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RESUMO

As anemias hereditdrias sdo as mais comuns das doencas determinadas
geneticamente e sdo frequentes na populacdo brasileira (WHO, 1982). A razdo para
iISso se deve ao processo de miscigenagao ocorrido desde o inicio do povoamento e
colonizacdo do Brasil, e consequentemente da dispersdo dos genes anormais que
determinam doencas como as hemoglobinopatias (Naoum, 1997b).

A talassemia alfa € uma doenca hereditaria resultante da sintese deficiente de
cadeias alfa, provocando um excesso relativo de cadeias beta, que formam tetrameros
identificados como hemoglobina H (Bonini-Domingos et al, 2003). Apesar das formas
graves das talassemias serem diagnosticadas facilmente, as formas com pequena
delecdo génica podem ser interpretadas e tratadas como anemia ferropriva. As
talassemias ndo respondem ao tratamento medicamentoso por sua etiologia ser de
origem genética (Cunningham & Rising, 1977).

Por meio de resultados de testes laboratoriais obtidos, avaliamos individuos que
apresentaram hematimetria compativel com anemia microcitica e hipocrémica, no
intuito de demonstrar que esta situacao pode ter variadas causas. Foram avaliadas 201
amostras de pacientes entre 1 e 65 anos, sendo 141 do sexo feminino e 60 do sexo
masculino. Os testes laboratoriais aplicados foram: eletroforese de hemoglobina &cida
e alcalina; teste de resisténcia osmoética a solucdo salina 0,36%; pesquisa intra-
eritrocitaria de hemoglobina H; teste de falcizacdo das hemacias e cromatografia
liquida de alta performance (HPLC).

Os resultados mostraram que 145 individuos (72%), apresentaram perfil
hemoglobinico normal, enquanto 56 individuos (27,9%) apresentaram algum tipo de
hemoglobina anormal. Destes, 27 individuos (13,4%) sdo compativeis com talassemia
alfa, 9 (4,5%) com talassemia beta, 13 (6,5%) positivos para traco falciforme, 6
pacientes (3%) com descricdo de hemoglobinopatia C e apenas 1 apresentou interacéo
entre talassemia alfa e heterozigose para falcemia.

As hemoglobinopatias sao alteracées genéticas com ampla distribuicdo mundial,
e a Organizacdo Mundial de Saude, desde 1982, alerta para a mobilizacdo dos setores
de saude na deteccdo de formas mais graves dos individuos com anemia hereditaria.
Também ¢é recomendado o levantamento populacional da prevaléncia das
hemoglobinopatias para identificar portadores, na intengcdo de esclarecer e
conscientiza-los (WHO, 1982). O resultado destas ac¢des implica na melhoria da
qualidade de vida dos afetados e também Ihes da subsidios para decidir a respeito de
sua prole, evitando problemas de saude a seus descendentes. (Naoum, 1987b).

Com isso fica evidente que as anemias hereditarias sdo um problema para a
saude publica, e o aconselhamento genético desta populacéo deve ser feito de maneira
responsavel e por pessoas preparadas, para que o efeito destes trabalhos traga
melhoria na vida dos portadores e de suas familias.
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ABSTRACT

Among genetically determined diseases, hereditary anemias are the most
common, and are frequent among the Brazilian population (WHO, 1982). This is
because of the mixing of races that occurred since the begining of the Brazilian set up,
disseminating genes that determine hemoglobin disorders (Naoum, 1997b). Alpha-
thalassemia is a hereditary disease due to the deficient synthesis of the alpha chains,
causing an excess of beta chains, which then form tetramers known as hemoglobin H
(Bonini-Domingos et al, 2003). Major thalassemias can be ruled out easily, however
minor thalassemias can be easily confused with anemia due to iron deficiency. Minor
thalassemias do not respond to iron supplements because their cause is genetic
(Cunningham & Rising, 1977).

We have evaluated individuals with hypocromic microcytic anemia by using

specific lab tests, in order to identify the possible hemoglobin disorders associated. We
have evaluated 201 samples from 141 female and 60 male individuals, ranging from 1
to 65 years of age. We have applied the following lab tests: acid and alkaline
hemoglobin electrophoresis, serum protein electrophoresis, osmotic resistance test to
0,36% saline, detection of hemoglobin H, sickling cell test and High Performance Liquid
Chromatography (HPLC).
Our results showed that 145 individuals (72%) had normal hemoglobin profile, while 56
individuals (27,9%) showed some hemoglobin abnormality. Twenty-seven out of 56
individuals (13,4%) showed alpha-thalassemia, 9 (4,5%) showed beta-thalassemia, 13
(6,6%) had sickle cell trait, 6 (3%) had hemoglobin C and only 1 had mixed features
combining alpha-thalassemia and sickle cell trait.

Hemoglobin diseases are of genetic causes and are universally distributed, and
the World Health Organization (WHO), since 1982, is calling the attention so that the
detection of the major forms of these diseases are diagnosed and treated. It is also
recommended a demographic survey in order to determine the prevalence of
hemoglobin disorders to identify sick individuals, as well as is to illustrate them about
their problem (WHO, 1982). The results of these actions implicate in better quality of
life and also provide enough knowledge so that individuals harboring hemoglobin
disorders may plan their lives and avoid transmitting their phenotypes to their
descendants (Naoum, 1987b).

Therefore it becomes clear that hereditary anemias are a problem to public health
and the genetic counseling must be done responsibly and by trained professionals to
ensure that the final goal of a better quality of life to the patients and their relatives will
be achieved.



1 INTRODUCAO

1.1 Anemia

A anemia é a reducao da taxa de hemoglobina nos eritrécitos a niveis abaixo dos
valores fisiologicos. Como consequéncia, h4 uma diminuicdo da capacidade de
oxigenacdo dos tecidos do organismo, promovendo alteragdes na homeostase do
individuo, levando a disfuncdes organicas generalizadas (Bernard et al., 2000).

As causas de anemias sdo numerosas, sendo a por deficiéncia de ferro, a mais
frequente na populagdo brasileira. Neste caso, o tratamento consiste na corre¢do da
dieta, juntamente com o uso de medicamentos, que contenham suporte vitaminico e
ferro (Silva & Hashimoto, 1999).

Entretanto, pode haver alteracbes do conteudo hemoglobinico por diminui¢do da
sintese de uma das cadeias da globina, ou por alteracdes na sua estrutura, conhecidas
por talassemias e hemoglobinas variantes, respectivamente. Essas alteracdes sao
provenientes de um defeito genético, e podem levar a alteracdes de gravidade variada
(Silva & Hashimoto, 1999).

Apesar das formas graves das talassemias serem diagnosticadas facilmente,
formas mais leves podem ser interpretadas e tratadas como anemia ferropriva. As
talassemias nédo respondem ao tratamento medicamentoso devido sua etiologia ser de
origem genética (Cunningham & Rising, 1977; Pearson et. Al., 1973).

A classificagdo morfologica das anemias é baseada nos valores dos indices
hematimétricos e na variacdo de tamanho (anisocitose) e cor (anisocromia) dos
eritrocitos. Em 1929 Wintrobe descreveu os indices hematimétricos com a finalidade de

calcular e permitir uma interpretagdo util das anemias. Assim, foram determinados os



seguintes indices: Volume Celular Médio — (VCM), Hemoglobina Celular Média —
(HCM) e Concentracdo da Hemoglobina Celular Média — (CHCM).

a) VCM.

Esse parametro é calculado através da razdo entre o hematdcrito (Ht) e o nUmero
de hemécias (Hm). VCM = {Ht (%) / HM (10'2L)} x 10. O resultado é expresso em
fentolitros (fL; equivalente a 10" L).

b) HCM

indice calculado a partir da razdo de hemoglobina (Hb), em relagdo a quantidade
de hemacias. HCM = {Hb (g/dL) / Hm(10™L)} x 10. O resultado é expresso em
picogramas (pg; equivalente a 10™ g).

c) CHCM

Esse indice é calculado a partir da razdo de hemoglobina contida num
determinado volume de sangue. CHCM = {Hb (g/dL) / Ht (%)} x 10, e € expresso em
gramas de hemoglobina por decilitro de glébulos vermelhos (g/dl ou %) (Silva &
Hashimoto, 1999; Lee et al., 1997; Kjeldsberg, 1998).

Com estes dados, € possivel definir os valores hematimétricos que orientardo

cada parametro dentro da referéncia. A tabela 1 mostra esses valores.

Tabela 1 - Valores referenciais para o eritrograma e indices hematimétricos de adultos

Mulheres Homens
Hemacias Milhdes / L 40 - 55 43 - 59
Hematdcrito % 36 — 46 39 - 52
Hemoglobina g/dL 11,5- 16,0 12,8- 17,0
VCM fL 82 - 92 82 - 92
HCM pg 28 - 32 28 - 32
CHCM g/dL 32 - 36 32 - 36
RDW % 12 - 145 12 - 145

Fonte: Failace, 1995.



Assim, o VCM é o indice que avalia o tamanho dos eritrocitos, sendo que o0s
valores que estdo abaixo de 82 fL caracterizam microcitose. Da mesma forma valores
entre 82 fL a 92 fL indicam normocitose, e valores superiores a 92 fL macrocitose. O
HCM e CHCM avaliam o contetdo hemoglobinico dos eritrocitos, dentre os quais, 0
mais importante € o HCM, quando est4 abaixo de 28 pg, temos hipocromia, valores
entre 28 pg e 32 pg, normocromia, e valores maiores que 32 pg, hipercromia relativa.
Ja o CHCM é um valor relativo e mede a concentracdo da hemoglobina celular média e
pode nédo ser correlacionado com a intensidade da hipocromia (Lorenzi, 1999; Lee et
al., 1997).

