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Abstract

The high prevalence of beta thalassemia among
Italians and their participation in the ethnic
formation of Caxias do Sul, Rio Grande do Sul
State, Brazil, and neighboring cities prompted
us to investigate hemoglobinopathies in 608
blood donors at the Caxias do Sul Regional Blood
Center. Despite the ethnic influence, abnormal
hemoglobin levels were found in only 1.81% of
the donors (0.16% Hb AC, 0.99% Hb AS, and
0.66% Hb AH), similar to the levels observed in
a study on qualitative disorders conducted in
the rural area of Rio Grande do Sul. In our set-
ting, the most commonly used screening tests for
thalassemia, combined with DNA sequencing,
were unable to detect quantitative hemoglobin
synthesis disorders. This may be attributable to
still-unknown genetic disorders, technical limi-
tations, or simply to miscegenation.
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Introducédo

As hemoglobinopatias constituem um grupo
de doencas hereditdrias que se caracterizam
por apresentarem distlirbios na sintese das ca-
deias polipeptidicas da hemoglobina, sejam
qualitativos ou quantitativos 1. Sabe-se que as
diferentes doengas da hemoglobina estdo rela-
cionadas com a etnia 2.3.

A contribuicao da imigracdo européia para
a formacao da populacdao do Sul do Brasil é
considerdvel. Um grande fluxo migratério de
italianos ocorreu no Estado do Rio Grande do
Sul no final do século XIX, povoando, preferen-
cialmente, Caxias do Sul e arredores. Os imi-
grantes eram, principalmente, provenientes de
Piedmont, no Norte da Itédlia 4, onde a freqiién-
cia de individuos microcitémicos ou carreado-
res de beta-talassemia pode atingir altas pro-
porcdes, podendo variar de 0,40% a 20,00% 5.
Na cidade de Porto Alegre, a investigacdo de
beta-talassemia, entre derivados de europeus,
mostrou uma freqiiéncia de 1,10% de heterozi-
gotos para essa condicdo, sendo que 62,00%
desses individuos eram de origem italiana 6.

Com a miscigenacdo da populacao brasilei-
ra, a hemoglobina S deixou de ser restrita a po-
pulacdo derivada de africanos, sendo encon-
trada também nos outros grupos étnicos 1, as-
sim como as talassemias.

As hemoglobinopatias tém sido muito es-
tudadas no Brasil quanto a distribuicdo e pre-
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valéncia em diferentes regides e grupos étni-
cos, valendo-se, para esse propdsito, das mais
variadas populagdes e técnicas analiticas 3,7,8,9,
10,11,12,13,14 e freqiientemente das de bancos de
sangue 1,15,16,17,18,19,20,21,22_ O fato de que sdo
raros os estudos, no interior do Estado do Rio
Grande do Sul, quanto a freqiiéncia dessas de-
sordens em doadores de sangue 17 e que o co-
nhecimento dessas condi¢des gera acdes em
prol da assisténcia a portadores sdo os princi-
pais argumentos dos autores e de varios outros
pesquisadores 2,13,21,23,24,25,26 para a triagem
populacional de hemoglobinopatias.

O presente trabalho €, portanto, um dos
poucos realizados no interior do estado e o pri-
meiro na regido da serra e teve como principal
objetivo investigar a prevaléncia de hemoglo-
binopatias em doadores de sangue na cidade
gaticha de Caxias do Sul.

Metodologia

Desenhou-se um estudo transversal para ava-
liar a prevaléncia de hemoglobinopatias em
doadores de sangue do Hemocentro Regional
de Caxias do Sul, no periodo de abril a dezem-
bro de 2001. Esse hemocentro constitui o prin-
cipal centro de doacdo de sangue do nordeste
do Rio Grande do Sul. Recebe cerca de 12 mil
doacdes por ano provenientes de Caxias do Sul,
Antonio Prado, Flores da Cunha, Vacaria, Car-
los Barbosa, Bento Gongalves, Bom Jesus, Gra-
mado, Canela, Nova Petrépolis, Sao Marcos,
Cotiporad e Feliz.

Consideram-se elegiveis os doadores com
mais de 50kg, com idade entre 18 e 60 anos, he-
moglobina entre 13,0 e 17,0g/dl para homens e
para as mulheres entre 12,0 e 16,0g/dl, além de
aptos na triagem clinica.

