnéstico laboratorial molecular diferencial das talassemias alfa, pode ser
realizado através de analises de DNA por Southern Blot, contudo esta metodologia
sofisticada e de alto custo, além de demorada e trabalhosa. Atualmente, os testes
moleculares diferenciais a partir da PCR (Reagdo em Cadeia de Polimerase) sao
mais indicados devido a maior sensibilidade e rapidez na execugdo. Ha ainda
metodologia relativamente nova a partir de Cromatografia Liquida de Alta
Performance por Desnaturagdo (DHPLC- figura 4), recentemente otimizado para
rastreamento de mutagdes de base unica e pequenas delegdes (HUNG et al, 2007).

a) b)
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e
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Fig. 5 — Diferenciagdo molecular de genétipos a-tal por DHPLC (HUNG et al, 2007 —
Adaptada pelo autor)
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2.3.3. Diagnéstico Diferencial das Talassemias o nas Microcitoses

Conforme citado anteriormente, ha diversas formas de talassemias alfa,
sendo que muitas destas possuem, ainda que pouco notaveis, achados clinico-
laboratoriais comuns em outras anemias microciticas, como a ferropenia, e outras
hemoglobinopatias como as beta talassemias e variantes. (MELO ef al, 2008;
SANTIAGO et al, 2009).

Em trabalho realizado com analise de 58 casos e 235 controles no Hospital
das Clinicas de Porto Alegre, fora detectada a frequéncia de 63,8 % de
hemoglobinopatias em pacientes ndo ferropénicos, sendo verificado 25,9% de
talassemias alfa entre os casos e 11,5% entre os controles (WAGNER et al, 2005).
Logo, devido a grande frequéncia de anemia ferropriva e de talassemias em nao
ferropénicos, é bastante comum na pratica clinica, a necessidade de diferenciagcao
entre anemia ferropriva e talassemias menores, a fim de se evitarem iatrogenias na
abordagem terapéutica dos pacientes, como a frequente elevacéo de depdsitos de
ferro hepatico, o que pode resultar até em quadros mais graves, como a
hemossiderose (AGULO et al, 2008; SANTIAGO et al, 2009).

Diversos exames tém sido investigados em pacientes microciticos e com
hemoglobinopatias, sempre na tentativa de se obter dados de facil e rapido acesso
diferenciais entre estas patologias, ou que permitam boa avaliagdo terapéutica.
Alguns marcadores de lesdo tecidual com importdncia prognostica em outras
patologias como a micro e macroalbumindria, quando pesquisada em individuos
adultos com sindromes falcémicas e talassemias alfa, apresentam resultados
diferenciais entre os mesmos, com dados patolégicos nos pacientes falciformes e
valores normais em alfa-talassémicos. Sugere-se que estes ultimos apresentem um
efeito protetor contra a glomerulopatias, conseqiéncias tipicas de pacientes
falciformes (D. NEBOR et al, 2010).

Marcadores importantes de ferropenia, a ferritna e os receptores de
transferrina, podem também ajudar no diagnéstico diferencial das microcitoses, pois
enquanto na anemia ferropriva a ferritina esta escassa ou ausente, na maioria dos
adultos com Doenca da HbH esta elevada, inclusive contribuindo para patogenia da
doencga. Nestes e também em outras formas mais brandas de talassemias alfa, ha
aumento dos receptores de transferrina, possivelmente devido a resposta medular
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regenerativa a anemia hemolitica, com o aumento da eritropoiese (CHUY et al
2003).

A fim de estabelecer parametros diferenciais entre as anemias microciticas,
a eletroforese de hemoglobina em pH alcalino, pesquisa intra-eritrocitaria de HbH, a
HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Performance) e DHPLC, além da dosagem de
ferritina, estabelecem resultados que possibilitam a identificacdo e diferenciagao
entre diversas formas de hemoglobinopatias e ferropenia. Contudo, a clinica médica
devera indicar a ordem e a necessidade de cada exame, a fim de se estabelecer
eficacia diagnéstica, possibilitando o tratamento mais adequado (CANGADO, 2006;
HUNG et al, 2007; MELO et al, 2008; NAOUM et al, 2009).

Ainda assim, ha dificuldades no diagnéstico das talassemias alfa mesmo
quando da escolha correta dos exames, seja por impericia técnica, instabilidade da
hemoglobina H com dificuldade de sua deteccdo por eletroforese e na analise
citolégica com coloragdo supravital, além da presenca de interagdo alfa/beta
talassemias e no desequilibrio minimo entre as globinas alfa e beta (NAOUM &
BONINI-DOMINGOS, 2007; SANTIAGO, 2009).

Como os pacientes alfa-talassémicos possuem variados perfis
hematolégicos entre os diferentes padrées genotipicos e mesmo considerando o
mesmo grupo genotipo, analises populacionais de eritrograma destes pacientes, a
fim de se estabelecer futuramente padrées estatisticos que auxiliem no diagnéstico e
acompanhamento de diversos grupos regionais e eticamente distintos sao uteis para
a eficacia diagnostica e melhoria de qualidade de vida dos portadores dessa
hemoglobinopatia (OLIVEIRA et al, 2006).

Ja as metodologias moleculares mais exatas e sofisticadas para diagnostico
diferencial de talassemias alfa nao sao utilizadas em escala devido ao alto custo e
complexidade técnica (HUNG et al, 2007).

Atualmente tem se desenvolvido técnicas moleculares bastante sofisticadas,
como metodologia que associa eletroforese, cromatografia capilar com
nanoparticulas de ouro utilizadas como fase pseudo-estacionaria, a fim de melhorar
a resolugao da separagao de fragmentos de DNA em polimero de baixa viscosidade,
obtendo-se resultados com excelente concordancia com a metodologia classica de
separacao eletroforese com gel (CHEN et al, 2009).
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3. OBJETIVOS

GERAL

Identificar a incidéncia de Hemoglobina H em pacientes com Volume
Corpuscular Médio (VCM) menor ou igual a 80 fentolitros (fL) no posto de
salde Dr. Hélio Machado, na cidade de Salvador — Bahia, no periodo de
ago/2009 a set/2009.

ESPECIFICOS:

>

Relacionar os dados estatisticos da distribuicao mundial de alfa talassemias
com os registros no Brasil e os dados obtidos;

Relacionar as principais técnicas laboratoriais para o diagnostico de
talassemias alfa;

Observar a incidéncia de microcitose nos pacientes analisados;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Casuistica

Foram analisadas 200 amostras de sangue total de pacientes atendidos no
posto de saude Dr. Hélio Machado, na cidade de Salvador — Bahia no periodo de
ago/2009 a set/2009, de ambos 0s sexos, € sem distingdo idade ou etnia para
pesquisa de Hemoglobina H nos pacientes que apresentaram VCM menor ou igual a
80 fentolitros (fL).

