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Introdugao

Para estabelecer a freqiiéncia de hemoglobinopatias e talassemias em pacientes com
anemia ndo ferropénica foram estudados 58 casos de pacientes comprovadamente com
anemia ndo ferropénica e 235 controles obtidos de pessoas sem anemia. Todas as
amostras foram obtidas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), RS, Brasil. As
técnicas realizadas foram eletroforese em acetato de celulose, pH alcalino, pesquisa
citologica de Hb H, HPLC, hemograma e ferritina. A andlise dos dados realizada no
grupo de pacientes com anemia ndo ferropénica demonstrou que 63,8% eram portado-
res de alguma forma de anemia hereditaria: 25,9% de talassemia alfa heterozigota,
32,8% de talassemia beta heterozigota, 3,4% de heterozigose para hemoglobina S (Hb
AS) e 1,7% de homozigose para hemoglobina C (Hb CC). No grupo dos controles,
foram identificados 14,1% de anemias hereditarias, sendo destas 11,5% de talassemia
alfa, 0,9% de talassemia beta, 1,3% de heterozigose para hemoglobina S (Hb AS) e
0,4% de heterozigose para hemoglobina C (Hb AC). Os resultados obtidos permitem
concluir que a prevaléncia de talassemias e hemoglobinas variantes no grupo controle
¢ coincidente com a descrita na literatura. Entretanto, a excepcional prevaléncia dessas
hemopatias hereditarias em pessoas com anemia ndo ferropénica deve ser divulgada
entre médicos e servigos de saude dada a sua importdancia no diagnostico definitivo de
anemia e dos corretos procedimentos terapéuticos. Rev. bras. hematol. hemoter. 2005;
27(1):37-42.
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¢do, essas variantes acabaram-se por difundirem em areas
antes tidas como ndo endémicas, como no Continente Ame-

As anemias hereditarias estdo entre as doengas genéti-
cas mais comuns ¢ compreendem um grupo de condi¢des de
variavel complexidade.! No passado, sua distribui¢do geo-
grafica abrangia apenas areas tropicais e subtropicais do
mundo, cuja explicagdo se baseia no efeito protetor que ti-
nham os portadores heterozigotos falcémicos e talass€émicos
contra as infec¢des endémicas causadas pelos plasmodios
da malaria. Devido ao aumento dos movimentos migratorios
ocorridos em diversas regides, com conseqliente miscigena-

ricano e no Norte da Europa.?

Atualmente, mais de 1.100 mutagdes envolvendo os
genes das cadeias globinas ja foram descritas.’ Em maneira
geral, as anemias hereditarias por defeito da hemoglobina
podem ser divididas em dois grandes grupos: (1) as hemo-
globinopatias, que se caracterizam pela presenga de hemo-
globinas estruturalmente anormais, tal como a hemoglobina
S (Hb S), que no estado homozigoto é responsavel pela ane-
mia falciforme, e (2) as talassemias, caracterizadas pela sinte-
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se deficiente de uma ou mais cadeias polipeptidicas
(globinas) das hemoglobinas humanas normais. Especialmen-
te com referéncia as talassemias, elas podem ser classifica-
das em alfa (0 ) e beta (B ), envolvendo os genes 0 e [3
globina, respectivamente.* As talassemias alfa se devem a
deficiéncia parcial ou completa da sintese da globina o nas
hemacias de individuos afetados.>® As cadeias globinicas d
sd0 necessarias para a sintese de hemoglobinas presentes
na fase fetal e na fase adulta, exercendo importante papel na
manuten¢do da estabilidade destas moléculas de
hemoglobina. Assim, os defeitos que interferem na sua sin-
tese tém repercussdo clinica em ambas as fases, diferente
das cadeias 3, que estdo presentes apenas no componente
hemoglobinico adulto maior, a hemoglobina A (Hb A).