Morfologicamente, as talassemias séo classificadas como anemias microciticas e
hipocrémicas. Os valores dos indices hematimétricos dessas anomalias, principalmente
o VCM e HCM, apresentam-se diminuidos. Considera-se também o red cell distribution
width (RDW), ou seja, o indice de anisocitose, que € definido como sendo a variacao
da distribuicdo do tamanho dos eritrdcitos (Silva & Hashimoto, 1999). Esse indice se
deve a evolucado tecnoldgica ocorrida nas metodologias laboratoriais para a
quantificacao da variacdo das medidas das hemacias (Naoum, 1997).

O indice de anisocitose (RDW) é um parametro util na diferenciacdo das anemias
microciticas e hipocrémicas. Neste aspecto, nas anemias ferropriva o0 RDW ¢é alto
enquanto que nas talassemias €& baixo. No primeiro caso, o0 RDW indica
heterogeneidade dos eritrécitos, enquanto no segundo homogeneidade da populacéo
eritrocitaria (Failace, 1995; Melo et al., 2002; Melo-Reis, 2006).

As talassemias, principalmente alfa e beta, estdo distribuidas em quase todo o
globo terrestre. A freqiéncia de talassemia beta € maior na Europa, em especial na

Itélia, e € causa de anemia microcitica e hipocrdmica. Um detalhe relevante é que essa



anemia s6 é menor que a frequéncia da anemia ferropriva. Em outras partes do mundo,
Asia e Africa, € alta a prevaléncia de talassemia alfa e hemoglobinas variantes (S e C)

(Bonini-Domingos, 2003; Naoum,1999).

1.2 Hemoglobina

A hemoglobina € a proteina responsavel pelo transporte dos gases sangiineos
por todo o organismo e esta contida no interior dos eritrécitos. Para que a hemoglobina
possa desempenhar sua funcéo, sdo necessarios cerca de 300 milhes de moléculas
por eritrocitos (Silva & Hashimoto, 1999; Bernard et al., 2000).

A hemoglobina é formada por quatro subunidades, composta de dois pares de
cadeias globinicas, polipeptidicas, conhecidas por cadeias alfa e beta. As informacdes
para a sintese dessa proteina estdo contidas nos genes dos cromossomos 16 e 11,
respectivamente. No adulto, os genes do cromossomo 11 sdo responsaveis pela
sintese das cadeias beta, delta e gama. JA os genes do cromossomo 16 sao
responsaveis pela sintese das cadeias alfa, que possuem uma sequéncia de 141
aminodacidos, enquanto que as cadeias beta possuem 146. As combinacdes entre as
diversas cadeias de proteinas dao origem as diferentes hemoglobinas presentes nos
eritrocitos. (Naoum, 1982a; Dacie & Lemis, 1995; Bernard et al., 2000).

A producdo das cadeias alfa e beta requer um rigido controle genético, de forma
gue a quantidade de cadeias alfa produzida é igual as de cadeias beta (Naoum &
Naoum, 2004, Silva & Hashimoto, 1999).

A partir do sexto més ap6s 0 nascimento sdo encontradas normalmente as

hemoglobinas: A formada por duas cadeias alfa e duas beta (95% a 98 %), A, formada



por duas cadeias alfa e duas delta (2,0% a 4,0 %) e a F (fetal) formada por duas
cadeias alfa e duas gama (até 1,0 %) (Naoum & Naoum, 2004).

As hemoglobinas diferentes das trés acima citadas, causam as
hemoglobinopatias e séo constituidas por hemoglobinas variantes e talassemias. Nas
primeiras, ocorre troca de aminodcidos na sequéncia das cadeias globinicas da
hemoglobina; nas segundas, ha alteracdo quantitativa das cadeias alfa ou beta de
globinas, que sao sintetizadas em quantidade inferior as da heméacia normal.

As hemoglobinopatias sdo designacfes destinadas as hemoglobinas variantes e
talassemias que causam hemdlise, policitemia, cianose, anemia ou falcizacdo. S&o
exemplos de hemoglobinopatias: anemia falciforme, hemoglobinopatias C, D, E e
associacgdes entre hemoglobinas S e C (Bertholo & Moreira, 2006; Lorenzi, 1999).

A primeira observacao sobre a natureza da alteragdo molecular da hemoglobina
falcémica (Hb S) foi obtida por Linnus Pauling e colaboradores, que em 1949, usaram
eletroforese para comparar Hb S com a hemoglobina de adulto normal (Hb A). Em
1956, Vernon Ingram estabeleceu uma nova técnica para a deteccao de substituicdo de
aminoacidos em proteinas, e esta analise indicou que este peptideo na Hb S diferia
daquele da Hb A por um Unico aminoacido (Naoum, 1997).

Segundo Naoum (1997a) as hemoglobinas variantes mais freqientes no mundo
sdo S e C. Na anemia falciforme ha mutagcdo no sexto aminoacido da cadeia beta, onde
a base nitrogenada timina (T) é substituida por adenina (A), ocasionando a substituicao
do aminoacido acido glutamico pela valina. Esta substituicdo altera a carga elétrica da
hemoglobina, além de alterar a morfologia dos eritrocitos quando em baixas tensdes de
oxigénio. J& na hemoglobinopatia C ha mutagdo também no sexto cdédon da cadeia

beta, onde a base nitrogenada guanina(G) é substituida por adenina (A), com isso o
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acido glutamico é substituido pela lisina (Globin Gene Server; Neto & Pitombeira,
2003).

As talassemias constituem um grupo heterogéneo de doencas hereditarias
caracterizadas pela deficiéncia total ou parcial da sintese de globina. As talassemias
séo classificadas de acordo com a globina afetada. Quando a expresséo afetada € a
globina de cadeias do tipo alfa, ttm-se as talassemias alfa, quando ocorre nas cadeias
do tipo beta, tém-se as talassemias beta (Naoum, 1983; Silva & Hashimoto 1999).

Na talassemia alfa h4 uma mutacdo nos genes da globina alfa no cromossomo
16, afetando parcial ou totalmente a sintese de cadeias alfa, resultando em caréncia de
cadeias alfa e excesso de cadeias beta. As cadeias alfa sdo importantes na
estabilidade da molécula de hemoglobina, sendo sua deficiéncia responséavel pela
producdo diminuida de hemoglobinas fisiol6gicas resultando no aparecimento de
tetrameros de cadeias beta (Hb H). Os tetrameros de cadeias beta possuem
instabilidade molecular, tornando-se metaemoglobina, esta tem a capacidade de
combinar-se com o oxigénio de maneira irreversivel, impedindo sua funcéo fisiologica
(Castilho et al., 1987; Ribeiro & Araujo, 1992; Naoum & Domingos, 1997b).

As talassemias beta sdo mais heterogéneas do que as do tipo alfa, caracterizam-
se pela mutagdo nos genes da globina B no cromossomo 11, afetando a expressao e
regulacdo dos genes, que alteram quantitativamente a sintese de globinas beta. A
consequéncia disso € uma producdo anormal de globinas tipo alfa, que se acumulam
nas hemacias, causando agregacdo e precipitacdo durante a eritropoiese. Os
precipitados danificam a membrana e destroem prematuramente as hemacias,
provocando anemia (Naoum 1999; Papassotiriou et al., 1998; Silva & Hashimoto,

1999).



As anemias hereditarias sdo causas comuns de morbidade e de mortalidade na
populacdo e sdo consideradas um problema de saude publica (WHO Working Group
1982; Silva & Ramalho 1997).

Com o advento das técnicas de Biologia Molecular, o nimero de hemoglobinas
variantes descritas na literatura tem aumentado significativamente. Até o momento,
mais de novecentos ja foram catalogados no Hemoglobin Variant Database
desenvolvida na World Wide Web. Entretanto, 12% a 15% da populacdo humana é
portadora assintomatica de uma ou mais formas de anemias hereditarias, notadamente

as falcemias e talassemias (Chinelato-Fernandes & Bonini-Domingos, 2006).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
O objetivo desse trabalho € determinar a prevaléncia de hemoglobinopatias
(talassemias e hemoglobinas variantes) em pacientes com anemia microcitica e

hipocromica.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Determinar a prevaléncia de talassemias em pacientes com anemia microcitica e
hipocromica.

2.2.2 Evidenciar a importancia do diagnéstico precoce para a saude do portador com
anemia hereditéaria.

2.2.3 Correlacionar as hemoglobinopatias com faixa etaria e sexo.

2.2.4 Orientar, informar e esclarecer os portadores a respeito da condi¢céo da alteracao
da hemoglobina.

2.2.5 Encaminhar os afetados aos profissionais especializados para agdes preventivas

de aconselhamento genético.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais
3.1.1 Critérios para incluséao dos participantes no trabalho

a) Ser portador de anemia microcitica e hipocrémica.

b) N&o ter feito parte de outra pesquisa dessa natureza.

c) Nao ter sido diagnosticado previamente.

O presente trabalho foi realizado apds a aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital da Santa Casa de Misericordia de Goiania (protocolo N° 120536).
A participagcdo no estudo foi voluntaria e teve consentimento livre e esclarecido por

escrito do paciente, conforme termo de consentimento em anexo.

3.1.2 Identificacdo do participante

A identificacdo do participante foi realizada mediante a obtencdo dos seguintes
dados: nome completo, data de nascimento, idade, sexo, naturalidade, endereco
completo, telefone, filiacdo e uso de medicamento. Além dessa identificacdo, todos os
participantes receberam numero de registro de acordo com a numeracao de rotina do
Laboratorio da Area de Salde do Departamento de Biomedicina da Universidade
Catdlica de Goias (ficha de cadastro, modelo n° 1 em anexo).