O presente trabalho fora submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
UNISA e os pacientes ou aos seus responsaveis legais (no caso dos menores de
idade) assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Neste
documento fora explicito o objetivo da pesquisa, bem como teve declarado que a
participagdo do individuo € voluntaria e isenta de qualquer conotagao financeira,

politica ou racial (Apéndice ).

4.2. Amostras

Foram coletadas amostras de sangue de acordo com as normas da
Resolugao n° 196/98 do Conselho Nacional de Saude. A coleta de 5 mL de sangue
total sera realizada por profissional habilitado através de puncao periférica venosa,
utilizando o sistema a vacuo, acondicionando o sangue diretamente em tubos com
K; EDTA (etilenodiaminotetracético potassico).

4.3 Metodologia:

4.3.1 Eritrograma

Fora realizado em equipamento semi-automatizado (modelo CELM CC550)
no Laboratério de Anélises Clinicas da Universidade Catélica do Salvador — UCSal o
eritrograma de todas as amostras incluindo como parametros: numero de eritrocitos
(E), Hematécrito (Ht), Hemoglobina (Hb), Volume Corpuscular Médio (VCM),
Hemoglobina Corpuscular Media (HCM) e Concentracao de Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM).

Em seguida, foram selecionadas as amostras com VCM igual ou inferior a 80
fL, a fim realizar-se nas mesmas Pesquisa de Hemoglobina H, através de corrida
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eletroforética em pH alcalino no Centro de Referéncia em Hemoglobinopatias Dr.
Paulo César NAOUM, atual Centro de Diagnéstico de Anemias (CDA).

Conflitos entre resultados e cormrelagbes suspeitas entre os indices
hematimétricos foram confrontados com resultados obtidos através de “Eritrograma
Manual®, realizado a partir de contagens microscopicas de eritrécitos em camara de
Neubawer dupla espelhada, com amostra diluida 1:200 em solugdo de Hayen
Gower, dosagem de hemoglobina obtida por espectrofotdmetro (modelo CELM
E225) através do Método de Drabkin Modificado (kit Labtest Diagnostica) e
hematocrito a partir de microcentrifugagdo a 11.000 rpm, utilizando para tal
Centrifuga para micro-hematécrito (modelo MH CELM). A partir destes dados,
obtiveram-se os indices hematimétricos calculados.

4.3.2 Eletroforese de Hemoglobina

Nas amostras com VCM <80 fl foram realizadas pesquisa de Hb H através de
eletroforese de hemoglobina em acetato de celulose pH alcalino no Centro de
Referéncia de Hemoglobinopatias Dr. Paulo César NAOUM, atual CDA — Centro de
Diagnéstico de Anemias. Neta técnica, considerando-se que a hemoglobina € uma
proteina carregada negativamente, em pH entre 8,0 e 9,0, esta migra em dire¢ao ao
pélo positivo. Como se sabe que as diferentes mobilidades verificadas entre as
diversas hemoglobinas com defeitos estruturais se devem as alteragcdes de cargas
elétricas, causadas por substituicbes de aminoacidos de diferentes pontos
isoelétricos (pl), espera-se que as hemoglobinas que nao envolvem alteragbes de
cargas elétricas, geralmente apresentem mobilidade eletroforética semelhante a da
Hb A; nesse grupo situa-se a maioria das hemoglobinas instaveis.

A partir do preparo do tampao TEB (Tris-EDTA-borato 0,025M) - pH 85 ,
colocou-se igual quantidade desta solugdo em cada compartimento eletrolitico da
cuba de eletroforese. Em seguida, o acetato de celulose fora embebecido na
solucgéo tampéo, previamente colocada numa vasilha, por um tempo de 15 minutos.
Apds este tempo, enxugou-se o acetato de celulose entre duas folhas de papel
absorvente para remover o excesso de solugdo tampédo. As tiras de acetato de
celulose foram entdo ajustadas na cuba de eletroforese, deixando-as sempre
esticadas, utilizando-se papel de filtro para fazer a ponte de corrente elétrica na fita.
A partir de entdo, as amostras foram aplicadas nas tiras de acetato de celulose
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(hemolisado com saponina 1%) a 2 cm do compartimento do pélo negativo. A fonte
fora ajustada para a corrente de 300 volts por 20 minutos. Apés a corrida, 0
fracionamento fora analisado durante os 5 primeiros minutos, observando a
presencga ou ndo de HbH. Esta, quando presente, podera ser visualizada, ja que o
hemolisado continha saponina a 1%. Durante a eletroforese é importante o uso de
pelo menos uma amostra controle. Na auséncia de padrdes tipo Hb AS, Hb AC, ou
outra forma de hemoglobina variante, usa-se uma amostra com hemoglobina
normal. O padrdo normal constitui-se num excelente meio de comparacdo entre
hemoglobinas “normais” e “anormais”. A utilizagéo de “mapas” de referéncia é muito
atil na interpretagdo dos resultados, o que fora disponibilizado pelo CDA. E valido
salientar que durante todo o procedimento, os cuidados técnicos e de biosseguranca
relativos aos ensaios de eletroforese foram rigorosamente seguidos, bem como
foram evitadas as possiveis intercorréncias em relagéo a metodologia, as quais vao
desde o cuidado na preparagao do tampao, estabilizagdo da corrente elétrica, até a
integridade dos reagentes utilizados e preparo do hemolisado.

Paciente 0074: Sexo: Masculino; Idade: 5 anos:

N° 0074 14/8/2009 V. Ref. *

RBC 399 x10%mm®  40-52)  » 10%mm?

HCT 29.0 % (35-45) o HbA
MCV 72,7 p3 (77-9%5) L3R

MCH 231 pug (25-33) g (pg)

MCHC 31,7 % B1-37) 9

HGB 9,2 g/dL (11.5-155) gidL

* Valor Referencial conforme Wintrobe (1998) — Anexo |.

Fig. 6 — Eritrograma (transcricdo de resultados do analisador semi-automatico) e
Eletroforese de Hb de paciente com HbH positiva (1,7%) obtidas com as
metodologias descritas durante a referida pesquisa.
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5. RESULTADOS

A partir da andlise do hemograma dos 200 pacientes, foram observados que
87 destes estavam com VCM igual ou inferior a 80 fL, correspondendo a uma
frequéncia de 43,5% (tabela 3). Nestes Ultimos, ao realizar-se a Pesquisa de
Hemoglobina H, esta foi positva em 26 pacientes, obtendo-se, portanto, uma
incidéncia de 29,89% em relagdo aos pacientes microciticos (tabela 4 e Apéndice II).