No feto, a deficiéncia de globinas 0 produz um exces-
so de cadeias gama (Y ) e, ap6s o sexto més de vida, o
excesso se deve a globina [3, que se tornam livres. Essas
cadeias livres formam tetrdmeros denominados de Hb Bart’s
(y,) e Hb H (B,). A fisiopatologia da talassemia alfa ¢ condi-
cionada, justamente, pela formagao desses tetrameros, que
sdo instaveis e termolabeis.'” As talassemias alfa se devem
principalmente por defeitos herdados na expressdo dos
genes que codificam as globinas o atingindo de um a qua-
tro destes genes,’ embora, defeitos de sintese também po-
dem ocorrer de forma adquirida.®® Por essa razao ¢ possivel
classificar as talassemias alfa em quatro categorias, de acor-
do com o nivel de expressao dos genes a: (1) uma forma
assintomatica ou portador silencioso, com perda de um tni-
co gene (-0 /0 ); (2) o trago alfa talassémico, no qual ha
perda de dois genes alfa de um unico cromossomo (--/0Q)
ou de um gene o de ambos os cromossomos (-0 /-0 ); (3) a
doenca da hemoglobina H, na qual apenas um gene alfa é
funcional (--/- ) e (4) a hidropsia fetal, caracterizada pela
auséncia dos quatro genes alfa (--/--).!"%"* Devido a grande
variedade de interagdes genéticas possiveis, geradas por
processos de delecdo, ndo delecdo ¢ hemoglobinas varian-
tes, entre outros, pode ocorrer uma sobreposi¢do entre 0s
grupos acima, dificultando a sua caracterizagdo.® A anemia
presente nas talassemias alfa se deve a diminuic¢ao do tem-
po de sobrevida dos eritrocitos que contém corpos de in-
clusdo e sdo, por isto, retirados pela microvasculatura
esplenénica. Além disso, pelo defeito na sintese de quanti-
dades normais de hemoglobina, os eritrocitos apresentam-
se microciticos e hipocromicos.” Estes dados sdo de rele-
vancia clinica, uma vez que estas altera¢des hematologicas
sdo seguidamente interpretadas como indicadores de defi-
ciéncia de ferro ou caracteristicas de anemia de doencas
cronicas.'

Este estudo teve por objetivo principal estabelecer a
freqiiéncia da talassemia alfa e outras hemoglobinopatias em
duas populagdes atendidas no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA): portadores de anemia microcitica nao
ferropénica a esclarecer (casos) e individuos sem anemia aten-
didos por doengas ndo hematologicas (controles).
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Casuistica e Métodos

O presente trabalho foi realizado apds aprovacao do
Comité de Etica em Pesquisa do HCPA ¢ pelo Conselho
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) e desenvolvimen-
to, obedecendo integralmente os principios éticos esta-
belecidos na Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de
Saude.

Neste estudo caso-controle, amostras de sangue pe-
riférico de 58 casos e 235 controles foram coletadas, apos
assinatura do Termo de Consentimento Livre Esclarecido
(TCLE), no periodo de margo a junho de 2001. Os critérios
de inclusdo para os casos foram: pacientes acima de 2 anos,
atendidos no Ambulatorio de Hematologia do HCPA, por-
tadores de anemia microcitica ndo ferropénica a esclarecer.
Para os controles, os critérios de inclusdo foram: pacientes
acima de 2 anos, ndo portadores de anemia, atendidos no
HCPA por doengas ndo hematoldgicas. Foram excluidos do
estudo gestantes e pacientes com neoplasias e/ou trans-
plantados.

Procedimentos técnicos

Os indices hematimétricos (HCT, RBC, VCM, HCM,
CHCM e RDW) e as concentragdes de hemoglobina (Hb)
foram obtidos de contador eletronico de células (Pentra-
Roche®). A contagem de reticuldcitos e a pesquisa citologica
de Hb H no microscépio foram determinadas apds a incuba-
¢do a 37° C durante trinta minutos, de partes iguais de san-
gue total e azul de cresil brilhante."