As informagdes coletadas dos individuos bem como os dados obtidos das

amostras destes foram mantidas sob sigilo.
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3.1.3 Coleta do Material

No periodo de maio de 2005 a agosto de 2006, 3663 pacientes compareceram ao
LAS para realizagdo do exame hemograma, (entre outros). Destes, 1084 consentiram
em participar deste trabalho, das quais, 413 amostras apresentaram anemia microcitica
e hipocromica, sendo que apenas 201 (das 413) amostras proporcionaram dados
completos, obedecendo aos padrbes de inclusdo da pesquisa. Portanto 883, dos
pacientes que deram consentimento, foram rejeitadas por ndo se enquadrarem nestes
critérios.

O sangue total foi obtido por punc¢éo venosa do paciente e coletado diretamente
em tubo a vacuo contendo o anticoagulante &cido etilenodiamino tetracético (EDTA) a
10 g/dl, distribuido pela Doles Reagentes, Goiania, Goias. Cada amostra foi identificada

de acordo com a ficha cadastral modelo 1.

3.2 Métodos

As amostras de sangue foram submetidas inicialmente aos seguintes
procedimentos: eritrograma, teste de resisténcia osmética a solucao salina 0,36%,
eletroforese de hemoglobina em acetato de celulose em pH alcalino. A partir desses
resultados foram realizados outros ensaios para exclusdo ou mesmo identificacdo da
hemoglobina em estudo. Os itens 3.2.1 até 3.2.7 explicam cada um dos procedimentos
laboratoriais utilizados para a triagem e confirmacdo. Os procedimentos laboratoriais
descritos abaixo estdo de acordo com as indicagbes de Naoum (1997) para a

identificacdo das hemoglobinas normais e anormais.
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Todas as amostras foram analisadas e estudadas no Laboratorio de Estudo e
Pesquisa de Anemias Hereditarias — Prof. Paulo César Naoum — LEPAH-CBB-UCG, no

periodo de agosto de 2005 a marcgo de 2006.

3.2.1 Eritrograma

Realizado em aparelho automatizado Pentra-Roche®,(Rio de Janeiro, RJ). Neste
exame, foram determinados: o numero de hemécias, dosagem de hemoglobina, valor
do hematdcrito e o indice de anisocitose (RDW). Foram calculados os indices
hematimétricos, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina celular média (HCM) e
concentracdo da hemoglobina celular média (CHCM). Os resultados da hematimetria
associados a analise da morfologia eritrocitaria sdo importantes para compor as
informacdes técnicas necesséarias para se chegar ao diagndstico laboratorial das

anemias microciticas e hipocrémicas (Naoum, 1997).

3.2.2 Teste de resisténcia osmotica a salina 0,36% (Silvestroni & Bianco, 1975)
Técnica utilizada para detectar talassemias do tipo beta principalmente na forma
heterozigota, pois nesses casos 0s eritrocitos microciticos sdo mais resistentes a
hemdlise nesta solucdo. A resisténcia globular ndo é especifica para talassemia beta
heterozigota, jA& que resultados positivos sdo encontrados também em anemias
carenciais e outras hemoglobinopatias, como nos heterozigotos para hemoglobina C.
No entanto cerca de 97% dos portadores de talassemia beta heterozigotica apresentam

positividade para esse teste.
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Reagentes:

Solucédo estoque — NaCl a 10% - pH 7,4
NaCl

Na2HPO4

NaH2P0O4.H20

Agua destilada g.s.p

Solucéo de trabalho:

NaCl 10%
Agua destilada g.s.p

Procedimento:

Interpretacéo:

Em tubo de hemdlise colocar 2,0 ml de solucdo de NaCl a 0,36% e 10 pL de sangue total.

Agitar por inversao, suavemente e aguardar 10 minutos para leitura.

Colocar o tubo de hemodlise com a amostra na solugéo de NaCl a 0,36% a 2,0 cm de uma folha
branca com linhas negras. A resisténcia aumentada & hemolise do eritrécito torna a amostra opaca e
ndo se visualiza as linhas negras. Em amostras com resisténcia normal a hemolise visualizam-se

facilmente as linhas através da solucdo. A figura 1 demonstra o teste negativo e positivo.

9,09
1,369
0,289
100ml

36 ml
100ml

Figura 1 - Teste de resisténcia globular a salina 0,36%.

Fonte: Instituto de Biociéncias. -UNESP

1

2)

Interpretacgéo:
Teste negativo: Solucdo transparente. Véem-se 0s

tracos no fundo. Eritrocitos hemolisados.

Teste positivo: Solugdo turva. Nao se vé os tracos no
fundo. Eritrécitos resistentes.
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3.2.3 Teste de falcizagcdo com solucdo de metabissulfito de sédio a 2% (Método de
Daland & Castle, 1948)

Esse teste tem por principio promover a desoxigenacdo da hemoglobina por meio
de substancias redutoras, no caso, o metabissulfito de sdédio, fazendo com que o
eritrocito que contenha a Hb S se deforme. E um teste citol6gico, e os resultados

podem ser vistos na figura 2.

Reagentes:

Na,S,0s5 (metabissulfito de sddio)

H,O

Solucgéo trabalho (metabissulfito de sédio 2%)

Metabissulfito de sodio 0,2g
Agua destilada q.s.p 10mL

Procedimento:

Colocar em tubo de hemdlise 100 uL do reagente e 50 uL do sangue, homogeneizar, colocar
50 pl do preparo entre lamina e laminula, deixar em camara Umida, realizar leitura em 24 h.
Interpretacéo:

Teste de falcizag@o positivo, heméacias em forma de foice. Teste de falcizagdo negativo,

Figura 2 - Teste de falcizacao.

Teste de falcizacéo
negativo, hemacias
com morfologia
normal.

Teste de falcizagéo
positivo, hemacias
em forma de foice. -

Fonte: LEPAH - aumento 40x.
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3.2.4 Pesquisa intra-eritrocitaria de Hb H (Naoum, 1997).

Os corpusculos de inclusdo de hemoglobina H sdo formados por cadeias beta
oriundas da desnaturagdo do tetrdmero. Apods coloragdo esses corpusculos
apresentam-se dispostos homogeneamente no interior dos eritrocitos como pequenos

pontos azulados.

Reagentes:
Azul de cresil brilhante. Laborclin, S&o Paulo, SP (pronto para uso).
Procedimento:

Colocar 50 pl de sangue total em tubo de ensaio e adicionar 50 pl de solugédo de azul Cresil

brilhante. Agitar o tubo suavemente.

Incubar o material a 37°C por 60 minutos.

Fazer esfregacos finos e examinar ao microscépio em objetiva de imerséo.
Interpretacédo:

A presenca de Hb H nos eritrécitos aparece como fina granulacdo distribuida homogeneamente,
caracterizando um portador de talassemia alfa. Agregados de Hb H sdo mostrados na figura 3.

Uma alternativa para melhorar a visualizagdo dos corpos de inclusao é colocar uma gota da solugéo
de sangue com azul cresil brilhante, apds incubacdo, no centro da lamina e cobrir com uma laminula,
pressionando suavemente para retirar 0 excesso. Examinar ao microscépio com objetiva de imersao. Este
procedimento melhora a qualidade da lamina, pois reduz a quantidade de corante precipitado entre as

células, facilitando a identificagcdo dos corpos de incluséo.
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Figura 3 - Agregados de hemoglobina H.

Reticulécitos

Fonte: LEPAH - aumento 100 x.

3.2.5 Eletroforese de hemoglobina

3.2.5.1 Eletroforese em acetato de celulose, pH alcalino. (Marengo & Rowe, 1965, com
modificacdes).

Técnica utilizada para qualificacdo e quantificagdo de hemoglobinas normais e
grande parte das anormais. As diferentes mobilidades eletroforéticas das hemoglobinas
anormais sdo originadas por alteracdo de carga elétrica, causada por substituicbes de
aminoacidos diferentes nas cadeias formadoras das moléculas. As hemoglobinas
anormais que se originam de mutacdes onde ndo ocorre mudanca de carga elétrica,
migram na posicdo de Hb A. Nestes casos para a caracterizacdo dessas

hemoglobinas, usam-se outros processos eletroforéticos.
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Preparo do hemolisado:

O hemolisado foi preparado com solugédo de saponina a 1%, colocando-se 50 ul de sangue
total e 100 ul da saponina em um dos compartimentos da placa de kline, e homogeneizando-se.
Tampéo usado:

O tampao utilizado foi o TEB, composto por: Tris (hidroximetil-aminometano), EDTA e Borato, com pH
final de 8,5.

Reagentes:

Tampéo TRIS-EDTA-BORATO (TEB) pH 8,6

Tris hidroximetil aminometano. 10,2 g
Acido etilenodiamino tetracético 0,69
Acido Bérico 329
Agua destilada g.s.p 1000 mL

Conservar em geladeira

Procedimento:

Embeber as fitas de acetato de celulose por 15 minutos no minimo e no maximo por 6 horas,
em tampdo TEB, secar as fitas entre duas folhas de papel absorvente e coloca-las na cuba de
eletroforese, conectando-as com os compartimentos eletroliticos através de tiras de papel filtro.

Aplicar as amostras de solugcao de hemoglobinas a 1,0 cm da extremidade da fita que esta em
contato com o polo negativo. Deixar correr por 30 minutos a 300 volts.

Analisar as fracdes. A identificacdo segue mapa de migracao de hemoglobinopatias.

Figura 4 — Eletroforese em fita de Acetato de celulose.

1) Perfil AA — hemoglobina normal.
2) Perfil SS — homozigoto para Hb S.

A — - 3) Perfil AS — heterozigoto para Hb S.
2 —  — _— 4) Perfil AC — heterozigoto para Hb C.
C ———

5) Perfil AS — heterozigoto para Hb S.