Tabela 3 — Frequéncia de Microcitose* no Posto de saude Dr. Hélio Machado,
Salvador — Bahia, entre ago/2009 a set/2009

VCM (fL) fi fr / %
<80* 87 043 435
80<VCM<100 110 0450 550
2100 3 0015 15
Total (%) 200 7 1,000 100,0

Fonte: Primaria
* Valor Referencial conforme Wintrobe (1998).

fi = frequéncia absoluta; fr = frequéncia relativa.

Tabela 4 - Frequéncia de HbH em pacientes com Microcitose* no Posto de saude
Dr. Hélio Machado, Salvador — Bahia, entre ago/2009 a set/2009

HbH - alfa Tal WERS SR
i| & | %
Presenca 26 0,2 29,89
Auséncia 61 011 70,11
Total 87  /1,0000 100,00

Fonte: Primaria
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Como n&o houve critérios de exclusdo a partir de género, idade ou etnia dos
200 pacientes analisados, a faixa etaria fora bastante variavel, entre 3 e 89 anos,
tendo como média individuos de 25 anos. Quanto ao género, 150 pacientes foram
do sexo feminino (75%), enquanto que apenas 50 (25%) foram do sexo masculino

(Apéndice I1).

6. DISCUSSAO

Analisando os resultados obtidos, pode-se verificar uma incidéncia de
hemoglobina H equivalente a 29,89% em pacientes microciticos na populagédo
estudada, o que reforga a justificativa deste projeto, bem como demonstra coeréncia
com os dados obtidos em pesquisa anteriores, ainda que nao sejam frequentes os
trabalhos relacionados restringirem a populag@o amostral a pacientes microciticos.

Um estudo realizado em Salvador-BA no ano de 2000 relatou a frequéncia de
22.2% de talassemia o> "*® em sangue do corddo de 590 recém-nascidos daquele
ano (ADORNO et al, 2005). Ainda que este ultimo n&o tenha sido realizado apenas
em pacientes microciticos, ha correlagéo positiva entre esses numeros e o trabalho
exposto, ja que é de se esperar uma maior incidéncia de HbH em pacientes com
microcitose, caracteristica importante presente nas talassemias alfa.

Dados estatisticos relacionados publicados sobre talassemias alfa, como o
trabalho de Adorno et al, (2005), na qual a frequéncia de heterozigotos da
talassemia a, entre individuos afro-descendentes é da ordem de 20,0 a 25,0% , aléem
dos dados publicados por NAOUM (1997), nos quais a estimativa € de que em torno
de 20% da populagéo brasileira apresentem algum tipo de talassemia alfa, também
estabelecem correlagdo positiva com os achados deste trabalho, ja que os valores
encontrados neste foram inclusive superiores aos citados, provavelmente devido a
sua restricdo amostral para dosagem de HbH apenas em microcitose.

Segundo Wagner et al (2005), pesquisa realizada com analise de 58 casos e
235 controles no Hospital das Clinicas de Porto Alegre, detectou frequéncia de 63,8
% de hemoglobinopatias em pacientes ndo ferropénicos, sendo 259% de
talassemias alfa entre os casos, nimeros que também guardam coeréncia com 0s
29,89% de alfa-talassémicos nos microciticos obtidos neste trabalho. Vale sempre
ressaltar que ha diferengas entre a populagéo amostral dos dois trabalhos, ja que na
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pesquisa em Porto Alegre, além de populagdo apresentar etnia predominantemente
diferente de Salvador, o primeiro nao restringiu aos pacientes microciticos, ao passo
que neste trabalho também nado se estabeleceu a freqiéncia de ferropenia nos
pacientes que apresentaram microcitose.

No Meéxico, Ruiz-Reyes et al (2006), pesquisou talassemia alfa em 106
pacientes com microcitose ou hipocromia e sem ferropenia, obtendo como resultado
apenas 11 casos de a-talassémicos (10,4%). Apesar de haver correlagdo amostral
em relagdo a microcitose, este excluiu possiveis pacientes com ferropenia e alfa
talassemia concomitantes, o que pode ter minimizado o percentual encontrado.

Usar como critério de exclusdo para pesquisa de talassemias a ferropenia,
pode subestimar os dados obtidos, j& que ha grande possibilidade de haver
intersecgdo entre as patologias, como fora demonstrado por Lafferty et al (2007),
quando registraram que 75 pacientes dos 664 investigados (11,3%) apresentavam,
além de talassemias (alfa ou beta), ferropenia (feritina inferior a 18 ng/ml)
associada. Nesse trabalho, realizado em Ontario (Canada), ha grande correlagao
com o exposto, ja que sua populacdo amostral total fora microcitica (VCM<80 fl),
além de que o mesmo ndo excluiu os pacientes ferropénicos. Dos 664 pacientes,
investigados, 224 (33,7%) apresentavam alguma forma de a-talassemia.

Sankar et al (2006) ao avaliarem a freqiéncia de talassemia alfa em 276
individuos com microcitose no Norte da India, verificou que destes, 33 pacientes

apresentavam delegdo —o’’

em heterozigose (—/ac) e apenas 2 eram
homozigéticos (—a/—a), resultando em um total de 12,7% de pacientes com
talassemia alfa. Apesar dos valores relativamente baixos de frequéncia de alfa-
talassemia quando relacionados a outras pesquisas aqui apresentadas (incluindo a
do autor), € valido salientar que os pacientes indianos também revelaram uma
elevada frequéncia (30,8%) de delegdo —a’’ e, consequentemente, de alfa
talassemia em pacientes com S-Btal. Nesse trabalho, os autores também
investigaram paralelamente ferropenia, além de outras causas de microcitose, como
esferocitose hereditaria e deficiéncia de G6PD.

Em recente publicagdo, Bezerra (2009) ao investigar o diagnéstico molecular
de talassemia alfa com genétipo -7 em individuos com microcitose e/ou hipocromia

em um hospital de Natal — RN, além de ratificar como importante causa de
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microcitose a talassemia alfa, registrou a prevaléncia de 32,9% de talassemia alfa
nos 319 pacientes investigados, niUmeros bastante proximos dos apresentados.

Em paralelo, os ultimos dados da OMS confirmam a grande prevaléncia de
microcitoses nas anemias, lideradas amplamente pela anemia mais frequente em
todo o mundo, que é ferropriva. Contudo, estabelecer um diagnéstico diferencial
para o extenso grupo de anemias classificadas morfologicamente como microciticas,
ainda se apresenta como um grande desafio, pois estas entidades guardam entre si
importantes e frequentes semelhangas clinico-laboratoriais. Nestas, o hemograma
apenas indicard a presenca da anemia, necessitando de outros exames para 0O
diagnéstico diferencial (AGULO et al, 2008; SANTIAGO et al, 2009).