A analise qualitativa das fragdes hemoglobinicas foi
realizada em eletroforese em fita de acetato de celulose, pH
8,6, com hemolisado preparado a partir de 50 UL de sangue
total + 100 YL de saponina a 1%." A confirmagéo e quantifi-
cacdo das HbA, A, F, S e C, além da identificagdo, quando
possivel, de Hb H, foi realizada por sistema automatizado
de cromatografia liquida de alta pressao (HPLC) (Bio-Rad
Variant ™- Beta Thal Short Program). '*!7 Os estoques de
ferro foram avaliados através da medida de ferritina sérica,
em equipamento de quimioluminescéncia (Immulite-DPC ).
Os dados demograficos e clinicos, tais como idade, cor,
local de nascimento, historia de anemia na familia, foram
obtidos através de entrevista direta.

Analise estatistica

Os dados foram analisados usando pacotes estatisti-
cos (EPI-INFO versao 6.04b e SPSS versao 6.0). Para compa-
racdo das amostras entre as variaveis categoricas (sexo, cof,
procedéncia), recorreu-se ao teste X* e ao teste exato de Fisher,
quando necessario.

O Teste "t" e a analise de varidncia (Anova), seguida
do Teste de Tukey, foram utilizados para comparagdo das
varidveis quantitativas entre casos ¢ controles ¢ a presenca
ou ndo de talassemia alfa. O nivel de significancia utilizado
foi P<0,05.
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Resultados

Foram estudados 293 casos e controles atendidos no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), provenientes
deste mesmo municipio e de outras regides do estado do Rio
Grande do Sul, sendo que, do total, 176 (60,1%) eram do sexo
feminino e 117 (39,9%) eram do sexo masculino, uniforme-
mente distribuidos entre quatro faixas etarias (Tabela 1).

A presenga de anemia e microcitose foi avaliada atra-
vés dos indices hematimétricos de acordo com o sexo e a
faixa etaria dos pacientes.'® Os resultados do perfil hemo-
globinico apresentado pelas analises das amostras estdo
sumarizados na Tabela 2.

Dentre os 58 casos analisados, a talassemia beta,
diagnosticada através do aumento de Hb A, e andlise dos
indices hematimétricos, foi identificada em 19 (32,8 %) amos-
tras. A talassemia alfa, identificada através da presenga de
Hb H na eletroforese em acetato de celulose e pesquisa intra-
eritrocitaria de Hb H, foi encontrada em 15 (25,9%) amostras.
Destas com talassemia alfa, trés (20%) apresentaram também
a heterozigose para hemoglobina S. Além destas, a
heterozigoze para Hb S (Hb AS) e a homozigoze para Hb C

Tabela 1
Freqiiéncia de casos e controles de acordo com a faixa etaria
Faixa etaria Casos Controles
2-6 anos 4 (6,8%) 10 (4,3%)
>6-12 anos 7 (12,1%) 24 (10,2%)
>12-18 anos 7 (12,1%) 28 (11,9%)
>18 anos 40 (69%) 173 (76,6%)
Total 58 (100%) 235 (100%)
Tabela 2
Perfil hemoglobinico identificado nas amostras analisadas
Perfil Hemoglobinico Casos (n) Controles Total
Hb AA 21 (36,2%) 202 (85,9%) 223
TalB 19 (32,8%) 2 (0,9%) 21
Tal a 12 (20,7%) 27 (11,5%) 39
Hb AS 2 (3,4%) 3(1,3%) 5)
Tala/Hb AS 3 (5,2%) 0 (0%) 3
Hb AC 0 (0%) 1(0,4%) 1
Hb CC 1(1,7%) 0 (0%) 1
Total 58 (100%) 235 (100%) 293

Hb AA: homozigose para hemoglobina A; Tal 3: talassemia beta;
Tala : talassemia alfa; Hb AS: traco falciforme; Hb AC: heterozigose
para hemoglobina C; Hb CC: homozigose para hemoglobina C
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(Hb CC) foram identificadas em duas (3,4%) ¢ uma (0,7%)
das amostras analisadas, respectivamente. Assim, dos 58
casos analisados, 37 (63,8%) apresentaram alguma forma de
hemoglobinopatia ou de talassemia.

