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Introducéo

A talassemia alfa € uma anemia hereditaria resultante da sintese deficiente de cadeias
alfa, provocando um excesso relativo de cadeias beta, que vdo formar tetrdmeros iden-
tificados como hemoglobina H (Hb H) no individuo adulto. Para direcionar o diagnés-
tico laboratorial desta anemia, a analise dos indices eritrocitarios, a eletroforese em
acetato de celulose em pH neutro e a pesquisa de corpos de inclusdo de Hb H s&o
essenciais. O objetivo deste estudo foi tragar o perfil hematolégico, por meio dos indi-
ces eritrocitarios, dos portadores de talassemia alfa das regides Sudeste e Nordeste do
Brasil. Foram analisadas 1.010 amostras de sangue periférico ap6s consentimento
informado. Os indices eritrocitarios como contagem de glébulos vermelhos (RBC),
dosagem de hemoglobina (HGB), hematécrito (HCT), volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) foram fornecidos por aparelhos automatizados com controle de quali-
dade interno e externo. Para o diagndstico de talassemia alfa foram utilizados testes
de triagem e complementares para talassemias, como eletroforese em pH neutro e pes-
quisa de corpos de inclusdo de Hb H com coloracéo de azul cresil brilhante. Compa-
rando-se os valores hematolégicos observados nos dois grupos, notou-se que, em ambas
as regides, os indices com valores discrepantes foram os niveis de HGB e HCT, sendo
amaior freqliéncia de variacdo observada entre as mulheres. Nos portadores do fen6tipo
alfa talassémico da regido Nordeste, todos os indices eritrocitarios estavam abaixo
dos valores de normalidade. Estes resultados evidenciam a necessidade de melhor
avaliacao do perfil hematolégico de talassemia alfa em diferentes regides, consideran-
do-se os interferentes ambientais para um diagnostico mais preciso. Rev. bras. hematol.
hemoter. 2006;28(2):105-1009.
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as polipeptidicas da hemoglobina (Hb), gerando um dese-
quilibrio entre essas subunidades, dificultando o processo

As talassemias constituem, dentro das anemias here-
ditarias, um grupo heterogéneo e numeroso e podem ser
consideradas como as mais comuns dentre as alteractes
genéticas monogénicas na populagdo mundial. Sdo caracte-
rizadas por uma alteragéo na sintese de uma ou mais cadei-

de eritropoese e causando hemoglobinizaco deficiente dos
eritroblastos.’

A talassemia alfa atinge, segundo Mendes-Siqueira,?
pelo menos, 10% da populacéo do sudoeste do estado de
S&o Paulo. Em outras regides do Pais, este nimero alcanca
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0s 20%. A dta freqiiéncia e diversidade de portadores na
populacdo brasileira é devida as diferengas na composi¢céo
étnica das diferentes regides e a grande miscigenagéo ocor-
rida ao longo da historia do Brasil.*2

Esta anemia é resultante de mutagGes nos genes alfa,
situados no brago curto do cromossomo 16 na regiéo
16p.13.3 AlteracOes nestes genes ocasionam uma sintese
deficiente de cadeias globinicas alfa, provocando um exces-
so relativo das outras cadeias, em especial da cadeia beta,
modificando assim a composi¢do da molécula de hemo-
globina e alterando a fisiologia e morfologia do eritrdcito.®
Esse excesso de cadeias despareadas pode se ligar parafor-
mar tetrameros de cardter instvel como o tetramero 3, co-
nhecido por Hb H no individuo adulto, e ,, conhecido por
Hb Bart's, encontrado no periodo fetal e alguns meses ap6s
0 nascimento.*®

Estas hemoglobinas tém uma afinidade pelo oxigénio
dez vezes maior que aHb A, prejudicam ainteracdo heme-
heme e liberam quantidades insuficientes de oxigénio para
os tecidos.* Sao responsaveis pelas alteragdes fisiologicas e
morfoldgicas dos eritrécitos, ocasionando microcitose e
hipocromia em diferentes graus.® A Hb H pode ser oxidada
e formar precipitados intra-eritrocitarios que, quando pre-
sentes nos eritrobl astos, causam destrui¢do intramedul ar dos
precursores eritréi des e conseqliente eritropoese ineficiente.
Com o tempo, estes precipitados fixam-se na membrana do
eritrécito, provocando danos e sua retirada prematura da
corrente circulatoria pelo sistema tecidual macrofagico, di-
minuindo assim o tempo de vida til .278¢