As talassemias alfa também apresentam importantes semelhancas clinico-
laboratoriais com as ferropenias, grupo de anemias mais prevalentes e grande
problema de satde publica mundial. Ambas morfologicamente se apresentam como
anemias predominantemente microciticas e hipocrémicas, portanto com VCM e HCM
abaixo dos valores referenciais. A fim de se obter um diagnéstico diferencial entre as
mesmas, as dosagens de ferritina e/ou saturagdo da transferrina podem incluir ou
excluir as ferropenias, contudo, para o diagnéstico das talassemias alfa €
imprescindivel a eletroforese de hemoglobina em acetato de celulose em pH alcalino
ou metodologia molecular como PCR, além de outras, ja citadas (STEENSMA et al,
2005: AGULO et al, 2008; SANTIAGO et al, 2009; HARTEVELD & HIGGS, 2010).

E vdlido salientar que a No Brasil, como em outros paises, as
hemoglobinopatias ja s&o consideradas problemas de saude publica, e a inclusao do
diagndstico das mesmas nos programas de triagem neonatal em junho de 2001,
com a portaria do Ministério da Saude - n° 822/GM tem contribuido para uma melhor
investigagdo e consequente ampliagdo dos dados estatisticos, bem como
promovendo melhoria significativa na qualidade de vida dos portadores dessas
sindromes (MELO et al, 2008).

Contudo, especificamente as talassemias alfa ainda requerem exame
adicional através da eletroforese de hemoglobina com acetato de celulose em pH
alcalino, sendo também Uteis exames complementares, como a pesquisa de
inclusées intra-eritrocitaria de HbH a partir de coloragdo supravital e teste de
fragilidade osmética, nem sempre habituais em laboratérios ambulatoriais de rotina
(STEENSMA, 2005; BAIN, 2006; NAOUM 2009).
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Outras metodologias mais complexas, como as moleculares sao
indispensaveis para andlise genética da patologia, avangcando na exatidao
diagnostica e permitindo andlises estatisticas e populacionais de longo prazo,
incluindo as movimentagdes migratorias e de cruzamentos consanguineos, como as
abordadas no trabalho de DENIC et al (2008).

Dentre as metodologias moleculares, destacam-se a PCR, Southern Blot e
DHPLC, além de técnica hibrida entre eletroforese e cromatografia capilar com
nanoparticulas de ouro, recém descrita por CHEN et al (2009).

Durante a revisdo bibliografica realizada neste trabalho, ndo houve grande
quantidade de pesquisas nos Ultimos cinco anos na busca de investigagao de
apenas talassemias alfa restrita em microcitoses, sem exclusao de ferropénicos, 0
que reforga a importancia deste trabalho, além de que sua amostragem fora em uma
cidade com grande etnia negroéide, em servigo publico, portanto em populagdo pouco
assistida e com servigos investigativos de anemias precarios, em um estado onde a
maioria dos estudos se direciona para hemoglobinopatias com maior apelo clinico,
como a anemia falciforme.

Os dados obtidos mostraram coeréncia em relagédo aos publicados no Brasil e
em outros paises, citados e comentados anteriormente. Os valores obtidos em
relagdo a incidéncia de HbH (29,9%) nos pacientes microciticos alertam para grande
importancia de patologia pouco conhecida e discutida na Bahia. Apesar da grande
maioria apresentar fenétipo subclinico, a tendéncia é que cada vez mais individuos
heterozigéticos se encontrem, podendo gerar prole inviavel, como é o caso da
deleco total de globinas alfa na hidropisia fetal.

Os achados em relagdo a incidéncia de microcitose na populacdo estudada
(43,5%) também estimulam preocupagdo diagnéstica, ja que ha muitas anemias
associadas a este quadro, sendo fundamental o diagnéstico diferencial,
principalmente entre as talassemias (em particular as talassemias alfa) e a anemia
ferropriva, j4 que o tratamento para esta ultima pode ser iatrogénico para as
primeiras, podendo gerar implicagbes negativas importantes para a qualidade de
vida do paciente, como acumulo excessivo de ferro no organismo e suas
conseqiéncias deletérias.
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7. CONCLUSOES

e A incidéncia de Hemoglobina H em pacientes com Volume
Corpuscular Médio (VCM) menor ou igual a 80 fentolitros (fL) no posto de
satude Dr. Hélio Machado, na cidade de Salvador — Bahia, no periodo de
ago/2009 a set/2009 foi de 29,9%; dado coerente com os relacionados
publicados no Brasil e em outros paises, principalmente quando os demais
ndo utilizam como critério de exclusdo a ferropenia, ja que como fora
comentado, ha possibilidade de intersecgao entre as patologias;

e Dentre as técnicas utilizadas para o diagnéstico das talassemias
alfa, destacam-se em exatiddo a eletroforese de hemoglobina em meio
alcalino e os exames moleculares como a PCR e Southern Blot, os quais
podem ser considerados patognomdnicos para a presenca de talassemia alfa.
Atualmente, a DHPLC e técnica hibrida entre eletroforese e cromatografia
capilar com nanoparticulas de ouro tém sido estudadas com excelentes
resultados e correlagdes com as técnicas moleculares, contudo o custo das
mesmas ainda ndo permite a utilizagao no laboratorio de rotina. Neste, porém,
técnicas mais simples e de menor custo, mas com grande sensibilidade, como
o teste de fragilidade osmoética a pesquisa de inclusdes intra-eritrocitaria de
HbH podem ser utilizadas como bons exames de triagem,;

e A incidéncia de microcitose na populagao estudada foi de 43,5%,
portanto bastante relevante, ja que ha importantes e freqientes patologias
associadas a este achado, como a anemia ferropriva e outras
hemoglobinopatias;

e De acordo com os dados apresentados, a elevada microcitose nos
pacientes analisados, bem como a importante incidéncia de talassemia alfa
nos mesmos, estimulam preocupacdo diagnéstica e valorizam a iniciativa,
pois a populagdo amostral se relaciona também com a anemia mais
prevalente no mundo, que € a ferropriva, a qual precisa ser diagnosticada
diferencialmente em relagao as também frequentes talassemias alfa, ja que o
tratamento para a primeira pode ser bastante iatrogénico para as estas
ultimas.
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APENDICE | - TCLE E CARTA DE INFORMACAO

PROJETO: INCIDENCIA DE HEMOGLOBINA H EM PACIENTES COM VOLUME
CORPUSCULAR MEDIO (VCM) MENOR OU IGUAL A 80 fi, NO POSTO DE
SAUDE DR. HELIO MACHADO, NA CIDADE DE SALVADOR - BAHIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Conselho Nacional de Saude, resolugéo 196/96 - MS)

Eu, , RG: ,
Nascido(a) em / / Bl domiciliado(a) a

, municipio de Salvador-
BA, ou (responsavel legal

pelo voluntario) declaro que consinto em participar como voluntario (a) do projeto de
pesquisa “INCIDENCIA DE HEMOGLOBINA H EM PACIENTES COM VOLUME
CORPUSCULAR MEDIO (VCM) MENOR OU IGUAL A 80 fi, NO POSTO DE
SAUDE DR. HELIO MACHADO, NA CIDADE DE SALVADOR - BAHIA" sob
responsabilidade do Professor Pesquisador Altanir Lazaro Ferreira Marinho de
Queiroz, estando suficientemente esclarecido sobre as informagdes que li (ou leram
para mim) na Carta de Informag&o do Projeto.