Entre os 235 controles analisados, 202 (85,9%) apre-
sentaram perfil hemoglobinico normal. Das 33 (14,09%) amos-
tras alteradas, duas (0,9%) apresentaram valores de Hb A,
aumentados, caracterizando a talassemia beta; 27 (11,5%)
apresentaram a Hb H na eletroforese, caracterizando a talas-
semia alfa; trés (1,3%) apresentaram a Hb S em heterozigoze
(Hb AS) e uma (0,4%) apresentou a Hb C em heterozigoze
(Hb AC). Nenhum caso de aumento de Hb F foi identificado
na amostra.

Estatisticamente, a talassemia alfa identificada entre os
casos (25,9%) e os controles (11,5%) apresentou diferenga
significativa (p=0,0096), calculado pelo Teste de X2, com cor-
re¢do de Yates) com uma razdo de chances de 2,69 (1.C. 95%=
1,23-5,83).

A origem racial foi classificada segundo critérios do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no qual
estabelece cinco op¢des para cores ou ragas na nossa popu-
lacdo: branca, preta, amarela, parda e india."”” Os dados en-
contram-se agrupados na Tabela 3.

Através da analise destes dados observamos uma di-
ferenca estatistica significativa entre casos e controles, com
uma maior freqiiéncia de casos de cor preta e parda (36,8%)
quando comparados com os controles (19,1%) (p = 0,007,
calculado pelo Teste de X2, com correcgdo de Yates). A mesma
variavel quando analisada com relag¢@o a presenga ou nao de

Tabela 3
Freqgiiéncia da populagao analisada relativa a origem racial
Origem racial Casos (n) Controles (n) Total
Branco 35 (61,4%) 189 (80,4%) 224
Negro/Pardo 21 (36,8%) 45 (19,1%) 66
Amarelo 0 (0%) 1(0,4%) 1
indio 1(1,8%) 0 (0%) 1
Total 57 (100%) 235 (100%) 292

Tabela 4
Frequéncia da origem racial entre pacientes com
e sem talassemia alfa

Origem racial tala (n) Sem tala (n) Total
Branco 31 (73.8%) 193 (77.2%) 224
Negro/pardo 11 (26.2%) 55 (22.0%) 66
Amarelo 0 (0%) 1 (0.4%) 1
indio 0 (0%) 1 (0.4%) 1
Total 42 (100%) 250 (100%) 292

Tala : talassemia alfa
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talassemia alfa, 26,2 % e 22,0%, respectivamente (Tabela 4),
ndo apresentou diferenca estatistica (p = 0,69).

Os indices hematimétricos apresentados pelos pacien-
tes com ¢ sem talassemia alfa foram avaliados através da
analise de variancia (Anova), seguida do Teste de Tukey,
considerando a faixa etaria ao qual pertenciam (Tabela 5).
Nesta analise, os valores de HCT, Hb, VCM, HCM ¢ CHCM
foram menores no grupo de pacientes com talassemia alfa
quando comparados com o grupo de pacientes sem talassemia
alfa, apresentando diferenga estatistica significativa (P<0,05)
os seguintes indices: HCT, Hb, VCM ¢ HCM em pacientes
>18 anos.

Tabela 5

Perfil hematolégico dos pacientes classificados como portadores de

talassemia alfa e ndo portadores de talassemia alfa

Discussao

A populacao brasileira se caracteriza por apresentar
uma grande heterogeneidade genética e um nivel de misci-
genacdo significativo e progressivo.”’ A distribui¢do das
hemoglobinopatias ¢ talassemias se relaciona com os di-
Versos grupos raciais que participaram na formagao da po-
pulagdo brasileira. O IBGE estabelece cinco opgdes para
cor ou raga na nossa populagdo: branca, preta, amarela,
parda e india. Os dados do censo realizado em 2000 apre-
sentam a classificagdo da populacdo brasileira de acordo
com esta variavel. Individuos de cor preta ou parda repre-
sentam 45% da populagdo brasileira, enquanto esta mesma
categoria no estado do Rio Grande do Sul repre-
senta 13%." No grupo estudado, identificamos a
presenga de 36,8% de casos ¢ 19,1% de contro-
les classificados nestas categorias. Esta propor-