1 2 3 4 5

Fonte: LEPAH. -UCG - Corrida eletroforética demonstrativa com pacientes pré-selecionados.
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As fitas de acetato de celulose foram conservadas no proprio tampao TEB. Para a
identificacdo da hemoglobina H, que € instdvel e se desnatura facilmente, toda a
atencao foi dada no inicio da migracdo das fracdes, pois, ela apresenta-se mais rapida
que a hemoglobina A e desaparece por volta de 10 a 15 minutos apds o inicio do
procedimento. A seguir a figura 5 mostra a fracdo de Hb H e controle normal em 8

minutos de corrida.

Figura 5 - Eletroforese de hemoglobina pH=8,6.

1) Hemoglobina H.

2) Controle Normal.

Fonte: LEPAH.-UCG - Corrida eletroforética demonstrativa com pacientes pré-selecionados.

3.2.5.2 Eletroforese em agar, pH acido

Método utilizado para diferenciar alguns tipos de hemoglobinas mais lentas do
que a Hb A, como Hb S da Hb D e Hb C da Hb E, que migram em posi¢des similares
em eletroforeses alcalinas. Por esta técnica as hemoglobinas S e C separam-se da Hb

A, enquanto as hemoglobinas D e E migram na mesma posicao da Hb A.
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Preparo do hemolisado:

O hemolisado também foi preparado com solugao de saponina a 1%, colocando-se 50 ul
de sangue total e 100 pl da saponina em um dos compartimentos da placa de kline, e
homogeneizando.

Tampéo usado:
O tampédo utilizado foi o tampéo fosfato pH=6,2. (Celm, Barueri, SP)
Lamina com agar-fosfato (Celm, Barueri, SP)
Procedimento:

Aplicar a solu¢éo de hemoglobina na cavidade reservada na por¢do média da lamina com
agar-fosfato, utilizando um aplicador préprio; colocar a lamina na cuba de eletroforese, e
conectar suas extremidades com o0s respectivos compartimentos eletroliticos por meio de
“pontes” realizadas com duplo papel de filtro; passar 100 a 150 volts por 20 a 15minutos

respectivamente; analisar o fracionamento seguindo os padrdes descritos acima.

A figura 6 mostra uma eletroforese em &agar-fosfato, onde a Hb se difunde pelo
agar e algumas frac6es como a Hb S, migram separadamente da Hb A, enquanto que

as hemoglobinas normais A e A: tém mobilidade semelhante.

Figura 6 - Eletroforese em agar-fosfato.

1 (1) Padréao normal perfil AA

(2) Perfil AS representado pela

2 separacao das bandas.

Fonte:: LEPAH. -UCG - Corrida eletroforética demonstrativa com pacientes pré-selecionados.
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3.2.6 Dosagem de hemoglobina H (Marengo & Rowe, 1965, com modificacdes)

Reagentes:

Sao os mesmos utilizados na eletroforese em acetato de celulose pH 7,0. Utilizado como
método auxiliar na identificacao das formas alfa talassemicas.
Procedimento:

Aplicar 10 pl de solu¢éo do hemolisado em fita de acetato de celulose com 5,7 cm de largura.
Realizar o método de eletroforese de hemoglobinas em pH alcalino por 10 minutos. Apds a

separacao das fracdes de hemoglobina H e A, recorta-las e elui-las em tubos de ensaio contendo 3
ml de agua destilada para hemoglobina H, e 15 ml de agua destilada para Hb A, deixar eluir de
duas a seis horas com agitacdo periddica ler as densidades 6pticas (D.O.) em 415 nm, usando
agua destilada como branco.

Célculo:

D.O. Hb H X 100

D.O. Hb H + (D.O. Hb A x 5)

Interpretacdo: Valor normal de Hb H é 0%.

Figura 7 - Hb H, eletroforese em pH=7,0. Apés 8 minutos de corrida.

Ponto de
aplicacao

1"

Fonte: LEPAH. -UCG - Corrida eletroforética com paciente participante da pesquisa.
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3.2.7 Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

Para este estudo foi usado o kit Beta-tal e o equipamento Variant (Bio-Rad®, S&o
Paulo, SP). A cromatografia liquida de alta performance € um método de separacao de
substancias e se baseia na propriedade quimica da molécula a ser analisada. O kit
para diagndéstico da talassemia beta Heterozigotica além de ser utilizado para esse fim,
quantificando as hemoglobinas A, A2 e F, permite a caracterizacdo atraves de janelas
especificas para as hemoglobinas S, C, D Los Angeles e outras hemoglobinas
variantes pelo padrdo cromatografico, tempos de retencdo e porcentagem dos

diferentes picos. Entretanto, com esse método nao € possivel detectar a Hb H.

A amostra de sangue é diluida 200 vezes em um eppendorf volume de 1,5 mL (fornecido pela
Bio-Rad®), com liquido hemolisante, fornecida no kit de analise do mesmo fabricante, seguindo as
normas de procedimentos da técnica. Utiliza-se 5 microlitros de sangue para 1 mL de hemolisante.
Ap6s hemolise total, acondicionar as amostras nos compartimentos adequados do equipamento
Variant 1, previamente ligado para atingir temperatura ideal e fazer calibragbes, digitar os dados
necessarios para identificacdo do paciente, tipo de procedimento escolhido e solicitar ao equipamento
que inicie a operacdo e aguardar a realizacdo dos procedimentos automatizados pré-programados.
Segundo técnica (kit Beta-tal - Bio-Rad). Ap6s o término da execuc¢do da técnica retirar o impresso do

cromatograma liberado pelo Variant e analisar os resultados.
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O cromatograma da figura 8 € um modelo de resultado emitido pelo equipamento
Variant 1, onde podemos identificar as fragbes da Hb com o percentual, tempo de
retencdo e a area de cada banda, alem do grafico que nos permite analisar cada uma
das fracbes liberadas pelo cromatégrafo. A Hb F € a primeira banda liberada,
representada pelo pico F no cromatograma, o pico maior € a Hb A e em seguida temos
a Hb A2. Também pode ser visto os valores em percentual de cada fragdo com seu
respectivo tempo de retencado, e destaque abaixo para os valores das Hb F e Hb Az
Com este conjunto de dados podemos identificar o perfil hemoglobinico de cada

individuo.

Figura 8 - Cromatograma.

Beta Thal Short

D TE: OF 03701 TIME: 1250144
TECH Ik O
WAL A B SaMPLE IDDE D

SMALYTE ID a TIRAE ARES,

F 1.4 1.08 27938
Pz &9 1.40 137534
P 3.1 1.76  B1830
Ao 838 241 16877830
A2 5.1 368 97554

TOTAL AREA, 2002686
F 1.4% A2 5,196
096 ¢
s

| |
1096 4
A

YA VW

3 = 5 L E]

Fonte: LEPAH. -UCG - Imagem escaneada de resultado emitido pelo Variant 1- Bio-Rad®.



22

3.3 Analise de Dados

Todos os dados obtidos foram, primeiramente, anotados na ficha de resultado
com os procedimentos acima descritos. Posteriormente, transcritos para a planilha de
calculo do Microsof-Excel®, e analisados através de calculos de médias aritméticas,
percentagens, desvios-padrdes e foram construidas tabelas e graficos correspondentes
a cada hemoglobina variante e talassemias encontradas. Foi demonstrada através de
tabelas a correlacdo entre as alteragcbes das hemoglobinas com os indices
hematimétricos, idade, sexo e perfil hemoglobinico, com as respectivas médias e
desvios-padrbes. Foram construidos graficos correlacionando cada alteracdo com

idade e sexo e graficos com os percentuais das fracbes hemoglobinicas encontradas.
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4 RESULTADOS

O grafico 1 mostra a variagcdo encontrada nas hemoglobinas, das 201 amostras
analisadas 145 (72,1%) apresentaram perfil hemoglobinico AA, 56 (27,9%)
apresentaram algum tipo de alteragdo, sendo 27 (13,4%) com perfil AH, talassemia
alfa, 9 (4,5%) perfil AA, mas com Hb A, aumentada, o que caracteriza talassemia beta,
13 (6,5%) com perfil AS, heterozigoto para Hb S e 6(3%) apresentou perfil AC,
heterozigoto para Hb C. Apenas 1 (0,5%) apresentou interacéo entre talassemia alfa e

heterozigose para Hb S.

Gréfico 1 - Distribuicao do Perfil Hemoglobinico das 201 Amostras Analisadas

Distribuicdo do Perfil Hemoglobinico das 201 Amostras
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A idade da populacdo em estudo variou de 1 a 65 anos e foi dividida em diversas

faixas etarias, onde a maior delas se enquadra no grupo entre 15 e 30 anos,

totalizando 65 individuos (32%). O menor percentual estd contido na faixa etaria

compreendida entre 7 e 14 anos, com 22 individuos (11%). A distribuicdo dos

resultados do perfil hemoglobinico por faixa etéria mostra que a populagdo em estudo

foi composta em sua maioria por adultos (74%), consequentemente dos 56 casos de

alteracéao da Hb, 73,2% tinham mais de 14 anos.

Do universo das 201 amostras analisadas, 141 amostras eram de pacientes do

sexo feminino, representando 70% e 60 do sexo masculino, equivalente a 30%. A

tabela 2 mostra em detalhe a distribuicdo por faixa etéria, sexo e perfil hemoglobinico.