A minha decis3o ocorrera apos esclarecimentos com o Prof. Altanir Lazaro Ferreira
Marinho de Queiroz, o qual me tornou ciente dos objetivos, os procedimentos a
serem realizados, da isengdo de qualquer custo, beneficio direto ou qualquer
contribuigao financeira, bem como os aspectos éticos do projeto. Com isso, declaro
que fui satisfatoriamente esclarecido e que sendo assim, consinto em participar do
projeto de pesquisa em questao.

Salvador, de de 200

Data: / /200__;

Voluntario/Resp. Legal
Data: / /1200__.

Testemunha
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Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste voluntario ou de seu representante legal para participagao neste
estudo.

Prof. Altanir Lazaro Ferreira Marinho de Queiroz
Pesquisador Responsavel

PROJETO: INCIDENCIA DE HEMOGLOBINA H EM PACIENTES COM VOLUME
CORPUSCULAR MEDIO (VCM) MENOR OU IGUAL A 80 fl, NO POSTO DE
SAUDE DR. HELIO MACHADO, NA CIDADE DE SALVADOR - BAHIA

Carta de Informacéao

(Conselho Nacional de Saude, resolugédo 196/96 - MS)
As informagbes que seguem estdo sendo fornecidas para total esclarecimento dos
voluntarios que participardo do projeto de pesquisa “INCIDENCIA DE
HEMOGLOBINA H EM PACIENTES COM VOLUME CORPUSCULAR MEDIO
(VCM) MENOR OU IGUAL A 80 fi, NO POSTO DE SAUDE DR. HELIO MACHADO,
NA CIDADE DE SALVADOR - BAHIA" sob responsabilidade do Professor
Pesquisador Altanir Lazaro Ferreira Marinho de Queiroz.:
a) O objetivo do presente trabalho é Identificar a incidéncia de Hemoglobina H, em
pacientes com Volume Corpuscular Médio menor ou igual a 80 fL (fentolitros), no
posto de saude Dr. Hélio Machado, na cidade de Salvador — Bahia;
b) Essa pesquisa € importante, pois pode colaborar para o esclarecimento da
patologia em estudo, seu diagnéstico mais preciso e precoce, além de contribuir
para melhoria da saude publica;
c) A pesquisa prevé a doacdo de sangue, o qual sera coletado com material
descartavel, utilizando sistema de coleta a vacuo e realizado por profissionais
habilitados, seguindo as Recomendagdes da SBPC/ML, publicadas em 2005;
d) Eventualmente, a coleta de sangue pode gerar vermelhidao local transitéria, e
raramente a formagao de pequenos hematomas e inflamacéo local;
e) O voluntario podera consultar o pesquisador responsavel para esclarecer duvidas
em qualquer época, pessoalmente no enderegco Av. Pinto de Aguiar, n° 2589,
Universidade Catdlica do Salvador - BA, Campus de Pituagu, Instituto de Ciéncias
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Biolégicas, ou pelos telefones 71 32067809 / 71 99187656. Se ainda assim, persistir
alguma dvida sobre a ética da pesquisa, podera entrar em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa (CEP-UNISA) — Rua Prof. Enéas de Siqueira Neto, n° 340,
Jardim das Imbuias, Sao Paulo-SP, tels: 11 5929-5477 / fax: 11 520-9160

f) O voluntario estara livre para, a qualquer tempo, deixar de participar da pesquisa
sem necessidade de apresentar justificativa para tal;

g) Todas as informagdes fomnecidas pelos voluntarios, bem como os resultados
obtidos com a amostra coletada serdo mantidos em sigilo, podendo ser utilizados
apenas para divulgagdo em reunides, revistas ou outras midias cientificas, desde
que os dados relacionados sejam coletivos e ndo possuam qualquer elemento de
identificagao dos voluntarios;

h) Nao ha qualquer beneficio direto para o voluntario, pois se trata de trabalho
experimental, no qual somente ao final do estudo pode-se concluir com algum
beneficio, bem como n&o ha obrigagdo de emissao de laudo por amostra doada;

i) Nao havera qualquer despesa pessoal para o voluntario em qualquer fase do
estudo, tdo pouco compensacao financeira relacionada a participacéo no referido
experimento;

Em caso de haver dano pessoal diretamente causado pelos procedimentos
propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o voluntario tera direito as
reparagdes legalmente estabelecidas, incluindo tratamento médico-hospitalar caso
necessario.

Prof. Altanir Lazaro Ferreira Marinho de Queiroz
CRBio 27313/5-D
CPF 454.338.795-34

Pesquisador Responsavel
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Eritrograma e Eletroforese de Hemoglobina (Hb) indexados por Hb H*, VCM