Pacientes com Tala Pacientes sem Tal a

¢do maior de pacientes destas categorias com

o Eaika o o relagdo ao estado do Rio Grande do Sul pode ser
el etaria  Media DP e DP P devido a possivel selegdo da populagdo que pro-
26 35,2 1,1 358 2.0 0,54 cura assisténcia médica no HCPA, onde predo-
612 42,0 0 36,8 26 0,06 mina o‘ate.nc’hmento pelo Slstema Unico de Sau-
HCT (%) de, de individuos economicamente menos favo-
s i e S0 = Ch recidos, onde o niumero de afro-descendentes ¢
>18 38,1 5,5 40,7 4,7 0,006" maior.”! Quando verificamos a freqiiéncia da cor
26 11,3 0,5 11,6 0,6 0,29 preta e parda com e sem talassemia alfa na amos-
Hb i 0 0 -
(gldL) 6-12 137 0 12,0 0.9 0,08 tra analisada, f)bservamos 26,2% e 22,9 % (Tabe
la 4), respectivamente nestas categorias, sendo
12-18 1,7 1.1 13,0 1,6 0,12 . o ~ e .
esta diferenga estatistica ndo significativa. Isto
>18 12,3 2,0 13,2 1.7 0,007* pode sugerir um processo de mistura racial na
26 4,7 0,4 4.4 0,3 0,16 populacdo de Porto Alegre, na qual a presenga
ERI 6-12 48 0 44 0.4 0,34 de genes africanos ¢ europeus ¢ aproximadamen-
107 L) 1218 48 03 50 06 051 te semelhante. ™
i ’ ’ ’ ’ ’ Os resultados apresentados nesse traba-
>18 47 05 47 06 0,65 lho demonstram que as talassemias e as hemoglo-
2-6 75,0 4.6 81,2 3,4 0,012* binopatias sdo muito freqiientes em populacdes
6-12 87.0 0 825 6.8 051 de ipdividuos com anemia microcitica n€.10 ferro-
VCM (fi) pénica (63,8%). Com relagdo a talassemia alfa, a
12-18 775 10,3 82,4 9,4 0,34 A . ~ .
sua freqiiéncia verdadeira ndo ¢ definida, uma
>18 81,6 128 85,7 98 0,04 vez que a tecnologia utilizada ndo ¢é capaz de
26 24,1 2,1 26,3 1,5 0,04* detectar todos os portadores.'” Diversos estu-
6-12 284 0 26.9 25 056 dos realizados tém demonstrado a grande varia-
HCM a a indivi m talassemia
(P9) 1248 248 35 26,5 34 034 ¢d0 na propor¢ao de indiv cllouzco);(;g27 a .
alfa no Brasil e no mundo.!'***2!%-?7 Esta varia-
>18 264 4.8 27.9 36 0,04* ¢do encontrada nas populacdes estudadas pode
26 32,0 12 32,5 0,9 0,47 ser devido a: (1) real diferenga nas populacdes e
CHCM 6-12 326 0 32,6 08 097 (2) uso de técnicas diferentes. Nla regiﬁc; de Sao
< Rio Pret tilho et al identificaram
(%) 1248 315 05 322 07 0,07 José crlo io Preto, Cas ilho et a de caram,
através de técnicas citoldgicas, uma prevaléncia
>18 32,2 14 324 0,9 0,19

maior (16%) de portadores de talassemia alfa em

Tala: talassemia alfa; HCT: hematdcrito; Hb: hemoglobina; ERI: eritrocitos;
VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média;
CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular média; DP: desvio padrao

*com diferenga estatisticamente significativa para p< 0,05
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individuos com anemia a esclarecer quando com-
parada com individuos sem anemia (4%).”* Em
Campinas, dos 47 doadores de sangue negros
estudados através de biologia molecular, 29,8%
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demonstraram ser portadores desta mesma condigdo.”