A selecdo dos participantes foi feita de ma-
neira aleatéria 27, uma vez por semana, sendo
sorteado um dia na semana, e, nesse dia, um
turno de doacao. Todos os doadores aptos que
se apresentaram nos dias e turnos sorteados
foram convidados a participar.

Para o estudo, uma amostra adicional de
sangue periférico em EDTA foi coletada de cada
doador, perfazendo um total de 608 amostras.

Informacoes para caracterizar o doador fo-
ram obtidas do banco de dados eletrénico do
Hemocentro Regional de Caxias do Sul. A clas-
sificacdo dos grupos étnicos em derivados de
europeus, derivados de africanos, mistos, indi-
genas e orientais foi feita por trés colaborado-
ras treinadas, levando em consideracao a cor
da pele, dos olhos, espessura dos ldbios e ca-
racteristicas do cabelo 8.
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Os indices hematimétricos (HCT, VCM, HCM,
CHCM e RDW) e a dosagem de hemoglobina
no sangue doado foram obtidos através de con-
tador eletronico de células Coulter®ACT-DIFE

Na triagem inicial, foi realizada eletroforese
em pH 8,6 com tamp3o tris-borato de hemoli-
sado preparado com sangue total e saponina a
1,0%, aplicado sobre suporte de acetato de ce-
lulose. Apés, foi realizada eletroforese com a fi-
nalidade quantitativa através da aplicacao de
20pul de hemolisado obtido com dgua destilada
e extraido com cloroférmio, sobre suporte de
acetato de celulose, em pH 8,6 com tampao
tris-borato. A quantificacdo de hemoglobina
A2 foi realizada por eluicao aquosa e leitura de
absorbancia em espectrofotdometro Analyser®
a 410nm. Tanto eletroforeses, nas quais foram
encontradas hemoglobinas variantes, quanto
dosagens de Hb A2 superiores ao valor de refe-
réncia que é de 3,50% foram repetidas em du-
plicata e confirmadas. Eletroforese acida pH
6,2 em suporte de gel dgar-citrato foi realizada
para confirmar fracdes hemoglobinicas dife-
rentes de A, A2, F e H.

Para as amostras com dosagem de Hb A2
superior a 3,50%, foi realizado, apés extracao,
quantificacdo e amplificacao de DNA, seqiien-
ciamento do gene da beta globina da posi¢ao
-20 até a +270, em seqiienciador MegaBACE®,
com primers 5’ GGCAGAGCCATCTATTGCTT3’
e 5’ GTTATGGGCAACCCTAAGGTS'.

Anélise estatistica

Os resultados foram analisados através de es-
tatisticas descritivas utilizando a distribuicao
de freqiiéncias e o teste exato de Fisher, usan-
do o Statistcal Package for Social Science (ver-
sdo 10.0) e Epi Info (versao 6.04B).

Consideragdes éticas

As Comissdes Cientifica e Comissdo de Pesqui-
sa e Etica em Satide, que é reconhecida pela Co-
missao Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)
como Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), aprovaram
o estudo sob nimero 00.029, por estar adequa-
do ética e metodologicamente de acordo com
as Diretrizes e Normas Regulamentadoras de
Pesquisa envolvendo Seres Humanos (Resolu-
¢d0 196/96 do Conselho Nacional de Satide) e
com as Resolu¢ées Normativas do Grupo de
Pesquisa e P6s-Graduacao do HCPA. Foi obtido
o consentimento livre e esclarecido de todos os
participantes.



Resultados

Aproximadamente, 9 mil pessoas doaram san-
gue entre abril e dezembro de 2001. Dentre es-
sas, 864 foram randomicamente sorteadas, e
70,40% aceitaram participar do estudo.

Destaca-se, na Tabela 1, que a maior parte
dos doadores eram homens (62,00%), com pri-
meiro grau incompleto (31,90%), naturais de
Caxias do Sul e de outras cidades de coloniza-
cdo italiana (75,80%) e, predominantemente,
derivados de europeus (71,90%).

Os indices hematimétricos para a popula-
¢ao estudada foram normais (Tabela 2).

A média dos niveis de hematécrito e da
concentracao de hemoglobina foi de 44,00% e
15,0g/dl para os individuos do sexo masculino
e 38,50% e 13,0g/dl para o feminino. A porcen-
tagem de hemoglobina A2 foi analisada em 607
amostras, jd que existiu uma heterozigose para
hemoglobina C, o que impossibilitou a dosa-
gem de A2 por eluicao, pois Hb A2 e C migram
na mesma posicdo em acetato de celulose.