N | Cod Sexo | ldade | Hb | Ht E VCM | HCM |CHCM |Hb H Obs
" | (M/F) | (anos) | (g/dl) | (%) |(10%u))| (fL) | (pQ) | (%) | (%)
1 10043| F 19[128[355| 533 | 66,6 |240| 36,1 | 1,8 | Tal alfa +
2 10048 | F 41/125|370| 549 | 674 | 228 | 338 | 1,8 | Talalfa+
3 |0074| M 5( 92 (290 399 | 72,7 |231| 31,7 | 1,7 | Tal alfa +
4 10179 F 10(125[(345| 494 | 69,8 |253| 362 | 1,5 | Tal alfa +
5 10159 | F 40(119[350] 442 [ 79,2 | 269 | 340 | 1,5 | Talalfa +
6 |0181| M 12/ 138]400| 535 | 74,8 | 258 | 345 | 1,3 | Talalfa+
7 [0064| F 30|/ 13,7370 448 | 826 (30,6 370 | 1,3 | Tal alfa +
8 [0120| F 58| 12,2(370| 479 | 77,2 [255| 330 | 1,0 | Tal alfa +
9 |0119| M 27| 15,7 (450 | 563 | 79,9 |279| 349 | 1,0 | Tal alfa +
10(0125| F 22/ 142395 535 | 73,8 |265| 359 | 0,9 | Talalfa+
11]0113| F 28| 96 |375| 529 [ 709 [18,1| 256 | 0,8 | Tal alfa +
12 {0051 | F 86|/ 14,0]|425| 557 | 76,3 [251| 329 | 0,8 | Tal alfa +
1310176 | M 5/128 (370 587 | 63,0 [21,8]| 346 | 0,7 | Tal alfa +
14 | 0027 | F 51123350 504 | 694 | 244 | 351 | 0,7 | Tal alfa +
15 (0127 | M 3/11,7/385| 520 | 740 | 225| 304 | 0,7 | Tal alfa +
16 10177 | M 7105|315 393 | 80,2 | 26,7 | 333 | 0,7 | Tal alfa +
17 10196 | F 42]126[350] 588 | 59,5 [21,4| 36,0 | 0,6 | Tal alfa +
18 10098 | F 54129400 560 | 71,4 | 230 323 | 0,6 | Tal alfa+
19 |0107| F 9/12,3]370| 487 | 76,0 [253| 332 | 0,6 | Tal alfa +
200142 M 57/125[350] 442 | 79,2 | 283 | 357 | 0,6 | Tal alfa +
2110166 | F 12/13,3[36,0| 451 | 798 |[295| 369 | 0,6 | Tal alfa +
22 |0116| F 54| 13,3/405| 6,00 | 67,5 [222| 328 | 0,5 | Tal alfa +
23 |0084| F 56|154 440 598 | 73,6 | 258 | 350 | 0,5 | Tal alfa +
24 (0163 | F 39[157[440| 589 | 74,7 | 26,7 | 357 | 0,5 | Tal alfa +
2510100 F 20/ 136400 501 | 79,8 [27,1]| 340 | 0,5 | Tal alfa +
26 |0103| F 39| 87 [29,5]| 3,67 | 80,4 |23,7| 295 | 0,5 | Tal alfa +
27 10077 | M 38| 99 {240 | 479 | 501 | 20,7 | 41,3 | 0,0
28 |0184| F 50(12,71265| 519 | 51,1 [245| 479 | 0,0
29 (0175 | M 13(/10,3|310| 547 | 56,7 | 188 | 33,2 | 0,0
30 |0014| F 61133 |330| 492 | 671 |270| 40,3 | 0,0
3110092 M 8[128(345| 512 | 67,4 | 250 371 | 0,0
32 (0040 | F 18/ 13,8|37,0| 530 | 69,8 | 26,0 | 373 | 0,0
33|0185| F 20/12,7360| 513 | 70,2 |248| 353 | 0,0
34 |0075| F 25/128|350| 49 | 70,6 | 258 | 366 | 0,0
35 (0047 | M 260127 (375| 521 | 72,0 (244 | 339 | 0,0
36 (0186 | M 591129360 499 | 721 [259| 358 | 0,0
37 |0002| F 68| 10,0 285| 395 | 72,2 | 253 | 351 | 0,0
38 |0068 | F 58/13,2|385| 531 | 725 |249| 343 | 0,0
39 |0137| F 56(1241340| 466 | 73,0 |266| 36,5 | 0,0
40 |0128| M 55/139|380| 516 | 73,6 |[269| 366 | 0,0
41 (0055| F 8/123[375| 507 | 740 [243| 328 | 0,0
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Eritrograma e Eletroforese de Hemoglobina (Hb) indexados por Hb H*, VCM

Sexo | Idade | Hb Ht E VCM |HCM|CHCM|Hb H
N° | €6d. | (i) | (anos) | ardl) | (%) |(10%u)| (L) | (ba) | (%) | (%) | ©P°
42 | 0095 F 6| 14,0 40,0| 540 741 [ 259 | 350 0,0
43 | 0174 F 13/ 134|365 4,91 74,3 | 27,3 | 36,7 0,0
44 | 0193 F 56| 12,7 |350]| 4,70 745 | 27,0| 36,3 0,0
45 | 0097 F 9| 13,0 415| 557 74,5 | 23,3 | 31,3 0,0
46 | 0131 M 9/138(395| 528 | 748 |261| 349 | 0,0
47 1 0123 F 16| 13,7 | 355 | 4,72 75,2 | 290 | 38,6 0,0
48 | 0132 M 6| 14,1400 | 531 75,3 | 26,6 | 353 0,0
49 | 0192 F 3111281365 | 484 754 | 264 | 351 0,0
50 (0135| M 63| 13,7 | 40,0 | 5,30 75,5 258 343 | 0,0
51 | 0032 M 35113,2|37,0| 4,90 75,5 [ 26,9 | 357 0,0
52 | 0101 F 18| 12,0340 | 450 75,6 | 26,7 | 35,3 0,0
53 | 0121 F 121 13,3|375| 4,93 76,1 | 270| 355 | 0,0
54 | 0090 F 73113,2 350 | 4,60 76,1 | 28,7 | 37,7 | 0,0
55 | 0158 F 111 12,81 38,0 4,98 76,3 | 257 | 33,7 0,0
56 | 0182 F 241 10,7 1 30,0 | 3,91 76,7 | 274 | 357 | 0,0
57 | 0178 F 18| 14,2 (395 | 5,11 77,3 | 27.8] 359 | 0,0
58 | 0141 M 9112,2|36,5| 4,71 77,5 | 259 | 334 0,0
59 | 0168 F 14143 1420 541 776 | 264 | 340 0,0
60 | 0161 F 8| 136 |39,0]| 5,02 77,7 |[271] 349 | 0,0
61 | 0111 M 38| 156|455 | 5,85 77,8 | 26,7 | 34,3 0,0
62 | 0155 F 30| 13,4380 | 4,88 779 | 27,5] 353 | 0,0
63 | 0104 F 15( 14,41 405 | 5,20 779 | 27,7 | 356 | 0,0
64 | 0171 F 12| 125|355| 454 | 78,2 | 275]| 352 | 0,0
65 | 0087 M 91140 415| 530 78,3 | 264 | 33,7 0,0
66 | 0019 F 6|144 1420 | 534 78,7 |270| 343 | 0,0
67 |10190| M 121112325 4,13 78,8 (27.2| 345 | 0,0
68 | 0109 F 8|14,3]1395| 5,01 78,8 | 285 | 36,2 0,0
69 | 0118 F 56| 15,2 1425 | 5,36 79,3 (284 | 358 | 0,0
70 | 0164 F 28| 13,2 138,0| 479 79,3 276 | 34,7 0,0
71 | 0187 F 30| 14,4 |380| 4,79 79,3 {30,1] 379 | 0,0
72 | 0072 | M 45 16,2 | 43,5 | 548 794 | 296 | 37,2 | 0,0
73 10188 F 191128 (335| 4,21 79,6 {304 | 382 | 0,0
74 | 0143 F 50144 |395| 4,96 79,6 | 290 36,5 0,0
75 | 0165 F 53/12,8 1395 | 4,96 79,6 | 258] 324 | 0,0
76 | 0133 F 391431410 513 79,9 279 | 349 0,0
77 | 0145 F 31(145141,0| 5,13 79,9 (283 | 354 0,0
78 | 0070 F 6146|440 | 550 80,0 | 265 | 33,2 0,0
79 | 0150 F 5|/14,4 | 40,0| 5,00 80,0 | 28,8 | 36,0 0,0
80 | 0153 F 2711121336 | 4,20 80,0 267 | 33,3 | 0,0
81 | 0144 F 251 13,0 37,3 | 4,66 80,0 | 279 | 349 0,0
82 | 0056 F 60| 1391410 512 80,1 [27,1] 33,9 0,0
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Eritrograma e Eletroforese de Hemoglobina (Hb) indexados por Hb H*, VCM

