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expostos a riscos ocupacionais

Screening of abnormal hemoglobin and the evaluation of oxidative degeneration of hemoglobin
among workers with the sickle cell trait (HbAS), exposed to occupational hazards
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Desde os anos 40, quando foram realizados os primeiros trabalhos de triagem para
hemoglobinas anormais na populagdo brasileira, tem sido descrita uma elevada
prevaléncia destas em nosso meio, especialmente a hemoglobina S que, a despeito da
heterogeneidade de sua distribui¢do geografica, quase sempre é a mais freqiiente nas
diversas regioes estudadas. Aliado a este fato, estudos recentes tém demonstrado uma
maior susceptibilidade desta a oxidagdo, tornando-a mais sensivel ao estresse oxidativo
que a hemoglobina normal (HbAA), mesmo em se tratando de portadores heterozigotos
(HbAS). Tendo em vista que algumas substancias quimicas sdo comprovadamente
meta-hemoglobinizantes, que alguns fatores ambientais podem influenciar na morbidade
da anemia falciforme e também o pouco e controverso conhecimento de que se dispoe
a respeito de portadores do trago falciforme, este estudo, além da pesquisa de hemo-
globinas anormais, avaliou também a degeneragdo oxidativa da hemoglobina, através
da pesquisa de corpos de Heinz e dosagem de meta-hemoglobina em uma populagdo de
trabalhadores portadores do trago falciforme, expostos a riscos ocupacionais. Foram
triadas 2.190 amostras sangiiineas entre Outubro de 1999 e Dezembro de 2001. A
populagdo estudada foi constituida de trabalhadores de ambos os sexos com idades
variando entre 18 e 76 anos. Os resultados evidenciaram 4,7% portadores de hemo-
globinas anormais na populagdo analisada, sendo que a hemoglobina S foi a mais
fregiiente — 3,2% (71). Trabalhadores portadores do trago falciforme apresentaram
uma chance 14 vezes maior de possuirem valores aumentados de meta-hemoglobina
em relagdo aos trabalhadores com gendtipo AA, porém, esta diferenga ndo foi estatis-
ticamente significativa. Rev. bras. hematol. hemoter. 2005;27(3):183-187.
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Introdugao

Depois de mais de 50 mil anos apds o homem moder-
no ter migrado da Africa e ocupado sucessivamente todos
os continentes da terra, dando origem a raga humana, eles
voltariam a se encontrar novamente ¢ o local combinado foi o
Brasil. Indios, oriundos dos amerindios, que vieram da Asia
e povoaram a América, portugueses e outros que vieram da
Europa e negros escravos vindos do continente africano
deram origem a um povo singular sob o ponto de vista gené-
tico, mistura esta inusitada, talvez jamais vista em toda a
Historia.'

A heranga do intenso processo de miscigenacao sofri-
do no Brasil se refletiu nos aspectos culturais, sociais ¢ ge-
néticos. Dentre os muitos sinais herdados, estdo altera¢des
génicas que podem resultar em doengas, como ¢é caso das
hemoglobinopatias. As anormalidades que resultam na alte-
ra¢do da molécula de hemoglobina estdo entre as mais co-
muns e acometem milhdes de pessoas em todo o mundo. As
talassemias, herdadas dos europeus, asiaticos, entre outros,
e a anemia falciforme, vinda com os escravos da Africa, estio
entre as doengas genéticas mais comuns no mundo. Estima-
se que 10% da populagdo mundial seja portadora dos genes
da hemoglobina S e talassemias.?

No Brasil, as hemoglobinopatias hereditarias sdo do-
engas freqiientes na nossa populagio, constituindo um pro-
blema de saude ptiblica em nosso meio,* demonstrando, por-
tanto, a necessidade de incentivar medidas visando o
rastreamento ¢ orientagdo aos seus portadores.