A alta freqiiéncia de talassemias alfa e beta
identificada entre os casos pode ser devido ao Ambulatério
de Hematologia do HCPA constituir-se em centro de refe-
réncia no estado para diagndstico e tratamento de distlrbi-
os hematologicos. Além disso, a deficiéncia de ferro e as
anemias de doengas cronicas, causas de microcitose, foram
excluidas através de exames laboratoriais e consultas médi-
cas. Ja a freqiiéncia de talassemia alfa entre os controles
pode sugerir que estes sejam apenas portadores silencio-
s0s, uma vez que nao apresentam alteragdes em nivel
hematologico. Nossos resultados sdo consistentes com a
observacgdo de que muitos portadores de dele¢des que atin-
gem um Unico gene possuem estes indices nos niveis de
normalidade.®

Quando analisamos os resultados obtidos por Daudt,
em 2002 (0,12% de Hb Bart's em recém-nascidos no HCPA),
verificamos que este valor é bastante inferior ao encontrado
neste trabalho. Justifica-se este baixo indice pela técnica uti-
lizada, uma vez que as amostras foram coletadas em papel
filtro e foram processadas, em média, 22 dias apos a coleta, o
que possivelmente prejudica a identificacao de hemoglobinas
com mobilidade mais rapida do que a Hb A. 2":3!

Com as técnicas utilizadas na realiza¢do deste trabalho,
grande numero de pacientes com anemia microcitica niao
ferropénica a esclarecer pode ser diagnosticado como porta-
dor de algum tipo de anemia hereditaria, destacando as
talassemias alfa e beta. A principal vantagem da identificag@o
correta destes individuos € evitar a administragdo desneces-
saria e deletéria de ferro, além de exames laboratoriais e con-
sultas médicas. Destaca-se, porém, a presenga de pacientes
sem anemia, com indices hematimétricos normais, classifica-
dos como portadores silenciosos de talassemia alfa.

Embora as técnicas aplicadas neste estudo tenham sido
capazes de diagnosticar, aproximadamente, dois tergos de
pacientes com anemia ndo ferropénica, o restante dos paci-
entes apenas sera diagnosticado através do uso de técnicas
de biologia molecular, ainda ndo disponiveis para uso na
rotina da maioria dos laboratorios clinicos. Para a talassemia
alfa, a identificacdo de Hb H realizada através das técnicas
empregadas neste trabalho, se mostrou util, relativamente
simples, reprodutivel e de baixo custo.

Abstract

To establish the frequency of hemoglobinopathies and thalassemias
in patients with non-ferropenic anemia, 58 patients with confirmed
non-ferropenic anemia and 235 non-anemic individuals (control
group) were studied. All samples were obtained from the Hospital
de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Rio Grande do Sul, Brazil. The
techniques used were Alkaline pH cellulose acetate electrophoresis
and cytological screening of Hb, HI, HPLC, hemogram and ferritin.
The data analysis showed that 63% of the patients with non-
ferropenic anemia carried some type of inherited anemia: 25.9% of
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heterozygous Q-thalassemia, 32.8% of heterozygous [-thalassemia,
3.4% of heterozygosity for hemoglobin S (Hb AS) and 1.7% of
homozygosity for hemoglobin C (Hb CC). Inherited anemias were
detected in 14.1% of the control group: 11.5% of Q-thalassemia,
0.9% of [B-thalassemia, 1.3% of heterozygosity for hemoglobin S
(Hb AS) and 0.4% of heterozygosity for hemoglobin C (Hb AC).
The results obtained showed that the prevalence of variant
thalassemias and hemoglobins in the control group is coincident
with that described in the literature. However, physicians and health
services should be informed about the overwhelming prevalence of
these inherited homeopathies in individuals with non-ferropenic
anemia, due to its importance in the definitive diagnosis of anemia
and for the correct therapeutic proceedings.Rev. bras. hematol.
hemoter. 2005,27(1):37-42.

Key words: Hemoglobinopathies, thalassemia, non-ferropenic ane-
mia; epidemiology.
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