Os portadores de talassemia afa apresentam anemia
com graus variaveis, hipocromia, microcitose, poiqui-
locitose, diminuicao dafragilidade osmética, reticulocitose,
presenca de Hb H em eletroforese e na pesquisa citol dgica
de corpos de inclusdo de Hb H com coloragao vital .1

O individuo normal possui quatro genes afa, doisem
cada um dos cromossomos 16, e seu genétipo € representa-
do por dois haplétipos (oo/aer), um proveniente do pai e
outro damée. Os genes o, € 0., S0 homologos e codificam
proteinas idénticas, divergindo em apenas 17%.% Apesar
dessa homologia, o gene o, apresenta uma expresséo de
duas atrés vezes maior que 0 gene o, e esse fato é determi-
nante para o estabelecimento do perfil dos portadores,
pois a alterac&o do primeiro gene implica maiores conse-
guéncias para o quadro clinico. Assim, a caracterizacdo da
talassemia alfa esta relacionada a trés fatores: 0 nimero de
genes afetados, o grau de decréscimo na expressao do gene
€0 quanto o gene afetado (o, ou a.,) contribui paraasintese
da globina afa

Genotipicamente, centenas de associagbes podem ocor-
rer e determinar talassemia alfa; fenotipicamente essas
interacOes resultam em uma das quatro amplas classifica-
¢Oes: Portador silencioso; Traco alfa talassémico; Doenca
de Hb H e Hidropsia fetal por Hb Bart's.>?% As duas pri-
meiras s80 as mais frequentes no Brasil. A frequéncia de
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Portadores silenciosos em nossa populacdo varia de 10% a
15%, enquanto a de Traco alfa talassémico esta proximade
4% entre os brancos e 10% entre 0s negros. Ambos o0s
fendtipos apresentam marcadas variagoes regionais.tt

Para o diagnostico desta anemia hereditaria, a andlise
dos indices eritrocitarios, a hematoscopia, incluindo a ana-
lise da morfologia eritrocitaria, e a pesquisa de corpos de
inclusdo de Hb H e aeletroforese em pH neutro so essenci-
ais. Secundariamente, a dosagem de Hb A, a contagem de
reticulécitos e avaliacdo do suprimento de ferro auxiliam
no diagndstico diferencial de anemias de etiologia incer-
ta.5¢ Os indices hematimétricos podem sofrer alteragdes na
presenca de hemoglobinopatias estruturais e sdo deter-
minantes no diagndstico diferencia das talassemias’

As caracteristicas fenotipicas e hematoldgicas dos
portadores de talassemia alfa sdo variaveis e nao ha um
padréo claramente definido na populagdo brasileira, o que
torna essencial uma avaliagao desse perfil hematol 6gico
na populacdo. Dessaforma, o objetivo deste estudo foi ava-
liar o perfil hematol dgico, por meio dos valores de hemo-
grama (RBC, HGB, HCT, VCM, HCM e CHCM) deindi-
viduos identificados como portadores de talassemia alfa
por métodos de rotina diagndstica, das regides Sudeste e
Nordeste do Brasil.

Casuistica e Métodos

Foram analisadas 1.010 amostras de sangue periféri-
co de individuos de ambos os sexos, com idades variando
de 1 a 90 anos, sem distincdo de etnia, provenientes das
regifes Sudeste e Nordeste do Brasil. As amostras foram
colhidas por puncéo venosa e acondi cionadas em tubos con-
tendo EDTA 5%, ap6s consentimento informado e segundo
aprovacao do Comité Nacional de Etica em Pesquisa. Este
estudo foi desenvolvido no periodo de abril de 2003 a abril
de 2005. Os indices eritrocitérios foram fornecidos por apa-
relho Coulter Counter e os valores de referéncia utilizados
para a andlise foram obtidos segundo Greer et al.,*® sendo a
contagem de glébulos vermelhos (RBC) em milhdes/mm?
dentro da faixa de 5.400.000 + 800.000 para os homens e
de 4.800.000 + 600.000 para as mulheres; a dosagem de
hemoglobina (HGB) em gramas/decilitro, variando de 16 +
2 g/dl para homens e 14 + 2 g/dl para mulheres; 0 hema-
tocrito (HCT) em %, variando de 47 + 5% para homens e
de 42 + 5% para mulheres; o volume corpuscular médio
(VCM) em pB, nafaixa de 87 + 5% para ambos 0s sexos; a
hemoglobina corpuscular média (HCM) em picogramas,
variando de 29 + 2 pg para ambos 0s Sexos e a concentracdo
de hemoglobina corpuscular média (CHCM) em %, varian-
do de 34 + 2% para ambos 0s sexos.