Sexo | Idade | Hb Ht E VCM |HCM|CHCM|Hb H
N | Cod. | \i/F) | (anos) | @/dl) | (%) |(10%h)| (L) | (o) | (%) | (%) | ©OPS
83 | 0057 M 41| 16,4 | 48,0| 5,99 80,1 | 274 | 34,2 0,0
84 | 0029 M 15| 16,1 | 46,5 | 5,80 80,2 | 27.8| 346 0,0
85 | 0138 F 20| 12,7 | 38,5| 4,80 80,2 | 26,5| 33,0 0,0
86 | 0200 F 24| 12,2 1336 | 4,18 80,4 | 292 | 36,3 0,0
87 | 0130 F 30|/ 13,81390| 485 804 |285| 354 0,0
88 | 0195 F 191 13,7 | 37,5 | 4,63 81,0 | 296 | 36,5 0,0
89 | 0180 F 60| 14,8 |1 420 | 514 81,7 | 28,8 | 352 0,0
90 | 0167 F 251119350 | 4,28 81,8 | 278 | 340 0,0
91 (0053| M 15[ 156|455 | 5,42 83,9 | 288 | 343 0,0
92 | 0082 F 37112,3|37,0| 4,60 80,6 | 26,7 | 33,2 0,0
93 | 0152 M 78| 13,1 /38,0 | 4,72 80,5 | 27,8 | 34,5
94 | 0091 F 28| 159|425 | 5,27 80,6 | 30,2 | 374
95 | 0162 F 421126 (350 | 4,33 80,8 | 29,1 | 36,0
96 | 0096 F 62| 144 | 405 | 5,01 80,8 | 28,7 | 356
97 | 0085 F 22| 16,31 46,0| 5,69 80,8 (286 | 354
98 | 0126 F 35/14,9|430| 531 81,0 | 28,1 | 34,7
99 | 0086 M 14| 12,9 | 36,5| 4,50 81,1 | 28,7 | 353
100 | 0024 F 231129 |375| 4,61 81,3 | 28,0 344
101 | 0115 F 19| 14,8 | 425 | 5,22 814 (284 | 348
102 | 0039 F 38|126|365| 448 815 | 28,1| 345
103| 0139 F 171136 (385 | 4,72 81,6 | 28,8 | 35,3
104 | 0034 F 73113,9|38,0| 4,65 81,7 [ 299 | 36,6
105| 0083 F 54| 14,3420 | 5,13 81,9 | 279 | 340
106 | 0013 M 311124 |1 375| 458 81,9 | 27,1 | 33,1
107 | 0071 F 14| 14,2 | 420 | 512 82,0 | 27,7 | 33,8
108 | 0105 F 421138 |40,5| 4,93 82,2 | 28,0| 34,1
109| 0154 F 25| 12,7 136,0| 4,38 82,2 (290 353
110| 0122 M 50| 15,5450 | 546 824 |284| 344
11110173 | M 59| 126 | 38,0| 4,61 824 | 27,3 | 33,2
1120080 | M 20| 13,4 1385 | 467 824 (287 | 348
113| 0001 F 22| 14,2 1390 | 472 826 | 30,1| 364
114 | 0041 F 33| 99 | 305| 3,69 82,7 | 26,8 | 325
115| 0102 F 4(11,7(320| 3,87 82,7 | 30,2 | 36,6
116 | 0060 = 35139415 | 501 828 | 27,7 | 33,5
117 | 0149 M 271141 | 410| 4,93 83,2 286 | 344
118 0065 | M 421164 | 475 | 570 | 83,3 | 288 | 345
119| 0099 F 44142 (440 | 5,28 83,3 | 269 32,3
120| 0003 F 141115 33,5| 4,02 83,3 | 286 | 34,3
121| 0117 F 56| 13,9400 480 83,3 [290| 348
122| 0134 F 271141395 | 4,73 83,5 (298| 357
123| 0129 F 20| 14,3 (41,0 4,90 83,7 292 | 349
124 | 0073 F 53| 11,7 |1 350 | 4,17 83,9 [ 28,1] 334
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Eritrograma e Eletroforese de Hemoglobina (Hb) indexados por Hb H*, VCM

Ne | Cod Sexo | ldade | Hb | Ht E VCM |HCM |CHCM |Hb H Obs
" | (M/F) | (anos) | (g/dl) | (%) |(10%ul)| (fL) | (p@) | (%) | (%)
125/ 0049 | F 50{15,1]1445| 529 | 84,1 | 285 | 339
12610063 | F 2211511445 | 529 | 841 (285 339
12710170 F 30{125|36,0| 427 | 84,3 [ 293 | 347
12810156 | F 721116350 415 | 84,3 [ 28,0 331
129/ 0189 | M 18| 16,6 (470 | 557 | 844 | 298| 353
130{ 0136 | F 79|136|395| 466 | 84,8 [ 292 | 344
131/0089 | F 4211341400 471 | 84,9 | 285 33,5
132/ 0031 | F 9|15,1 (430 | 506 | 850 |298| 351
133/ 0199 | F 32/ 14,0[380| 447 | 850 | 31,3 | 36,8
134/ 0124 | F 34/142|435| 511 | 851 | 278 | 326
135/ 0061 | F 41/109131,5| 3,70 | 851 | 295 | 346
136/ 0069 | F 33[134[425| 499 | 852 | 269 | 315
137|/0146| F 221139420 | 492 | 854 | 283 | 331
138|/0194| M 23|1140(415| 486 | 854 (288 | 337
139/0093| F 53[{13,0|37,5| 438 | 856 | 29,7 | 34,7
140[0140| F 33{13,5]39,0| 455 | 85,7 | 29,7 | 346
141/ 0198 | F 60[ 145|390 | 454 | 859 [319| 372
142{0151| F 22(113,1|385| 444 | 86,7 [295| 34,0
143/ 0008 | F 60| 146 |415| 477 | 87,0 | 306 | 352
14410010 | F 85(142|390| 447 | 87,2 |318| 364
1451/ 0015| F 53{134|370]| 424 | 87,3 | 316 36,2
14610026 | M 49|110,2 340 389 | 87,4 | 262 | 300
14710160 M 701125370 423 | 87,5 | 296 | 338
14810157 | M 89126360 411 | 87,6 | 30,7 | 350
149/ 0012| M 66| 145|440 502 | 87,6 | 289 | 330
15010023 | F 141119 355| 405 | 87,7 | 294 | 335
151/ 0058 | F 20| 157 |475| 540 | 88,0 | 291 | 331
152|/ 0088 F 63139390 | 443 | 88,0 | 314 | 356
153/ 0183 | F 61158 1435| 494 | 88,1 [ 320 36,3
154/ 0191 | F 121132 [375| 425 | 88,2 | 31,1 | 352
155/ 0046 | F 16/ 10,7 | 31,0| 3,51 | 88,3 | 305| 345
156/ 0038 | M 34)/158(445| 503 | 88,5 | 314 | 355
157|/0050 | M 55(139[430| 486 | 885 [286| 323
158/ 0197 | F 181129370 | 418 | 88,5 | 309 | 349
1569/ 0045| F 57113,11420| 474 | 886 |276| 31,2
160/ 0169 | F 53| 14,7 420 473 | 88,8 [311] 350
161/ 0044 | F 551122 (395| 444 | 89,0 | 275 309
1620172 | F 521 16,1480 | 539 | 891 [299 | 335
163/ 0025| F 31{12,0(380| 426 | 89,2 [ 282 | 316
1640148 | F 65| 146 [420| 470 | 894 |31,1| 3438
165)0018| F 201129|375| 419 | 89,5 | 30,8| 344
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Eritrograma e Eletroforese de Hemoglobina (Hb) indexados por Hb H*, VCM

Ne | céod. Sexo | Idade | Hb | Ht E VCM [HCM |CHCM Hb H Obs
(M/F) | (anos) | (g/dl) | (%) |(10°7ul)| (L) | (P@) | (%) | (%)
166/ 0114 | F 56| 145[(420| 468 | 89,7 | 31,0] 345
167|0009 | M 40/16,8|510| 568 | 89,8 | 296 | 32,9
1680028 | F 25(13,1]1400| 445 | 89,9 [ 294 | 328
169) 0079 | F 68| 14,1410 | 456 | 89,9 (309 | 344
170{ 0007 | F 20| 13,2|380| 421 | 90,3 (314 | 347
171{0081| F 29(12,2|385| 426 | 90,4 [ 286 | 317
1721 0110| F 51/12,8|38,0| 4,20 | 90,5 | 30,5| 33,7
173]0062 | F 2711511435 480 | 90,6 |315| 347
174| 0059 | F 36|156|445| 490 | 90,8 | 31,8 | 351
175/ 0078 | F 39(12,7[390| 429 | 90,9 | 296 | 32,6
17610052 | F 32(126(380| 418 | 90,9 | 30,1 | 33,2
177/0108 | F 8111271390 | 427 | 91,3 | 29,7 | 326
1780016 | F 11/10,2 31,0 3,39 | 91,4 [ 30,1 | 329
179/ 0067 | M 8/158 (460 499 | 92,2 | 31,7 | 34,3
180{ 0017 | M 39(12,7136,0| 390 | 92,3 |326]| 353
181) 0022 | F 40| 117|340 367 | 926 [319| 344
182|0030| F 30(135[/400| 429 | 93,2 |315| 338
183|0037| F 15/ 11,7 |1 345| 3,70 | 93,2 | 316 | 339
18410021 | F 9/135(390| 418 | 93,3 | 323 | 346
185/ 0112 | F 121 12,3350 3,75 | 93,3 | 32,8 | 35,1
1860094 | F 8143 [425| 455 | 934 (314 | 336
187/ 0054 | F 4/120(370] 394 | 939 [305]| 324
188|0011| F 6/130/395| 420 | 940 | 310| 329
189(0006 | F 34114335 | 355 | 944 321 | 340
190| 0066 | F 49|110|335| 354 | 946 [ 311 | 328
191|/0106| F 53| 13,7420 | 442 | 95,0 (31,0 326
192|0035( M 60| 13,7 | 40,0 | 418 | 95,7 [ 328 | 34,3
1930147 | M 68| 17,2|50,0| 521 | 96,0 | 33,0 344
1940020 | M 22(154 1498 | 516 | 96,5 [ 298| 30,9
195/0033| F 1111371410 422 | 97,2 |325| 334
196/ 0005 M 45| 157 | 450 | 459 | 98,0 | 342 | 349
197(0036| F 6128|380 387 | 98,2 | 33,1 | 337
198(0042| F 7111,0/385( 3,78 [101,9]| 29,1 286
199(0076 | M 31/158|450| 431 [1044 36,7 | 351
200/ 0004 | M 25/10,8|380| 3,55 |107,0| 304 | 284




VCM (fL) fi fr %

<80* 87 0435 435
80<VCM<100 110 0,550 55,0
2100 3 0,015 )
Total () 200 1,000 100,0
HbH - alfa Tal VeM <80l
fi fr %
Presenca 26 0,2989 29,89
Auséncia 61 0,7011 70,11
Total 87 1,0000 100,00
Género Frequéncia
fi fr %
Feminino 150 0,7500 75,00
Masculino 50 0,2500 25,00

Total 200 1,0000 100,00
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ANEXO | - VALORES REFERENCIAIS DO ERITROGRAMA

Valores Referenciais do Eritrograma

dade Hb (g/dl) | Ht(%) | E (10'%1) | VCM (fl) |HCM (pg) | CHCM (g/di)
(x 2dp) (x2dp) | (*2dp) | (*2dp) | (+2dp) (+ 2dp)
Nascimento 16,5 51 47 108 34 33
(cordao) |[(13,5-19,5)|(42-60)|(3.9-5,5)|(98 - 118)| (31-37)| (30-36)
P 17,5 54 5,1 107 34 33
(13,5-21,5)| (42 - 66)| 3,9-6,3) | (88— 126) | (28 —40) | (28 - 38)
— 14 43 42 104 34 33
(10,0 - 18,0) [ (31 - 55) [ (3,0 - 5.4) | (85 — 123)| (28 - 40) | (29-37)
6 meses 12 36 45 78 27 33
a2anos [(10,5-13,5)|(33-39)|(3.7-5.3)| (70-86) | (23-31)| (30-36)
13,5 40 4.6 86 29 34
6al2anos | ,15_155)|(35-45)|(4.0-52)| 77-95) | 25-33)| 31-37)
Mulher 14 41 46 90 30 34
adulta  |(12,0 - 16,0)| (36 — 46)| (4,0 — 5,2)| (80 — 100) | (26 —34) | (31-37)
Homem 15,5 47 52 90 30 34
adulto  |(13,5-17,5)|(41-53)|(4,5-5,9)| (80 -100)| (26 —-34) | (31-37)

Fonte: Wintrobe, 2008; Adaptado pelo autor.