Na populacdo do estudo, foram encontra-
dos 71 (11,68%) individuos afetados, desses, 1
(0,16%) tinha HbAC, 4 (0,66%) com possivel al-
fa talassemia por apresentarem padrao eletro-
forético Hb AH, 6 (0,99%) com Hb AS, e 60
(9,87%) que sugeriam beta-talassemia por apre-
sentarem Hb A2 acima do valor de referéncia
para a técnica utilizada. Na Tabela 3, podemos
ver a distribuicdo dos diferentes padroes ele-
troforéticos de acordo com o grupo étnico.

O VCM, CHCM e RDW dos 60 individuos
com niveis de Hb A2 aumentados foram 91,31l
(+4,68), 33,5g/dl (+1,35) e 12,80% (+0,82), res-
pectivamente. Cem por cento desses eram de-
rivados de europeus ou mistos (Tabela 4). No
entanto, nesse grupo, o seqiienciamento do ge-
ne da beta globina da posicado -20 até a +270
ndo mostrou qualquer anormalidade.

Discussao

Os dados obtidos pela eletroforese de hemo-
globina e dosagem de Hb A2 sugerem que cer-
cade 12,00% dos doadores de sangue do He-
mocentro Regional de Caxias do Sul sdo porta-
dores assintomdticos de hemoglobinopatias.
Desses, 60 (9,87%) seriam portadores do traco
beta-talassémico e foram classificados como
individuos derivados de europeus e mistos; 6
(0,99%) apresentaram Hb AS com aproximada-
mente 67,00% desses no grupo étnico derivado
de europeus; 4 (0,66%) derivados de europeus
e mistos com possivel alfa talassemia e 1 (0,16%)
misto heterozigoto para Hb C (Hb AC).

HEMOGLOBINOPATIAS EM DOADORES DE SANGUE

Tabela 1

Caracteristicas gerais dos doadores de sangue estudados.

%

Género
Homens
Mulheres
Total

Grupo étnico
Derivado de europeus
Mistos
Derivado de africanos
Indigenas
Orientais
Total

Escolaridade

Nao alfabetizado
1e grau incompleto
1o grau completo
20 grau incompleto
20 grau completo
3o grau incompleto
3o grau completo
Total

Local de nascimento
Caxias do Sul
Cidades vizinhas de colonizagao italiana
Qutras cidades do Rio Grande do Sul
Outros Estados do Brasil
Qutros paises
Total

377
231
608

437
157
12

608

194
104
55
134
69
48
608

251
210
132

12

608

62,0
38,0
100,0

71,9
25,8
2,0
0,3
0,0
100,0

0,7
31,9
17,1

9,1
22,0
11,3

7,9

100,0

41,3
34,5
21,7
2,0
0,5
100,0

A auséncia de alteracdes no segmento do
gene para a beta globina estudado, no entanto,
reduz para 1,81% ou 11 doadores portadores as-
sintomdticos de hemoglobinopatias, dos quais,
4 (0,66%) com possivel alfa talassemia, e 7
(1,15%) portadores de genes para hemoglobi-
nopatias qualitativas. Esses resultados descre-
vem uma populagdo de doadores de sangue em
Caxias do Sul com dados compativeis aos en-
contrados por Marcks et al. 17 em Santa Maria.

No estudo feito por Melo et al. 18 em 23.981
doadores de sangue de Uberlandia, Minas Ge-
rais, e cidades subjacentes, os autores encontra-
ram 820 (3,42%) portadores de hemoglobinopa-
tias, distribuidas entre os seguintes tipos: Hb AS
(2,48%), Hb AC (0,73%), beta-talassemia menor
(0,13%), Hb AD (0,05%) e outros tipos (0,03%).
No Rio Grande do Norte, foram estudados 630
doadores do Ntcleo de Hematologia e Hemote-
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Tabela 4

Tabela 2

Indices hematimétricos médios nos 608 doadores estudados.