Para o diagndstico de portadores de talassemia alfa
foram realizados os seguintes testes de triagem: resisténcia
globular osmaéticaem solucado de cloreto de sodio a0,36%%;
Andlise damorfologiaeritrocitariat; Eletroforese em acetato
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de celulose em pH alcalino.? Os testes complementares fo-
ram os seguintes: Eletroforese em acetato de celulose em
pH neutro?; Pesquisa de corpos de inclusdo de Hb H com
coloragdo de azul cresil brilhante?; Contagem de reticul 6-
citos®; Dosagem de Hb A, por HPLC — Sistema Variant
(BioRad).? A andlise estatisticados dadosfoi realizadaatra-
vés do programa Statdisk e a andlise comparativa dos gru-
pos pelo teste de hipdtese para média de duas amostras in-
dependentes.®

Resultados

Das 1.010 amostras avaliadas, 831 foram provenientes
da regi&o Sudeste do Brasil, representando 82,28% do total
analisado, sendo 595 (71,60%) do sexo feminino e 236
(28,40%) do sexo masculino, e 179 provenientes da regido
Nordeste, representando 17,72% do total, sendo 136 (75,98%)
do sexo feminino e 43 (24,02%) do sexo masculino.

Em relagdo atriagem paratalassemias, todas as amos-
tras foram previamente identificadas como possiveis porta-
dores de talassemia alfa, principalmente pela presenca de
Hb H em eletroforese em acetato de celulose em pH alcali-
no. Posteriormente, todas as suspeitas foram confirmadas
com a realizagcdo dos testes complementares, com a visua
lizacdo e quantificagdo da banda de Hb H em eletroforese
em pH neutro e/ou visualizac&o de corpos de Hb H na pes-
quisa citol égica com coloracao vital.

Analisando-se os individuos separadamente por re-
gido obtivemos os seguintes resultados. para a regido Su-
deste, em relagéo aos indices hematimétricos, 34,65% dos
pacientes apresentaram RBC abaixo dos parametros nor-
mais, com médiade 4,52 + 0,59 x 10%mm?. Na dosagem de
HGB, 60,17% dos individuos analisados mostraram valo-
res abaixo dos de referéncia, com média 11,75 + 1,85 g/dl,
Em 58% dos individuos, as porcentagens de HCT estavam
abaixo dos parametros, sendo a média de 36,68 + 4,79%.
Em 46,69% dos individuos, os valores de VCM estavam
abaixo de 82 p® e em 17,21% acima de 100 3, sendo a
médiade 81,86 + 11,15 u®. Em 50,54%, os valores de HCM
estavam abaixo do esperado e 10,71% com HCM acimados
parametros normais, com média de 26,26 + 4,31 pg. Em
46,81%, os valores de CHCM encontravam-se abaixo de
32%, com média de 31,92 + 1,92. E em 7,1% observaram-
se ateractes em todos os indices hematimétricos. As mu-
Iheres foram as que apresentaram maior freqiiéncia de alte-
ragoes, especialmente nos indices RBC, HCT e CHCM,
gquando comparadas com os homens, que mostraram maior
variagdo no HGB, VCM e HCM. As médias e desvios pa
drdo dos indices eritrocitarios estéo representados natabela
1, e o gréfico 1 mostra as porcentagens de individuos com
estes indices hematol 6gicos abaixo dos valores de referén-
cia paraaregido Sudeste.

Dentre as 179 amostras avaliadas para a regi&o Nor-
deste, 45,25% estavam com RBC abaixo dos pardmetros de
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Tabela 1
Valores de média e desvio padrédo dos indices eritrocitarios das
amostras da regido Sudeste

indice Eritrocitario

Média + Desvio padrdo

RBC (10%/mm?) 452 + 0,59
HGB (g/dl) 11,75 + 1,85
HCT (%) 36,68 + 4,79
VCM (1) 81,86 + 11,15
HCM (pg) 26,26 + 4,31
CHCM (%) 31,92 + 1,92

E RBC
0 HGB
mHCT
0o vceMm
o HCM
o CHCM

Gréfico 1. Porcentagens de individuos com indices eritrocitarios abaixo
dos parametros da regiéo Sudeste

Tabela 2
Valores de média e desvio padrédo dos indices eritrocitarios das
amostras da regiao Nordeste

indice Eritrocitario

Média + Desvio padrdo

RBC (10%mm?) 432 + 0,62
HGB (g/dl) 11,31 + 1,89
HCT (%) 3520 + 5,08
VCM (12) 82,08 + 10,01
HCM (pg) 26,41+ 4,08
CHCM (%) 32,02 + 1,74