Tabela 2 - Distribuicdo dos resultados por faixa etéria e sexo de acordo com o perfil hemoglobinico

Hb AA Tal a Tal B Hb AS Hb AC Tal a/Hb AS
Faixa etaria
(anos) F M F M F M F M F M F M TOTAL
30
Oab6 9 12 3 3 0 0 1 1 1 0 0 0 15%
22
7a1l4 6 10 2 3 0 1 0 0 0 0 0 0 11%
65
15a 30 39 10 1 1 1 3 6 1 2 0 1 0 32%
50
31a45 31 4 7 0 1 2 2 1 2 0 0 0 25%
34
46 a 65 17 7 6 1 1 0 1 0 1 0 0 0 17%
102 43 19 8 3 6 10 3 6 0 1 0
Subtotal 201
51,0% 21,1% | 9.4% 4,0% | 1,5% 3,0%]| 50% 15% | 3,000 0,0% | 1,5% 0,0% 100.0%
145 27 9 13 6 1 '
Total
72,1% 13,4% 4,5% 6,5% 3,0% 5,0%

Todas as amostras testadas apresentaram anemia microcitica e hipocrémica,

sendo que 56 pacientes (27,9%) apresentaram hemoglobinas com alteragbes
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qualitativas ou quantitativas. Dessas, 39 eram do sexo feminino (19,4%) e 17 do sexo
masculino (8,5%). Portanto, a prevaléncia de hemoglobinas anormais na populacéao foi
de 56 casos o0 que equivale a 27,9%.

O gréfico 2 deixa clara a predominancia do sexo feminino tanto nas hemoglobinas
normais quanto nas anormais, onde em apenas um parametro, talassemia beta, ha

predominio do sexo masculino.

Gréfico 2 - Distribuicdo das hemoglobinas normais e anormais por sexo

Distribuicdo das hemoglobinas normais e anormais por sexo
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Os métodos empregados neste trabalho permitiram a identificacdo de varios
genotipos heterozigotos das hemoglobinas variantes. Entretanto, ndo se encontrou
homozigoto para essas hemoglobinas.

A talassemia alfa (perfil AH) foi a mais prevalente de todas, sendo que os 27
casos encontrados foram detectados por eletroforese de hemoglobina em pH alcalino e

posteriormente realizada a pesquisa intra-eritrocitaria de agregados de Hb H. Foi
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determinado o valor das fracdes e todos os individuos encontrados sdo portadores de
talassemia alfa minima.

Heterozigotos para o genoétipo AC e AS foram encontrados em 6 e 13 pacientes,
gerando uma proporc¢do de 1: 2,2. Na analise morfoloégica em esfregago corado, esses
pacientes apresentaram alteracdes na forma, tamanho e cor das hemacias. Essas
alteracdes ndo sdo esperadas para esse genotipo.

Um caso de associagao foi encontrado, entre, talassemia alfa e heterozigoto para
Hb S. Para a deteccao dessa associacao foi realizada, além da eletroforese alcalina, a
eletroforese em pH acido, teste de falcizagdo e a pesquisa intra-eritrocitaria de

hemoglobina H.

4.1 Perfil Hematoldgico das Talassemias

4.1.1 Talassemia alfa

A tabela 3 mostra pacientes com indices hematimétricos, eritrogramas e todos os

pacientes com concentracdes de Hb H compativeis com talassemia alfa minima, uma
média de 1,7 % (+ 0,8). As médias de todos os parametros estdo de acordo com o
esperado, ou seja, VCM e HCM diminuidos (valores de referéncia 87 £ 5 fL e 30 + 2 pg,
respectivamente) numeros de eritrocitos com média de 4,7 milhdes(+ 0,8).elevados em
relacdo ao hematocrito com meédia de 34,3% (+ 6,7), caracterizando microcitose e

hipocromia e o principal dado, a presenca de Hb H em todos os pacientes.
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A média de Hb H obtida de 1,7% (+ 0,8) é compativel com talassemia alfa
minima, e os valores dos indices hematimétricos demonstraram microcitose e

hipocromia com médias do VCM de 73,4 (+ 5,4) e HCM de 23,2 (+ 2,1).

Tabela 3 - Dados do eritrograma, indices hematimétricos e valores percentuais das fracdes
hemoglobinicas nos individuos com talassemia alfa.

ORDEM IDADE HM HT HB VCM HCM CHCM RDW HbA HbA2 HbF HbH
(@nos) (107L) (%) (g/dL) (fL) (pg) (g/dL) (%) (%) (%) (%) (%)

1 1 49 363 116 747 239 320 162 927 23 16 24
2 3 49 369 120 756 245 324 131 949 31 00 20
3 5 50 389 126 78,1 254 324 11,8 947 32 00 21
4 6 54 405 128 754 238 316 137 940 30 00 30
5 6 46 344 106 749 231 308 138 954 30 05 1,1
6 9 49 394 127 799 258 322 116 958 31 01 1,0
7 10 53 40,2 130 76,4 247 323 138 969 21 00 10
8 11 54 430 142 801 264 330 124 962 29 00 009
9 12 52 40,0 135 763 258 338 135 959 23 00 18
10 14 54 41,3 132 759 243 321 133 94 23 00 13
11 17 46 31,1 100 67,6 21,7 321 168 953 27 03 1,7
12 24 45 329 105 731 233 31,8 170 973 20 00 07
13 31 44 260 84 588 190 323 158 968 23 00 0,9
14 31 51 368 11,7 723 230 318 150 957 13 03 27
15 32 35 277 85 782 240 30,7 206 947 28 00 25
16 33 48 321 98 673 206 307 178 9,1 14 02 23
17 36 47 362 115 775 245 330 130 951 28 10 1,1
18 38 49 347 106 71,0 21,7 306 215 948 39 00 1,3
19 38 47 349 109 751 235 31,4 147 951 30 08 1,1
20 44 41 256 80 632 197 31,3 138 953 30 00 17
21 45 40 252 74 624 184 294 176 943 24 00 3,3
22 45 41 286 89 694 216 31,1 170 954 12 06 28
23 47 1,7 131 43 771 247 332 174 955 25 00 20
24 48 52 391 129 752 248 330 13,7 828 47 116 09
25 50 55 39,8 124 724 226 312 155 958 25 02 15
26 55 53 40,2 131 764 249 326 141 926 37 07 30
27 65 39 306 100 779 255 328 11,8 952 28 00 20

Médias 28 47 343 109 734 232 31,8 152 949 2,7 0,7 1,7

DP 18,5 0,8 6,7 2,3 5,4 2,1 0,9 2,6 1,2 0,8 0,5 0,8
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O grafico 3 compara os valores das concentra¢des de Hb H com os valores dos
indices VCM e HCM, onde o VCM mesmo com média de 73,4 fL (+ 5,4) e nao
apresentando valores acima de 80 fL, mostra uma variacdo mais heterogénea que o
HCM, que tem média de 23,2 pg (+ 2,1), mas a variacdo de seus resultados é

menor,como mostra o grafico através da linha central de cor rosa.

Grafico 3 - Comparacéao de talassemia alfa com microcitose e hipocromia

Comparagao de talassemia alfa com microcitose e hipocromia
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O gréfico 4 representa os percentuais das hemoglobinas encontradas nos
pacientes com talassemia alfa. A média de Hb H foi de 1,7% (+ 0,8), que € compativel
com talassemia alfa minima, a média de Hb A, foi de 2,7% (+ 0,8), enquanto que a
média de Hb A foi de 94,4% (+ 1,2). 13 dos 27 individuos apresentaram baixa
concentracdo de Hb F, e os demais, auséncia desta Hb. Sendo a média destes de

0,7% (£ 0,5).

Gréfico 4 - Distribuicao das fragdes hemoglobinas em pacientes com talassemia alfa

DISTRIBUICAO DAS FRACOES HEMOGLOBINICAS
EM PACIENTES COM TALASSEMIA ALFA

Hb H
Hb A2 (?30'/: ke
, (Y0
S

2,7% \ /

Hb A
94,9%




30

Os gréficos 5 e 6 mostram respectivamente a distribuicdo dos individuos com
talassemia alfa por idade e sexo. A faixa etaria com maior incidéncia foi de 31 a 45
anos, com 10 casos relatados, e predominancia do sexo feminino com 19 casos (70%)

contra 8 (30%) do sexo masculino.

Graéfico 5 - Distribuicdo por idade dos individuos com talassemia alfa

Distribuicdo por idade dos individuos com talassemia alfa
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Gréfico 6 - Distribuicdo por sexo dos individuos com talassemia alfa
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4.1.2 Talassemia beta

A tabela 4 mostra um quadro classico de pacientes portadores de talassemia
beta, onde todas as alteracdes esperadas estdo de acordo com a literatura. Estes
pacientes apresentaram uma concentracdo média de Hb A, de 5,5% (+ 0,6), acima dos
niveis normais que variam de 2% a 4%, e ainda confirmaram diminuicdo de indices
como VCM e HCM. O numero de hemacias em média € de 5,9 milhdes (+ 0,5) e esta
aumentado em relagdo ao hematdcrito que tem média dentro da normalidade em torno
de 40,2% (+ 4,7) O RDW mesmo com meédia de 14,3% (+ 1,9), nha maioria dos casos

esta acima dos valores de referéncia.

Tabela 4 - Dados do eritrograma, indices hematimétricos e valores percentuais das fragdes
hemoglobinicas nos individuos com beta talassemia.