A anemia falciforme é uma das doengas mais estudadas
no mundo e, a cada ano, as descobertas sobre esta condigao
tém se refletido na melhoria da qualidade e aumento da ex-
pectativa de vida dos doentes. Porém, bem menos se sabe
sobre o trago falciforme. E consenso tratar-se de uma condi-
¢do benigna apresentando poucas ou nenhuma manifesta-
¢do clinica ou laboratorial. Contudo, a sua morbidade depen-
de de fatores ambientais, sendo relatado, na literatura, desde
pequenos danos a saude até manifestagdes clinicas graves,
inclusive a morte destes individuos.*®

Aliado a isso, estudos recentes tém reiterado uma
maior susceptibilidade da hemoglobina S a oxidagdo, nao
importando seu gendtipo ou sua concentragio, quando com-
parado com a hemoglobina A. A simples presenca desta ¢
suficiente para causar a meta-hemoglobinizagdo da hemo-
globina.’

Algumas substancias quimicas, especialmente alguns
derivados da anilina e do nitrobenzeno, sdo comprova-
damente meta-hemoglobinizantes. Trabalhadores expostos
ocupacionalmente a estas substancias sao obrigados por lei,
segundo as normas regulamentadoras da satide ocupacional
no Brasil, a serem monitorados através da dosagem da meta-
hemoglobina, levando-se em conta que seu aumento pode
produzir danos oxidativos a hemoglobina.'® Milhares de ca-
sos de doengas profissionais e acidentes de trabalho sdo

notificados anualmente e constituem hoje, no Brasil, um dos
mais graves problemas de satude ptblica.!!

A avaliacdo do estresse oxidativo da hemoglobina em
trabalhadores com o trago falciforme e expostos a fatores de
riscos ocupacionais foi motivada devido ao escasso conhe-
cimento que se possui sobre o assunto e baseado na com-
provada maior susceptibilidade da hemoglobina S a oxida-
¢do, fato que poderia aumentar ainda mais os riscos desta
exposicao, principalmente aqueles agentes comprovadamente
meta-hemoglobinizantes aos trabalhadores sem hemoglo-
binopatias.

Casuistica e Métodos

O presente trabalho ¢ um estudo descritivo, visando a
identificagdo de hemoglobinas anormais e os efeitos da ex-
posicdo a alguns fatores de risco ocupacionais sobre a
hemoglobina de individuos portadores do trago falciforme e
trabalhadores da Fundagdo Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro
(Fiocruz-RJ). Os fatores de risco avaliados foram a exposigao
a substancias quimicas e a fatores de risco ambiental e que
incluia frio e calor excessivos e radiagao.

Este trabalho foi realizado no Instituto de Pesquisa Cli-
nica Evandro Chagas (Ipec) e no Nicleo de Saude do traba-
lhador (NUST), ambos pertencentes a Fiocruz-RJ, no perio-
do compreendido entre Outubro de 1999 e Dezembro de 2001.
Neste intervalo de tempo foram coletadas 2.190 amostras de
sangue de trabalhadores que se submeteram aos exames pe-
ridédicos preventivos, dentro de um Programa de Controle
Meédico e Saude Ocupacional (PCMSO), solicitado pelo
NUST.

As amostras sangiiineas foram colhidas com EDTA, e
a série vermelha foi determinada no contador da Coulter, mo-
delo T-890. As hemoglobinas variantes foram triadas por
eletroforese em meio alcalino e a confirmagao feita em meio
acido. Para o diagndstico das talassemias beta foram utiliza-
das as dosagens de HbA2 e fetal. Para a talassemia alfa foi
empregada a técnica de PCR, que foi realizada no Laboratorio
de Patologia e Biologia Molecular (LPBM) do Centro de Pes-
quisa Gongalo Muniz da Fiocruz-BA. A avaliac¢ao da oxida-
¢do degenerativa da hemoglobina foi determinada pela dosa-
gem de meta-hemoglobina'? e pela pesquisa de corpos de
Heinz. A origem da meta-hemoglobinemia foi avaliada reali-
zando-se a curva da meta-hemoglobina.