W RBC
HGB
o HCT
m vVCM
@ HCM
O CHCM

Gréfico 2. Porcentagens de individuos com indices eritrocitarios abaixo
dos parametros normais da regido Nordeste
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normalidade, sendo a média de 4,32 + 0,62 x 10%mm?®. Em
72,62% dos individuos analisados, a dosagem de HGB es-
tava abaixo dos valores de referéncia, sendo a média 11,31
+ 1,89 g/dl. Em 70,39% das amostras, 0 HCT estava abaixo
dos paré@metros, com média de 35,20 + 5,08%. Em 46,37%
dosindividuos, 0 VCM estava abaixo de 82 u® e em 13,96%
acima de 100 u3, com média de 82,08 + 10,01 u. Em
48,60%, o HCM estava abaixo do esperado e em 8,38% 0
HCM estava acima dos parametros normais, sendo amédia
de 26,41 + 4,08 pg. O CHCM estava com valores abaixo de
32% em 37,99% dos individuos, com média de 32,02 +
1,74%. E 13,41% apresentaram alteragdes em todos os in-
dices hematimétricos. As mulheres foram mais af etadas nos
indices RBC, HCT e HCM, quando comparadas com 0s
homens, que foram mais afetados no HGB, VCM e CHCM.
Asmédias e desvios padréo destes indices estéo representa-
dos na tabela 2, e o grafico 2 mostra as porcentagens de
individuos com os indices hematol égicos abaixo dos valo-
res de referéncia para a regido.

Comparando-se as duas regi 0es estudadas, as analises
estatisticas mostraram diferengas significativas entre as
médias de RBC (p = 0,0001; o, = 0,05); entre as médias de
HGB (p = 0,0046) e entre as médias de HCT (p = 0,0004).
N&o houve diferencgas significativas entre as médias dos
outros indices hematimétricos (p > 0,05).

Discusséao

O HGB, obtido diretamente do contador automa-
tizado, fornece uma medida precisa da capacidade do san-
gue em transportar o oxigénio. O HCT é calculado a partir
do RBC edo VCM, conforme fornecido pelo contador au-
tomético e, em virtude disto, o HCT torna-se menos exato.
Para identificar um nivel anormal mente baixo de HGB ou
de HCT, precisamos primeiro estabelecer o valor normal
médio e os limites da normalidade e levar em considera-
¢do as variacOes de idade, sexo, raciais e os interferentes
ambientais.'® ¥’

Na amostra avaliada, a variagdo encontrada nos indi-
ces, devido aidade e ao sexo, é consideradanormal ediver-
sas explicagOes tém sido propostas para estas diferencas.
Nas criancgas, acredita-se que os altos niveis de fosfatos
inorganicos no organismo respondam por niveis mais ele-
vados de 2,3-BPG nos eritrécitos e, portanto, por niveis de
Hb mais baixos. Os homens jovens na pos-puberdade apre-
sentam niveis mais atos de Hb, gracas a acéo estimulante
dos androgenos sobre os el ementos precursores dasérie ver-
mel ha16,18,19

Existem também vérios fatores ambientai s que podem
desempenhar papel importante, principa mente quando afe-
tam o transporte de oxigénio. A altitude provoca aumento
daHb daordem de 1g/dl, acada 3% a 4% da diminuicéo da
saturacdo de oxigénio do sangue arterial. O tabagismo re-
duz a saturagdo da Hb pelo oxigénio e aumenta o nivel de
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Hb. Nos fumantes, o nivel de Hb pode aumentar de 0,5 a
1g/dl. E preciso, entdo, levar em consideracio esses fatores
para cada caso, afim de distinguir entre a anemiafisiol 6gi-
ca e alaboratorial 168

Os indices relativos ao tamanho dos eritrocitos e ao
seu teor em Hb assumem grande importancia no diagnosti-
co diferencial das anemias. O VCM, no individuo néo-ané-
mico, € de 87 = 5 3. Em geral, os valores acima de 100 u®
sugerem defeito namaturagéo do nucleo dos precursores do
eritrécito e val ores abaixo de 82 ® sdo sugestivos de defeito
na sintese de hemoglobina.?

OHCM éoindicequeinformao valor médio daquan-
tidade de Hb que existe no interior do eritrécito.®* Com va-
loresde 29 + 2 pg, acompanha oV CM de perto, aumentan-
do ou diminuindo em conjunto com este. As excegdes ocor-
rem apenas em caso de microcitose devido a fragmentacéo
das heméceas ou as ateracdes de natureza osmatica. 10181

O CHCM, com valoresde 34 + 2%, éinsensivel quan-
do se pretende fazer a distingdo entre a falha da sintese de
Hb gue se acompanha da deficiénciade ferro e outrosfato-
res etiolégicos. O aumento do CHCM para niveis superio-
res a 36% pode ser devido a presenca de esferdcitos. 1618

Avaliando-se o perfil hematol 6gico dos portadores de
talassemia alfa de ambas as regides, Sudeste e Nordeste,
podemos inferir que a média encontrada para os niveis de
HGB foram relativamente baixas, principalmente quando
considerados para os homens, mostrando uma provavel de-
ficiéncia na sintese de hemoglobina. Os valores de HCT
estavam baixos para ambos 0s sexos, podendo levar a pro-
blemas no transporte de oxigénio nestes individuos e con-
sequiente maoxigenagdo tecidual. OsvaloresbaixosdeVCM
estéo rel acionados com a presencade microcitose nas células
vermelhas. As médias encontradas para 0 HCM estavam
relativamente baixas, revelando ahipocromiados eritracitos.
A microcitose e hipocromia sdo caracteristicas evidentesja
na triagem, pela andlise morfol 6gica dos esfregacos e evi-
denciam a producdo deficiente de hemoglobina e sua con-
sequiente distribuicdo desigual nos eritrécitos. As pequenas
alteracBes encontradas no CHCM néo foram significativas,
sendo indiferente no diagndstico diferencial desta anemia
hereditaria.

Observou-setambém que, em ambas asregides, osdois
indices mais afetados foram os niveis de HGB e o HCT,
acompanhadosdoVCM eHCM. Asmulheresforam asmais
afetadas em todos os paré@metros em ambas as regifes.

Conclusoes

A partir dos resultados obtidos conclui-se que o perfil
dos portadores de talassemia alfa das duas regides avalia-
das séo discretamente diferentes, provavelmente devido a
ComMposi¢ao étnica destas regides e a fatores nutricionais,
gue devem ser levados em consideragdo no momento das
andliseslaboratoriais e dainterpretacdo dos resultados, para
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um diagndstico mais preciso e confiavel. Os indices eritro-
citarios foram de grande importancia na identificagdo dos
portadores, pois complementaram os testes de triagem de
hemoglobinopatias e direcionaram os testes complementa-
res para a confirmag&o das suspeitas de talassemia alfa.

A partir dos perfis tracados por este estudo, ficou evi-
dente a necessidade de estudos adicionais, com avaliacdo
dos perfis hematol 6gicos de portadores de talassemia alfa
em diferentes regides. Os resultados contribuiram para ca-
racterizar o perfil dos portadores de talassemia alfa na po-
pulacdo brasileira, visando a melhoria nos diagnosticos e
na qualidade de vida destes individuos. Salientamos ainda
gue, mesmo com as evidéncias hematol 6gicas elaboratoriais
cléssicas, é aconselhavel aandlise molecular das principais
alterages genéticas do gene alfa globina para uma conclu-
sdo definitiva do diagndstico de talassemia afa.

Abstract

Alpha thalassemia is a hereditary anaemia resulting from deficient
synthesis of the alpha chains, causing a relative excess of beta
chains which form tetramers identified as hemoglobin H (Hb H)
in adults. To diagnose this type of anaemia it is essential to analyze
the erythrocytic values, electrophoresis in neutral pH and to study
the Hb H inclusion bodies. The aim of this study was to determine
the hematologic profile of alpha thalassemia carriers from the
southeastern and northeastern regions of Brazil. Peripheral blood
samples from 1010 patients were analyzed. The erythrogram values,
including the red blood cell count (RBC), hemoglobin level (HGB),
hematocrit (HCT), mean cell volume (MCV), mean cell hemoglobin
(MCH) and mean cell hemoglobin concentration (MCHC) were
supplied by automatic devices. To diagnose alpha thalassemia,
screening and complementary tests were performed, including
electrophoresis in neutral pH and a study of the Hb H inclusion
bodies with brilliant blue cresil staining. Comparing hematologic
values obtained in both groups, the indices with discrepant values
were related to HGB and HCT and the greatest variations in both
regions were observed among women. In alpha thalassemic
phenotypic carriers from the northeastern region, all the erythrocytic
values were lower than normal. These results show the necessity of
better evaluation of alpha thalassemia in different regions,
considering the environmental factors in order to give an adequate
diagnosis. Rev. bras. hematol. hemoter. 2006;28(2):105-1009.

Key words: Anaemias; alpha thalassemia; red blood cells.
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