ORDEM IDADE HM HT HB VCM HCM CHCM RDW HbA HbA2 HbF
(anos)  (10°L) (%) (g/dL) (fg) (pL) (g/dL) (%) (%) (%) (%)

1 12 5,6 35,6 11 63,0 195 30,9 16,0 944 46 1
2 15 6,1 41,2 129 67,0 211 31,3 135 944 52 0,4
3 20 5,7 349 10,5 61,2 184 30.1 157 94,1 438 11
4 26 6,7 42,2 13,4 63,0 199 31,7 13,8 94,0 6,0 0
5 27 6,1 473 143 78,0 234 30,1 111 93,7 6,3 0
6 32 59 379 11,2 64,0 19,0 29,6 148 94,1 59 0
7 35 50 35,7 11 71,0 21,9 30,8 16,1 949 438 0,3
8 39 6,3 47,2 156 753 249 33,1 129 94,2 58 0
9 78 6,1 394 112 64,9 18,5 28,4 16,5 943 57 0

Médias 31,6 59 40,2 123 67,5 210 30,7 14,3 94,2 55 0,4
DP 19,6 0,5 4,7 1,8 59 2,3 1,4 1,9 0,3 0,6 0,3
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O gréfico 7 compara os valores das concentracbes de Hb A, com os indices
hematimétricos VCM e HCM. Os indices hematimétricos estdo diminuidos, o que
caracteriza anemia microcitica e hipocrdmica, onde a média do VCM é de 67,5 fL (=
5,9), e 0o HCM tem a média de 21,0 pg (+ 2,3). A Hb A, esta aumentada em todos os

pacientes caracterizando talassemia beta, onde apresenta média de 5,5% (+ 0,6).

Graéfico 7 - Comparacédo de talassemia beta com microcitose e hipocromia

Comparacgao de talassemia beta com microcitose e hipocromia
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O grafico 8 mostra a distribuicdo das fragcdes da hemoglobina em individuos que
apresentaram talassemia beta, onde a Hb A tem percentual médio de 94,2% (+ 0,3), a

Hb A, tem média de 5,5% (+ 0,6) e a Hb F com média de 0,4% (+ 0,3).

Gréfico 8 - Distribui¢do percentual das fragdes hemoglobinas em individuos com talassemia beta
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Os graficos 9 e 10 mostram respectivamente a distribuicdo dos individuos com
talassemia beta por idade e sexo. A faixa etaria com maior incidéncia neste grupo foi
de 15 a 30 anos, com 4 casos relatados. Houve predominancia do sexo masculino com

6 casos (67%), contra 3 (33%) do sexo feminino.

Graéfico 9 - Distribuicdo por idade dos individuos com talassemia beta
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Gréfico 10 - Distribuicdo por sexo dos individuos com talassemia beta
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4.2 — Perfil Hematol6gico das Hemoglobinas Variantes

4.2.1 — Hemoglobina S.

A Tabela 5 mostra um grupo de individuos heterozigotos para Hb S, com
percentual médio de 59,1% (+ 4,4) de Hb A e 36,3% (+ 4,3) da fracdo S. Todos
apresentaram hemacias aumentadas em relacdo ao hematdcrito, uma média de 5,1 (+
0,6) milhdes de hemacias, para uma média de hematoécrito de 38,4% (+ 4,7), 0 que
causa a diminuicdo do VCM e HCM, e leva consequentemente a condicdo de

microcitose e hipocromia, apesar desta situacao ndo ser comum para este perfil (AS).

Tabela 5 - Dados do eritrograma, indices hematimétricos e valores percentuais das fragdes
hemoglobinicas em individuos heterozigotos para Hb S.

ORDEM IDADE HM HT HB VCM HCM CHCM RDW HbA HbA2 HbF HbS
(@nos) (10°L) (%) (g/dL) (L) (pg) (g/dL) (%) (%) (%) (%) (%)

1 1 48 372 11,7 770 242 315 152 54,1 4,1 1,1 40,7
2 1 50 314 97 63,2 195 30,9 175 554 4,6 1,7 38,3
3 29 49 347 119 713 244 343 13,3 60,9 4,6 0,0 345
4 23 54 397 12,7 73,1 234 320 239 59,7 4,2 0,7 354
5 23 6,5 46,9 16,0 723 247 341 13,3 64,6 3,4 0,0 32,0
6 25 44 336 11,7 77,2 269 348 13,2 59,1 3,3 00 37,6
7 26 44 332 10,8 753 246 32,7 14,6 61,9 4,5 09 32,7
8 26 50 391 129 784 259 331 11,4 61,8 4,2 0,0 34,0
9 27 51 390 129 760 250 328 129 63,3 3,7 0,0 33,0
10 32 4,7 373 121 79,7 258 324 14,7 55,5 3,3 0,3 40,9
11 40 58 43,7 142 755 245 324 13,8 63,8 3,5 09 31,8
12 41 49 38,1 124 779 254 325 13,5 55,1 3,5 0,4 40,0
13 68 59 455 145 774 246 31,7 12,7 60,0 6,1 0,0 339

Meédia 27,8 51 384 126 749 245 32,7 14,8 59,1 4,1 0,5 36,3
DP 17,0 0,6 4,7 1,6 4,3 1,8 1,2 3,2 4,4 0,8 06 43
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O grafico 11 mostra o percentual das fragbes da hemoglobina dos individuos
com heterozigose para hemoglobinopatia S, onde o maior percentual médio foi de Hb A
com 59,1% (+ 4,4), a Hb S apresentou média de 36,6% (+ 4,3), a Hb A, com média de

4,1% (+ 0,8) e Hb F com média de 0,5% (+ 0,6).

Gréfico 11 - Distribuicdo percentual das fragBes hemoglobinicas em individuos com hemoglobinopatia S
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O gréfico 12 correlaciona a distribuicdo dos individuos deste grupo por idade e
sexo, onde predomina o sexo feminino com 10 casos contra 3 casos do sexo
masculino. A faixa etaria predominante foi entre 15 e 30 anos, representada pela
coluna amarela no gréafico, com 7 casos, nhdo houve nenhum caso na faixa etaria

compreendida 7 e 14 anos..

Graéfico 12 - Distribuicdo dos individuos com Hb S por sexo e idade
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4.2.2 — Hemoglobina C

A Tabela 6 mostra um grupo de individuos portadores de heterozigose para Hb C,
com percentual médio de 59,2% (+ 5,8) de Hb A e 35,0% (+ 5,2) da fracdo C. Também
apresentaram o mesmo perfil hematimétrico dos pacientes descritos para portadores
de Hb S, com média de hemacias de 5,3 milhdes (+ 0,8) e hematdcrito com valor médio
de 38,7% (+ 3,4), situacdo que caracteriza microcitose e hipocromia, o VCM e o HCM

se mostraram diminuidos com médias respectivas de 73,1% (+ 4,5) e 24% (+ 2,7).

Tabela 6 - Dados do eritrograma, indices hematimétricos e valores percentuais das fracdes
hemoglobinicas em individuos heterozigotos para Hb C.

IDADE HM HT HB VCM HCM CHCM RDW HbA HbA2 HbF HbC

ORDEM anos) (10%) (%) (g/dl) () (pg) (0/dl) (%) (%) (%) (%) (%)
1 2 51 37,2 11,9 72,7 23,2 32,0 13,0 54,5 3,8 4,5 37,2
2 16 53 39,8 13,3 750 25.0 33.4 13.7 56,2 3,5 0,3 38,6
3 27 7,0 45,0 15,3 64,6 21,9 34,0 14,6 69,1 4.4 0,0 26,5
4 43 4.8 36,7 12,6 76,6 26.3 34.4 14.3 56,8 3,5 0,7 37,7
5 45 4.8 355 11,4 73,3 23.6 32.1 21.2 63,4 3,0 2,9 30,7

6 56 50 381 134 76,7 27,0 352 139 553 3,4 05 394

Média 31,5 53 387 130 73,1 240 33,7 138 59,2 3,6 15 350

DP 20,2 0,8 34 14 4,5 2,7 1,6 0,8 5,8 0,5 1,8 5,2
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O gréfico 13 mostra o percentual das fragbes da hemoglobina dos individuos
com heterozigose para Hb C, onde o maior percentual médio foi de Hb A com 59,2% (+
5,8), a Hb C apresentou média de 35,0% (+ 5,2), a Hb A, com média de 3,6% (+ 0,5) e

Hb F com média de 1,5% (+ 1,8).

Gréfico 13 - Distribuicao dos individuos com Hb C por concentracado das fragdes hemoglobinicas
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O grafico 14 representa a distribuicdo dos individuos com Hb C, por faixa etaria,

todos os individuos deste grupo séo do sexo feminino.

Graéfico 14 - Distribuicdo dos individuos com Hb C por idade

Distribuicdo dos individuos com Hb C por idade
3
2 2
2 2
>
S
>
- 1 1
£ 1
o
O T T T T
Oa6 7al4 15 a 30 31 a 45 46 a 60
Faixa etaria

4.2.3 — Interacgao talassemia alfa/Hb AS, Perfil Hb ASH
Tabela 7 mostrando um unico individuo portador da associacéo talassemia alfa e
heterozigoto para Hb S, neste caso justificam as alterac6es de indices hematimétricos

e de eritrograma causados pela presenca da hemoglobina H.

Tabela 7 - Dados do eritrograma, indices hematimétricos e valores percentuais das fracBes
hemoglobinicas em individuo com associacéo de alfa talassemia e heterozigoto para HbS

IDADE HM HT HB VCM HCM CHCM RDW HbA HbA2 HbF HbS HbH
(@nos) (10%L) (%) (g/dL) (L)) (pg) (@dL) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
29 44 27,7 89 630 202 320 171 625 33 05 328 09
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5. DISCUSSAO

5.1 Prevaléncia das Hemoglobinas Variantes e Talassemias

A heterogeneidade genética da populacao brasileira esta associada a diversidade
dos grupos étnicos formadores de cada regido. Dessa forma, as hemoglobinopatias se
distribuem de maneira também heterogénea na populagéo brasileira.