Amostra Média Desvio padrdo  Amplitude de variagédo
Hematdcrito (%) 41,9 3,82 30,1-52,2
Hemoglobina (g/dl) 14,3 1,35 10,4-17,9
VCM (fl) 89,6 4,05 72,9-105
HCM (pg) 30,4 1,49 23,5-35,0
CHCM (g/dl) 34,0 0,88 30,0-35,7
RDW (%) 12,7 0,84 10,5-17,0

Tabela 3

Distribuicdo dos diferentes padrdes eletroforéticos de acordo com os grupos étnicos.
Grupo étnico Hb AA Hb AC Hb AS Hb AH
Derivado de europeus 430 (98,4%) 0 (0,0%) 4 (0,9%) 3(0,7%)
Mistos 154 (98,1%) 1(0,6%) 1(0,6%) 1(0,6%)
Indigenas 2 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Derivado de africanos 11 (91,7%) 0 (0,0%) 1(8,3%) 0 (0,0%)

Distribuicdo da dosagem de Hb A, nos diferentes grupos étnicos.

Grupo étnico

Dosagem de Hb A,

> 3,5% <3,5%
Derivado de europeus 49 (11,2%) 388 (88,8%)
Mistos 11 (7,1%) 145 (92,9%)
Indigenas 0 (0,0%) 2 (100,0%)
Derivado de africanos 0 (0,0%) 12 (100,0%)

rapia da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte, e os autores encontraram 15 (2,38%) in-
dividuos com hemoglobinas anormais; a preva-
léncia do traco falciforme foi de 2,22% na amos-
tra analisada como um todo e de 2,72% entre os
individuos negréides, enquanto o gend6tipo AC
foi detectado apenas em um individuo, dando
uma prevaléncia em torno de 0,16% 1. No estu-
do desenvolvido no Laboratério de Hemoglobi-
nas, Universidade Estadual de Sdo Paulo, de Sao
José do Rio Preto, Sao Paulo, por Orlando et al.
19, das 262 amostras testadas em doadores de
sangue, 13 (4,96%) apresentaram hemoglobinas
anormais, dentre os quais, 2 (0,76%) com HbAS,
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3(1,14%) com Hb AC, 5 (1,90%) com suspeita de
alfa talassemia, 1 (0,38%) com suspeita de beta-
talassemia e 2 (0,76%) com outros tipos de he-
moglobinas. A heterogeneidade étnica da popu-
lagdo brasileira, além de variacdes técnicas, im-
pede a comparacao dos resultados. No entanto,
a Hb S estd presente e foi a mais freqiiente he-
moglobinopatia identificada nesse e em outros
estudos 9,13,15,19, Existe, naturalmente, uma re-
lagdo com o contingente de africanos que po-
voaram as diversas regides. A partir das regides
litoraneas, do Sudeste do pais para o Norte, ha
um aumento na prevaléncia de Hb S. Por outro
lado, em Sao José do Rio Preto, a prevaléncia do
gene S parece ser da mesma ordem de grande-
za que a encontrada em Caxias do Sul (0,76 e
0,99%, respectivamente) 19. Sdo Paulo foi o ou-
tro Estado da Federacdo que recebeu imigrantes
italianos 2.4. Em 262 doadores de sangue, o trago
talassémico alfa e beta estavam presentes em
1,90 e 0,38%, respectivamente 19, embora esse
estudo ndo tenha sido complementado por in-
vestigacdo molecular.

Sabe-se que os carreadores heterozigotos
(estigma beta-talassémico) sdo clinicamente
assintomdticos. Qualquer valor de hemoglobi-
na A2 entre 3,50% e 8,00% € considerado como
indicativo de beta-talassemia 28.



Intimeros estudos apontam que valores de
dosagem de Hb A2 aumentados podem ser
usados como meio de triagem para beta-talas-
semia, e que a presenca de valores limitrofes
tanto para os indices hematimétricos bem co-
mo os valores normais de Hb A2 nédo excluem a
presenca dessa doenca 29,30,31,32,33, Por outro
lado, elevagdo nos niveis de hemoglobina A2, a
caracteristica tipica da beta-talassemia, pode
estar modificada em vdrias situacdes adquiri-
das e congénitas 30. Niveis temporariamente
elevados dessa hemoglobina jd foram descritos
em situacdes de hipertireoidismo, anemia me-
galobldstica ou maldria 30,34,

O fato de nao termos encontrado alteracoes
no segmento estudado do gene da beta globina
dd margem para a especulacdo de limitacao
técnica na dosagem de Hb A2 35,36. Milone et al. 37
compararam técnicas de dosagem de Hb A2 e
demonstraram que, para a técnica de quantifi-
cacdo por eluicdo, num total de 46 amostras
normais, 6 foram falso-positivas. Com base nes-
ses dados, deverfamos esperar encontrar 79
amostras falso-positivas para a populac¢do des-
se estudo, o que ndo € estatisticamente dife-
rente das 60 amostras com Hb A2 maior que
3,50% encontradas. Se admitirmos essa hipéte-
se, admitimos uma miscigenacao maior do que
a suspeitada inicialmente para uma regido de
colonizagdo italiana.