A dosagem de meta-hemoglobina foi realizada em um
grupo aleatorio de trabalhadores, porém, apenas os que apre-
sentaram hemoglobina AA e informagdes sobre a exposigdo
aos fatores de risco ocupacionais foram utilizados no estu-
do. Todos os portadores do trago falciforme foram recon-
vocados e, mediante consentimento livre e esclarecido, tam-
bém foram submetidos a dosagem de meta-hemoglobina e,
do mesmo modo que os trabalhadores com hemoglobina AA,
somente aqueles dos quais se obtiveram informagdes sobre
a exposic¢ao foram aproveitados. Quando a meta-hemoglobina
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se encontrava acima dos limites de referéncia considerado
para o teste, que era de até 4%, realizava-se a pesquisa de
corpos de Heinz e a curva de meta-hemoglobina.

Analise estatistica

Para a comparag@o de médias foi utilizado o teste t-
Student e para avaliar a existéncia de associagdo utilizou-se
o teste X? ou o teste exato de Fisher, quando o teste do X no
podia ser empregado. Na estimativa da medida de associa-
¢do utilizou-se o intervalo de confianga de 95%.

Resultados

Triagem das hemoglobinas: Das 2.190 amostras triadas,
1.150 (52,5%) eram do sexo feminino e 1.040 (47,5%) do sexo
masculino, com idade variando entre 18 ¢ 76 anos e média de
37,9+ 10,1. Foram identificados 2.086 (95,3%) trabalhadores
com hemoglobinas normais (Hb.AA) e 104 (4,7%) portado-
res de hemoglobinas andmalas (Tabela 1). Dentre as hemo-
globinas anormais encontradas, a hemoglobina S foi a mais
freqiiente, tendo sido identificada em 76 (3,4%) trabalhado-
res; deste total, 71(3,2%) eram portadores do trago falciforme
(Hb.AS), sendo que quatro (0,2%) apresentaram interagao
com a talassemia alfa (Hb.AS/tal.a) e um (0,05%) individuo
possuia anemia falciforme (Hb.SS).

Tabela 1
Freqiiéncia dos diferentes gendétipos de hemoglobinas
identificados nos trabalhadores da Fiocruz-RJ

Genétipo N° de individuos %
A/A 2.086 95,3
A/S 71 3,2
Tala 12 0,5
A/C 09 0,4
Tal B 06 0,3
AS/Tal a 04 0,2
A/D 01 0,05
SIS 01 0,05

Total 2.190 100,00

A talassemia alfa foi encontrada em 16 (0,7%) trabalha-
dores, quatro deles (0,2%) apresentando interagdo com o
trago falciforme.

Todas as dele¢des nos casos de talassemia alfa foram -
a 3,7 11, sendo todos os testes negativos para a delecdo O-
4211

Dentre as variantes moleculares, a hemoglobina C
(HbAC), foi a segunda mais freqiiente, tendo sido encontra-
da em nove (0,4%) individuos. A talassemia beta heterozigota
foi identificada em seis (0,3%) trabalhadores e apenas um
trabalhador (0,05%) era portador da Hb.AD.

Avaliag¢do da degeneragdo oxidativa da hemoglobina:
Na tabela 2 observa-se a distribui¢@o dos trabalhadores que

Tabela 2
Distribuicao dos trabalhadores AA e AS que realizaram
dosagem de meta-hemoglobina e sua relagédo com os
fatores de riscos ambientais

Genétipo Exposicao a Total
riscos ambientais
Sim Nao
AA 66 15 81
AS 26 12 38
Total 92 27 119
Tabela 3

Distribuicdo dos trabalhadores AA e AS que realizaram
dosagem de meta-hemoglobina e sua relagéo com a
exposicao a substancias quimicas

Genétipo Exposicao a Total
substancias quimicas
Sim Nao
AA 35 46 81
AS 33 12 45
Total 68 58 126

realizaram dosagem de meta-hemoglobina, sua relagdo com
os fatores de riscos ambientais e seus genotipos.

Na tabela 3 observa-se a distribui¢do dos trabalhado-
res que realizaram dosagem de meta-hemoglobina, sua rela-
¢do com a exposi¢do a substancias quimicas ¢ seus geno-
tipos.

A média da meta-hemoglobina do grupo AS foi ligeira-
mente maior (3,7 + 0,8) que a do grupo AA (3,6 £0,3), porém,
nao foi possivel observar diferenca significativa entre estas
nos dois grupos de trabalhadores (p>0,14). Quando a com-
paragdo levou em consideragdo a exposi¢do aos fatores de
riscos ocupacionais avaliados, também ndo se observou di-
ferenca significativa.

Em relagdo aos individuos que apresentaram meta-
hemoglobinemia (>4%), ndo foi possivel observar diferengas
significativas entre os expostos e os ndo expostos aos fato-
res de riscos ocupacionais. No entanto, trabalhadores com
HbAS apresentaram uma chance 14 [1C95% 2,7; 99,3] vezes
maior de possuirem aumento de meta-hemoglobina do que
trabalhadores com HbAA (p <0,001). A relagdo dos gendtipos
dos trabalhadores com a meta-hemoglobinemia encontrada
observa-se na tabela 4.

Trabalhadores com HbAS e expostos a substancias
quimicas, apresentaram uma chance 7,6 [[C95% 0,8 ; 179,9]
vezes maior de possuirem aumento de meta-hemoglobina do
que trabalhadores com HbAA (p <0,001). Os valores obser-
vados encontram-se na tabela 5.

Observou-se que, dos 13 trabalhadores que apresenta-
ram meta-hemoglobinemia, 11 eram portadores do traco falci-
forme e apenas dois possuiam HbAA (Tabela 4).
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Tabela 4
Resultado de meta-hemoglobina entre os trabalhadores com
gendtipos AA e AS
Gendtipo Metahemoglobina Total
<4% > 4%
AA 93 2 95
AS 36 11 47
Total 129 13 142
Tabela 5

Resultado de meta-hemoglobina entre os trabalhadores com
gendtipos AA e AS expostos a substancias quimicas

Gendtipo Meta-hemoglobina Total
<4% > 4%
AA 34 1 35
AS 27 6 33
Total 61 7 68

Das 11 curvas de meta-hemoglobina realizadas, oito
foram semelhantes com as de origem toxica.

Nao foram observadas hemacias positivas para corpos
de Heinz em trabalhadores com meta-hemoglobinemia.

Discussao

O Rio de Janeiro, cidade que, em determinados momen-
tos durante o periodo que perdurou o trafico de escravos,
chegou a absorver pelo menos metade dos negros que che-
gavam em terras brasileiras,' tem, deste modo, demonstrado
uma alta freqiiéncia de hemoglobinas de origem africana, es-
pecialmente a Hb S, conseqiiéncia da forte influéncia da mis-
cigenago negra na formagao de sua populagio.

Em relacdo ao gene alfa, este ndo tem sido sistematica-
mente estudado na nossa populagdo, embora a talassemia
alfa (- a*7) seja a alteragdo mais freqiiente entre os negros no
Brasil." No Rio de Janeiro, apenas uma investigagio até o
momento foi realizada. Lima (1997)" estudou a intera¢do da
talassemia alfa com a hemoglobina S, através da técnica de
Southern blotting em 89 pacientes portadores de anemia
falciforme, tendo sido investigadas algumas das delegdes
mais freqlientes na popula¢do mundial [0-37, a-*+2, --MEP,
--SEA] ¢ a Ginica observada foi a -a *7 Kb II. O presente
estudo foi o primeiro a utilizar a técnica de PCR para uma
populagdo do Rio de Janeiro e também somente encontrou
a dele¢do a- *7, sendo todos os testes negativos para a
delecdo a- *2.

Estudos tém mostrado que a hemoglobina S tem uma
tendéncia inerente a auto-oxidagdo, apresentando uma exa-
gerada geragdo de radicais livres, especialmente espécies
ativadas de oxigénio, durante incubacao in vitro.'* Dados da
literatura nacional tém confirmado esses achados. Souza
(2001)° demonstrou, avaliando alguns produtos de degrada-

¢do da hemoglobina — dentre eles a meta-hemoglobina —, que
a simples presenca da hemoglobina S, independente do seu
gendtipo e de sua concentragdo, ¢ suficiente para produzir a
sua meta-hemoglobinizagdo. Os resultados acima corrobo-
ram o estudo, mas o tamanho reduzido da amostra talvez
possa explicar que, mesmo sendo maior a média da meta-
hemoglobina em trabalhadores portadores do trago falciforme,
esta ndo foi estatisticamente significativa.

Os fatores de riscos ocupacionais nao influenciaram
na média da meta-hemoglobina, tendo esta sido provavel-
mente ocasionada pela presenga da hemoglobina S, tendo
em vista também o fato de que possuir o gen6tipo AS, inde-
pendentemente de sua exposic¢do, apresentou o dobro de
chances de ter meta-hemoglobinemia (Tabela 4) do que aque-
les expostos a substancias quimicas (Tabela 5).

Os resultados discretamente elevados observados nos
trabalhadores com meta-hemoglobinemia e a rapida remogao
que ¢ feita pelo bago sadio dos corpos de Heinz da circula-
¢do periférica podem explicar o fato de ndo terem sido obser-
vadas hemacias contendo essas inclusdes nas laminas dos
servidores examinados.

Algumas das principais diferencas na estrutura do
grupamento heme, que caracterizam estados diferentes de
hemoglobina, sdo evidenciados pelo seu espectro de absor-
¢do, que, no caso da meta-hemoglobina, tem seu pico nos
comprimentos de onda 500nm e 630nm."* A curva de meta-
hemoglobina dos trabalhadores que apresentaram meta-
hemoglobinemia, na grande maioria dos casos (72,7%) foi
caracteristica de meta-hemoglobina normal ou meta-hemo-
globina A, nos levando a crer que este aumento seria de
origem toxica, provavelmente produzida pela oxidagdo da
hemoglobina S, levando-se em consideragao que, com exce-
¢do de dois trabalhadores, todos os outros eram portadores
do traco falciforme e metade destes apenas estava exposta a
substancias quimicas.

Entre os dois Unicos trabalhadores com hemoglobina
normal que apresentaram meta-hemoglobinemia, somente no
que estava exposto a substancias quimicas foi possivel ser
realizada a curva, tendo essa sido compativel com origem
toxica. Nesse caso, pode ser que esse fator de risco estives-
se influenciando no aumento dessa.

Conclusoes

No grupo de trabalhadores estudados foi verificada
uma alta prevaléncia de hemoglobinopatias, sendo que aque-
las de elevada incidéncia no continente africano foram as
mais freqiientes (HbS, Tal.alfa e HbC), bem como os portado-
res do trago falciforme apresentaram uma elevada interagado
com a talassemia alfa. Estes resultados reiteram a importan-
cia da continuagdo do estudo dessas hemoglobinas anor-
mais na populagao brasileira.

A intensidade oxidativa da hemoglobina foi maior em
trabalhadores portadores do trago falciforme, mesmo esta
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nao sendo estatisticamente significativa, confirmando estu-
dos anteriores e nos levando a crer que esses trabalhadores
possam apresentar uma chance aumentada de sofrer uma
meta-hemoglobinemia téxica quando expostos ocupacio-
nalmente a agentes meta-hemoglobinizantes.

Abstract

Hemoglobinopathies are frequent hereditary diseases in Brazilian

population and have been a public health problem. This study reports
the screening of abnormal hemoglobin among Fiocruz's employees,
as well as the impact of exposure to some factors such as, chemical
substances, radiation, excessive cold or heat in sickle cell trait
carriers. This impact has been analyzed by measuring
methehemoglobin level and the presence of Heinz bodies. The
samples were obtained from 2190 (4,7%) individuals presented
abnormal hemoglobin. Hemoglobin S was found in 72,3% of
individuals with abnormal hemoglobin constituting the most
prevalent. The results distribution were: sickle cell trait in 3,2%
and associated with thalassemia in 0,2%, thalassemia in 0,7%; AC
hemoglobin in 0,4%, thalassemia minor in 0,3% and finally SS and
D hemoglobin in 0,05%. Sickle cell trait carriers employees had a
14 times higher risk of increased methehemoglobin increase levels.
Rev. bras. hematol. hemoter. 2005,;27(3):183-187.

Key words: Hemoglobinopathies, occupational hazards; methe-
hemoglobin, sickle cell trait.
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