A literatura médica faz referéncia a algumas doencas que podem ser mais
prevalentes em determinadas populacdes ou grupos étnicos. Dentre as enfermidades
sobre as quais h& evidéncias importantes de um componente genético, destacam-se as
anemias hereditarias e em especial as hemoglobinas variantes e as talassemias. Essas
enfermidades constituem um grupo das anemias hemoliticas que apresentam
prevaléncia significativa na populacéo brasileira (Naoum 1982 b; Viana-Baracioli, 2001,
Cunha, 2001). Naoum (1997b) e Pinto-Junior (2002) mencionam que a anemia
falciforme é de origem dos povos da Africa, enquanto que as talassemias alfa, dos
povos asiaticos e as talassemias beta, dos povos do mediterraneo, em especial, 0s
italianos e gregos.

Naoum (1997b) refere a heterogeneidade genética da populacdo brasileira e dos
diferentes graus com que se entrecruzam nas varias regides do pais, como sendo o
fator da composicéo plural desta nacdo. Segundo Brito (1997), o Brasil é o pais de
maior populacéo negra fora da Africa. Assim, é importante analisar a miscigenag&o do
povo brasileiro sob o ponto de vista de distribuicdo geogréafica.

Ainda sobre os fatores genéticos que estariam influenciando a saude da
populacdo negra e dos descendentes de italianos e de gregos, faz-se necessario

identificar os riscos diferenciais, especialmente aqueles relacionados com a



42

mortalidade fetal e perinatal, visto que as mulheres portadoras tanto de anemia
falciforme quanto de talassemia beta apresentam maior incidéncia de aborto
espontaneo, menor tempo gestacional e maior prevaléncia de partos prematuros
(Naoum 1997b,Oliveira et al., 2006; Pinto Junior 2002). Portanto, as mulheres com
anemias hereditarias, dependendo do comprometimento fisiolégico causado pela
anemia, poderé&o ter aumento da morbidade e mortalidade materna, assim como para o
feto (Naoum, 1997b; Costa et al., 2002).

Neste estudo a prevaléncia de 27,9% + 1,5%, das hemoglobinas variantes e
talassemias encontradas em 56 individuos, previamente selecionados por serem
portadores de anemia microcitica e hipocrémica difere significativamente dos valores
encontrados em outros estudos que trabalharam com a populacdo em geral.
Entretanto, em um grupo de gestantes, Viana-Baracioli et al. (2001) encontraram uma
prevaléncia de 10,7% em gestantes em Sao Paulo, enquanto que Naoum et al. (1986)
encontraram um valor de 10%, analisando 61.000 casos da populacdo geral. Valores
proximos a esses também foram encontrados por Reis (2004), que trabalhando com
populacao aleatoria de estudantes no estado de Goias, encontrou 10,1% de alteracdes
hemoglobinicas na populacdo estudada. Entretanto, apesar da proximidade das
prevaléncias entre esses autores, o nosso trabalho partiu da analise de um grupo
previamente selecionado por parametros hematologicos. N&o encontramos
homozigotos para nenhuma das hemoglobinas variantes, 0 que caracteriza esta
populacdo em estudo como portadora e ndo como individuos doentes.

Como assinalam Naoum & Domingos (1997a), as talassemias alfa constituem-se

como as alteragfes hereditarias mais comuns e prevalentes do homem. Entretanto, seu
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diagnostico exige procedimentos de execugcdo atenciosa e cuidadosa que s&o
recomendados por Naoum (1997a) e Ribeiro & Aradjo (1992). Isso exigiu uma
preparacao prévia da equipe que participou desse trabalho, lembrando que essa forma
de talassemia é diagnosticada pelo encontro de Hb H que, por sua vez, é instavel e se
desnatura com facilidade, necessitando de atengcdo e procedimentos especiais, como
por exemplo: o preparo do hemolisado com saponina. Foram encontrados 27 casos de
talassemia alfa, o que corresponde a 13,4%, da populacdo estudada. Este dado
diverge de Viana-Baracioli et al. (2001) que encontrou 6,75%, e esta proximo do estudo
de Oliveira et al. (2006) que relatou pelo menos 10% da populacdo do sudoeste do
estado de Sao Paulo.

Possivelmente a populacdo em estudo neste trabalho estd um pouco aumentada
pelo fato de serem previamente selecionadas com anemias caracteristicas da situacao
de talassemias, ou ainda, seria uma populacdo mais susceptivel as miscigenacdes
oriundas das grandes migracbes do passado? Foram constatadas alteracdes na
morfologia em tamanho e forma dos eritrécitos, microcitose e hipocromia,
respectivamente, e também alteragcbes na hematimetria, compativeis com as
observacbes em esfregaco corado, sendo que estas observacdes foram também
citadas por Tomé-Alves et al. (2000).

A dosagem de Hb H foi realizada pelo método de eluicdo e, dessa forma, todos os
pacientes foram agrupados como portadores de talassemia alfa minima. Importante
ressaltar que neste trabalho foram empregados métodos ndo moleculares. No entanto,
estes métodos, isoladamente, ndo sao especificos para quaisquer hemoglobinopatias,

mas em combinacgfes, podem diagnosticar a alteracdo e direcionar os procedimentos
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subsequentes, auxiliando no entendimento dos processos fisiopatoldgicos associados
ao disturbio genético em questéo (Chinelato-Fernandes, e Domingos, 2006).

A associagao entre o heterozigoto da Hb S e a talassemia alfa (genétipo ASH) foi
constatada em 1 amostra o0 que corresponde a 0,5% da populacdo estudada.
Observou-se neste paciente, que havia alteracées na morfologia, no tamanho e na cor
dos eritrOcitos, microcitose e hipocromia, respectivamente, detectados nos indices
hematimétricos e no teste de resisténcia osmotica a solucao salina 0,36% positivo.
Estes dados n&o sdo esperados para os portadores de Hb AS, mas esta condicao se
explica pela presenca de Hb H, que tem como conseqiiéncia a diminui¢cdo dos indices
hematimétricos, o que também esta de acordo com Tomeé-Alves et al. (2000).

Os heterozigotos para a Hb C (gendtipo AC) foram detectados em 6 pacientes
correspondendo a 3,0%, enquanto para Hb S (genétipo AS) foram detectados em 13
pacientes, correspondendo 6,5%. Esses dados divergem de Naoum (1982a), Viana-
Baracioli et al. (2001) e Reis (2004), que encontraram em seus estudos cerca de 1% de
pacientes com hemoglobinopatia C, e 2,2% de heterozigotos para Hb S. Geralmente,
os heterozigotos para as hemoglobinas C e S séo pacientes assintomaticos e que nao
apresentam qualquer gueixa clinica ou alteracao no eritrograma.

Na avaliacdo rotineira do esfregaco sangiineo corado desses pacientes ndo se
encontram alteragcdes na morfologia dos eritrocitos (Silva & Hashimoto, 1999).
Entretanto, excecdo se faz apenas para alguns pacientes portadores de Hb C que
poderdo apresentar hemacias em alvo, ou “target cell” (Bonini-Domingos et al., 2003).

Como foi demonstrado na tabela 5, onde estdo representados os dados dos
pacientes com presenca de Hb S, os valores para Hb A2 destes individuos mostraram-

se elevados, o0 que também demonstraram os trabalhos de Cotton (1999) e Sub (1996),
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pois esta metodologia (HPLC) utilizada para as dosagens de Hb A2 nado é
recomendada para pacientes heterozigotos para Hb S. Entretanto os resultados de Hb
A2 nos pacientes heterozigotos para Hb C ndo sofreram alteracdo pelo método da
HPLC.

A identificacdo de talassemia beta menor neste trabalho foi possivel utilizando a
automacao, tanto no eritrograma quanto na HPLC. Por esta ultima metodologia, 0s
valores percentuais das hemoglobinas ja sé@o determinados, principalmente das
hemoglobinas A, A2 e Fetal que juntamente com os indices hematimétricos séo
importantes para tal diagndstico (Naoum & Naoum, 2004). Foram encontradas aumento
de Hb A2 em 9 amostras, sendo 3 de pacientes do sexo feminino e 6 do sexo
masculino, correspondendo a 4,5% da populacdo estudada. Observou-se nestes
pacientes que havia alteragcbes na morfologia no tamanho, na cor e forma dos
eritrécitos (microcitose, hipocromia e presenca de dacriécitos, respectivamente).

Os indices hematimétricos estavam todos abaixo dos valores de referéncia,
segundo a Tabela 1 indicando microcitose e hipocromia. As médias aritméticas dos
VCM, HCM e CHCM foram de 67,5 fL, 21,0 pg e 30,7 g/dl, respectivamente. O teste de
resisténcia osmdética a salina 0,36% foi positivo. Estes dados sdo esperados para 0s
portadores de talassemia beta menor, fatos estes encontrados por Tomé-Alves et al.
(2000).

Os valores encontrados para a concentracdo da hemoglobina S variaram de
31,8% a 40,9%, os quais estdo de acordo com Naoum (1997b) que prevé um intervalo
de 30% a 40 % para essa hemoglobina. A média foi de 36,3%, (+ 4,3). Ja as

concentragbes médias das hemoglobinas A, A2 e fetal foram de 59,1% (x 4,4); 4,1% (z
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0,8) e 0,5 % (x 0,6), respectivamente. Para os indices hematimétricos os valores de
VCM, HCM e CHCM foram 74,9 (x 4,3) fL, 24,5 (£ 1,8) pg e 32,7 (+ 1,2) g/l

respectivamente, caracterizando a anemia microcitica e hipocrémica nesses individuos.

5.2 Importancia social e epidemiologica.

As hemoglobinopatias sdo altera¢cbes genéticas com ampla distribuicdo mundial, e
a Organizagdo Mundial de Saude, alerta para a mobilizacdo dos setores de saude na
deteccéo e prevencédo dos individuos com anemias hereditarias.