Entretanto, ndo podemos desconsiderar a
possibilidade de haver altera¢gées na porcao do
gene nao seqiienciada, além de alguma varia-
¢do no DNA referente ao gene da delta globina
que poderia supra-regular a sintese destas ca-
deias 30. Os achados no estudo italiano de Gas-
perini et al. 30 demonstraram a existéncia de
um traco genético que se manifesta por isola-
do aumento de Hb A2 e auséncia de lesdes no
gene da beta globina, que foi seqiienciado da
posi¢do -620 a +1.630. Os autores ndo comuni-
caram explicacgdo clara para tal achado, porém

Resumo

A alta prevaléncia de beta-talassemia em italianos e a
participagdo dos mesmos na formagao étnica da cida-
de de Caxias do Sul e arredores, Rio Grande do Sul,
Brasil, conduziram-nos a investigagdo de hemoglobi-
nopatias em uma amostra de 608 doadores de sangue
do Hemocentro Regional de Caxias do Sul. Apesar da
influéncia étnica, encontramos 1,81% de hemoglobi-
nas anormais (0,16% Hb AC, 0,99%, Hb AS e 0,66% Hb
AH), um padrao similar com o estudo do interior do
Estado do Rio Grande do Sul para alteracées qualitati-

HEMOGLOBINOPATIAS EM DOADORES DE SANGUE

postulam a presenca de um defeito em algum
lugar no genoma 30,38,

Estudos mais aprofundados sdao necessa-
rios para resolver essa questdo. Por hora, resta
a indagacao do real significado da elevacao de
Hb A2 para o diagnéstico da beta-talassemia.

A baixa prevaléncia de alfa-talassemia se
justifica (a) pela presumivel composicdo étnica
de origem européia dos doadores e (b) por su-
bestimativa de hemoglobina H devido a ban-
das tdo ténues que ndo permitem identificacdo
visual na eletroforese.

Um dos grandes fatores limitantes desse es-
tudo para encontrar traco beta-talassémico ti-
pico (hematécrito normal, VCM diminuido e
Hb A2 aumentada) parece ter sido o tamanho
amostral, além de a selecdo de doadores aptos
naturalmente excluir individuos anémicos.

Para finalizar, é curioso, mas ndo surpreen-
dente nos dias de hoje, que a presenca do traco
falcémico se fez também nos individuos classi-
ficados como derivados de europeus. Existem
muitos fatores que influenciaram o fluxo géni-
co de caucasdide para negrdides e vice-versa
39,40, Entre eles, Salzano et al. 39 citam (a) a in-
cidéncia de grupos étnicos em regides de con-
tato, (b) cruzamento ao acaso, (c) fertilidade e
mortalidade do hibrido/nao-hibrido 39. Fato
indiscutivel é que a populacao brasileira esta
“branqueando”, resultado da miscigenacao e
dos vieses na categorizagdo da cor da pele. De-
pois de ter constituido, no principio do século
XIX, uma minoria (apenas 25,00%), os “bran-
cos” constituem, hoje, a maioria 41.

Os resultados desse estudo permitem con-
cluir que a populacdo de doadores de sangue
em Caxias do Sul é similar, em termos de alte-
racgdes qualitativas, a outras populagées do in-
terior do estado, independente da etnia. Quan-
do abordada a presenca de alteracdes quanti-
tativas, as técnicas empregadas ndo foram ca-
pazes de esclarecer a presenca ou auséncia de
tracos dessas patologias.

vas. Para as talassemias, as técnicas mais comuns,
cruzadas com seqiienciamento de DNA, em nossas
mados, ndo foram capazes de esclarecer anormalidades
quantitativas da hemoglobina. Esse resultado pode ser
atribuido a alteragées genéticas ainda ndo conheci-
das, a limitagbes técnicas ou, mais simplesmente, a
miscigenagdo.

Hemoglobinopatias; Doadores de Sangue; Eletroforese
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