Estudos preventivos de hemoglobinopatias tém sido realizados em paises onde a
alta incidéncia constitui um fator de risco para saude publica, cada qual enfocando da
melhor maneira a sua populacéo e o tipo de hemoglobinopatia que acomete.

Achados de estudos brasileiros j4 publicados confirmam que as
hemoglobinopatias séo consideradas um problema de saude publica no Brasil e
enfatizam a importancia dos programas de triagem neonatal e aconselhamento
genético, e da investigacdo da talassemia alfa em nosso pais (Beiguelman, 1995;

Cancado, 2006).

As hemoglobinopatias e as talassemias sdo doencas de dificil tratamento e,
portanto, a Unica forma de evita-la é através de acbes preventivas. Nesse aspecto, 0
aconselhamento genético pode contribuir para reduzir a sua incidéncia, desde que seja
orientado como forma de educagdo. O esclarecimento a respeito da anemia hereditaria
dara também ao afetado consciéncia de sua condicdo, principalmente do heterozigoto,
nos aspectos educacionais e nos reprodutivos, sem, contudo, decidir pelo casal a

respeito de sua prole (Naoum, 1997, Siqueira et al., 2002).
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Segundo a WHO Working Group (1982), é recomendado o levantamento
populacional da prevaléncia das hemoglobinopatias e talassemias, pois 0 mesmo
permite identificar os heterozigotos e os homozigotos. Além disso, esses programas
tém também a responsabilidade de esclarecer e conscientizar os doentes. O resultado
dessas ac¢fes implica na melhoria da qualidade de vida do portador e também lhe dara
subsidios para decidir a respeito de sua prole (Viana-Baracioli et al., 2001).

A prevaléncia de hemoglobinas anormais em 27,9% da populacdo estudada
reflete uma preocupacdo e um problema para a saude publica. O aconselhamento
genético desta populacdo apresenta, no entanto, importantes implicacdes psicoldgicas,
sociais e juridicas, acarretando um alto grau de responsabilidade as instituices e aos
profissionais que o oferecem. Assim sendo, é imprescindivel que ele seja fornecido por
profissionais habilitados e com experiéncia, dentro dos mais rigorosos padrbes éticos e

cientificos.
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ANEXO A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS
DEPARTAMENTO DE BIOMEDICINA LABORATORIO DA AREA DA SAUDE
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa.
Apos ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte
do estudo, assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e
a outra € do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé nao sera penalizado de
forma alguma. Em caso de davida vocé poder procurar o Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Catolica de Goias pelos telefones 3227-1071.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Linha de Pesquisa: ANEMIAS HEREDITARIAS

Projeto: Avaliagcdo da prevaléncia de talassemia alfa em uma populagdo com anemia

microcitica e hipocrémica.

Pesquisador Responsavel: Mauro Meira de Mesquita

Telefone para contato: (62)39461532 - 99735028

Pesquisadores participantes: Professores, funcionéarios e alunos do curso de

Biomedicina.

Telefones para contato: (62) 3946 1088

e Sera colhida a sua amostra de sangue para a realizacdo dos exames solicitados
pelo seu meédico. Depois de realizar todos os exames, mediante 0 seu
consentimento, a mesma amostra sera utilizada para fazer exames especificos para
o diagnostico das ANEMIAS HEREDITARIAS tais como: hemograma, eletroforese
de hemoglobina, prova de resisténcia a salina 0,36%, pesquisa intra-eritrocitaria de
hemoglobina H, cromatografia liquida de alta performance e teste de falcizacéo.

e O objetivo da pesquisa é saber a prevaléncia desta doenca na nossa populagao.
N&o existe nenhum risco, nem desconforto ou lesbes que possam ser provocados
pela pesquisa e vocé receberd o resultado no final da pesquisa, prevista para
dezembro de 2006.

e Todos os dados sdo sigilosos e vocé tem o direito de retirar 0 consentimento a
qualquer tempo.

¢ Nome do pesquisador: Mauro Meira de Mesquita
e Assinatura do pesquisador:

Data: / /
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ANEXO B - Consentimento da participacdo da Pessoa como Sujeito

UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS
DEPARTAMENTO DE BIOMEDICINA LABORATORIO DA AREA DA SAUDE

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO
Eu, RG
N° , N° de registro no LAS/CBB , abaixo

assinado, concordo em patrticipar do estudo em Avaliacéo da prevaléncia de talassemia

alfa em uma populacdo com anemia microcitica e hipocrébmica , como sujeito. Fuli
devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador. Mauro Meira de Mesquita,
sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participagcdo. Foi-me garantido que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou
interrupcdo de meu atendimento .

Local e data

Assinatura do sujeito ou responsavel:

Observacgdes complementares:

Data de nascimento: [ Idade:

Sexo: () se for do sexo feminino D.U.M:

Endereco:

Telefone:

Naturalidade do paciente: Estado:

Naturalidade do pai: Estado:

Naturalidade da mae: Estado:

Vocé jateve anemia? Nao( ) Sim( )
Jé& fez tratamento para anemia? Ndo () Sim( )
Qual medicamento vocé usou?
Houve melhora com o uso do medicamento? Nao ( ) Sim( )

Atualmente vocé esta em uso de algum Medicamento:
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ANEXO C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Pesquisas que
Envolvam Criancas e Dependentes

UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS
DEPARTAMENTO DE BIOMEDICINA LABORATORIO DA AREA DA SAUDE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PESQUISAS QUE
ENVOLVAM CRIANCAS OU DEPENDENTES

Seu (sua) filho (a) esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa. Apés ser
esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final
deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em
caso de recusa vocé nao serd penalizado de forma alguma. Em caso de duvida vocé poder procurar o
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Catdlica de Goias pelos telefones 3227-1071.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:
Linha de Pesquisa: ANEMIAS HEREDITARIAS

Projeto:
Avaliac@o da Prevaléncia de Talassemias alfa em uma popula¢cdo com anemia microcitica e hipocrémica.

Pesquisador Responsavel: Mauro meira de Mesquita

Telefone para contato: (62)39461532 - 99735028

Pesquisadores participantes: Professores, funcionarios e alunos do curso de Biomedicina.

Telefones para contato: (62) 3946 1088

e Sera colhida a sua amostra de sangue para a realizacdo dos exames solicitados pelo seu médico.
Depois de realizar todos os exames, mediante o seu consentimento, a mesma amostra sera utilizada
para fazer exames especificos para o diagnostico das ANEMIAS HEREDITARIAS tais como:
hemograma, eletroforese de hemoglobina, prova de resisténcia a salina 0,36%, pesquisa intra-
eritrocitaria de hemoglobina H, cromatografia liquida de alta performance e teste de falcizagéo.

¢ O objetivo da pesquisa € saber a prevaléncia desta doenga na nossa populagdo. N&o existe nenhum
risco, nem desconforto ou lesdes que possam ser provocados pela pesquisa e vocé recebera o
resultado no final da pesquisa, prevista para dezembro de 2006.

e Todos os dados séao sigilosos e vocé tem o direito de retirar o consentimento a qualquer tempo.

e Nome do pesquisador: Paulo Roberto de Melo Reis
e Assinatura do pesquisador:
Data:
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ANEXO D - Consentimento da participagédo da Crianga como Sujeito

UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS )
DEPARTAMENTO DE BIOMEDICINA LABORATORIO DA AREA DA SAUDE

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA CRIANCA COMO SUJEITO

Eu, , RG n° n° de registro no
LAS/CBB ou SCMG , abaixo assinado,
autorizo a participar do estudo em Avaliacdo da prevaléncia

de talassemias alfa em uma populacdo com anemia microcitica e hipocrémica, como sujeito. Fui
devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador: Mauro Meira de mesquita, sobre a pesquisa, 0s
procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha
participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto
leve a qualquer penalidade ou interrupgdo de meu atendimento .

Local e data

Assinatura do sujeito ou responséavel:

Observacfes complementares:

Data de nascimento: [ Idade:

Sexo: ( ) se for do sexo feminino D.U.M:

Endereco:

Telefone:

Naturalidade do paciente: Estado:

Naturalidade do pai: Estado:

Naturalidade da mae: Estado:

Vocé jateve anemia? Ndao( ) Sim( )
Ja fez tratamento para anemia? Nao ( ) Sim( )
Qual medicamento vocé usou?
Houve melhora com o uso do medicamento? Ndo ( ) Sim( )

Atualmente vocé estd em uso de algum Medicamento:
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ANEXO E - Ficha cadastral de Participantes da Pesquisa

FICHA CADASTRAL DE PARTICIPANTES DA PESQUISA
“Talassemia alfa Como Causa de Anemias Microciticas e Hipocromicas”

Responsaveis:

Prof. Mauro de Meira Mesquita

Prof. Paulo Roberto de Melo Reis

Pfofe Karla Greyck

Funcionario: Claudio Braz da Silva

Académico: Guilherme Alves de Mesquita

Registro no LAS/CBB — UCG: Datadacoleta: [/ |
Nome: Idade: /|
Data de nascimento: /[ | Sexoo:M( ) F() Telefone:

Medicamento em uso: Sim ( ) Ndo ( )

1) Eritrograma:

Resultados

Valor de Referéncia

Hemacias

mm3

Hematoécrito

%

Hemoglobina

g/dl

VCM

fl

HCM

P9

CHCM

%

RDW

%

2) Analise morfoldgica das heméacias:

3) Teste de resisténcia osmotica: Resistente ( ) Na&o Resistente ( )

4) Pesquisa intraeritrocitaria de hemoglobina H: Presente ( ) Ausente ()

Presente ( ) Ausente ()

5) Pesquisa de corpos de Heinz:
6) Eletroforese de Hemoglobina:

> pH alcalino — Perfil:

7) HPLC:




