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T resumo

Doenga falciforme A doenca falciforme é um termo genérico usado para determinar um grupo de alteracdes genéticas
o caracterizadas pelo predominio de hemoglobina (Hb) S. Os principais genétipos que compdem o grupo
Degradacdo oxidativa de doenca falciforme sdo os seguintes: SS, SF [S/B° talassemia e S/persisténcia hereditaria de Hb fetal

(PHHF)], SFA (S/p* talassemia), SC, SD e SH (S/o. talassemia). O presente trabalho analisa os resultados
das avaliacdes de produtos provenientes da oxidacdo da Hb S, identificados pela concentracdo da
Metemoglobina metemoglobina e de eritrécitos com corpos de Heinz em dois genétipos da doenca falciforme (SS e
S/B° talassemia) e no trago falcémico (AS), em comparacéo com o gendtipo normal (AA). A anélise dos
produtos da degradacéo oxidativa da hemoglobina, evidenciados pelo aumento dos valores das médias
referentes a concentracdo de metemoglobina e do nimero de eritrécitos com corpos de Heinz, esta
diretamente relacionada com o aumento da concentragdo da Hb S. Assim, a degradacdo oxidativa da
hemoglobina decresce entre os genétipos estudados da seguinte forma: SS>SF>AS>AA. E importante
destacar que as analises indicaram que a simples presenca de Hb S no eritrécito, como é o caso do
gendtipo AS, é capaz de causar elevacdo da concentragdo de metemoglobina em 52,62% das amostras
analisadas e de induzir a precipitacdo de corpos de Heinz em 73,68% dos casos estudados. Explica-
¢Oes referentes aos processos oxidativos e redutores das hemoglobinas estudadas sdo apresentados
no texto. Destaca-se, entre os resultados apresentados, a identificacdo por meio de eletroforese em
agarose alcalina da fracdo de globina alfa-livre em todas as amostras do genétipo SF provenientes de
pessoas com Hb S/B° talassemia. E proposto um esquema para explicar a origem da globina alfa-livre,
especialmente para o genétipo S/B° talassemia, e a importancia da sua identificacdo no diagnéstico
laboratorial de Hb S/f° talassemia.

daHbS

Corpos de Heinz

abstract ISE
Sickle cell disease is a generic term used to determine a group of genetic alterations characterized by a | sickle cell disease
dominance of Hb S. The main genotypes which compose the sickle cell disease group are as follows: SS, SF
(S/B° thalassemia and S/Hereditary Persistence of Fetal Hemoglobin or HPFH), SFA (S/B* thalassemia), SC, SD and SH | Oxidative damage of Hb S
(S/o. thalassemia). This study analyzes the products resulting from the oxidization of hemoglobin, identified by the
methemoglobin concentration and by red blood cells with Heinz bodies, in two sickle cell genotypes (SS and S/B°
thalassemia) and in the sickle cell trait (AS) compared with the normal genotype (AA). Analysis of the products | Heinz bodies
resulting from hemoglobin oxidative damage, characterized by an increase in the mean levels of methemoglobin
and of the number of red blood cells with Heinz bodies, which are directly related to the increase in the Hb §
concentration. Thus, oxidative damage of hemoglobin diminishes among the studied genotypes in the following
manner: SS>SF>AS>AA. It is important to stress that these results indicate that the simple presence of Hb S in
the red blood cell, as in the AS genotype, is capable of increasing the methemoglobin concentration in 52.62%
of the assessed samples and inducing the precipitation of Heinz bodies in 73.68% of cases. Elucidation of the
oxidative and reductive processes of the studied hemoglobins is presented in the paper. Highlighted among the
presented results is the identification, by means of alkaline agarose gel electrophoresis, of the free alpha globin
fraction in all SF genotype samples originating from Hb $/B° thalassemia individuals. A hypothesis to explain the
origin of free alpha globin, especially in the S/B° thalassemia genotype is proposed, as is the importance of its
identification in the laboratorial diagnosis of S/B° thalassemia.
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Introducgéo

A doenca causada pelas células falciformes se carac-
teriza por um conjunto de sinais e sintomas provocados
pela deformacéo de expressiva quantidade de eritrocitos
com hemoglobina S (Hb S) e induzidos pela desoxigenag@o.
Esses eritrécitos com Hb S, quando oxigenados (oxi-Hb S),
apresentam-se morfologicamente normais ou discides
no sangue; eventualmente, podem ser observados alguns
eritrocitos afoicados ou falcizados. Entretanto, ha situacdes
em que o processo de falcizagao é muito intenso em funcédo
da elevada concentracdo da Hb S desoxigenada (desoxi-
Hb S)G19,

A doenca falciforme é um termo genérico usado para
determinar um grupo de alteragdes genéticas caracterizadas
pelo predominio da Hb S. A introducéo da eletroforese de
hemoglobinas como principal método de investigacéo la-
boratorial contribuiu para o entendimento clinico, genético
e hematoldgico dos doentes falcémicos, pois sua aplicacdo
permitiu explicar que a diversidade clinica e hematoldgica
estava relacionada com a concentracdo da Hb S, bem
como sua associacao com outras hemoglobinas. Assim,
os principais gendtipos que compdem o grupo de doenca
falciforme foram caracterizados e identificados por SS, SF
(S/B° talassemia e S/PHHF), SFA, (S/B* talassemia), SD, SC,
SH (S/o talassemia), entre outros® 7.,

E evidente que, para o estabelecimento criterioso do
gendtipo da doenca falciforme, é necesséario que sejam
feitas analises laboratoriais em familiares, especialmente
nos pais, incluindo: a qualificacéo eletroforética em meio
alcalino ou cromatografico por cromatografia liquida de
alta pressdo (HPLC), com a comprovacao eletroforética em
gel de agarose é4cida da Hb S e suas associacdes (SS, SD, SF,
etc.); a quantificacdo da Hb S fracionada por eletroforese
ou cromatografia; avaliacdes hematimétricas e morfoldgicas
dos eritrcitos; e a dosagem de Hb fetal por metodologias
bioquimica e imunolégica® ™.

A morbidade e a mortalidade de doentes falcémicos
tém sido relacionadas com vérias situagdes, entre as quais
destacam-se: o desconhecimento da doencga, a dificulda-
de de se proceder ao diagnéstico precoce e correto do
genétipo e as deficiéncias do atendimento médico e dos
procedimentos terapéuticos, entre outros'%'9. Entretanto,
um dos fatores que predispde o processo hemolitico das
células falciformes induzindo-o as maltiplas conseqiiéncias
patoldgicas da doenca falciforme deve-se a degradacéo
oxidativa da Hb S*1%13_A desoxigenacdo da Hb S favorece
a sua metemoglobinizacao (meta-Hb S) e a conseqliente
elevacdo desse pigmento dentro do eritrécito. Quando a

concentracao de meta-Hb S supera a acdo da enzima meta-
Hb redutase, é desencadeada a degradacado da meta-Hb S,
com formagdo de hemicromos ou subprodutos do grupo
heme, e a precipitacdo da globina S, oxidada sob forma de
corpos de Heinz (Figura 1) 9. Durante a transformacao
do eritrocito discéide com Hb S em eritrécito afoicado,
entre os eventos bioquimicos e polimerizantes da célula,
ocorre a degradacdo oxidativa da Hb S, com liberacédo de
espécies ativadas de oxigénio (O*,, H,0,, HO®) que alteram
a distribuicdo das moléculas de imunoglobulinas G (IgG)
na superficie da membrana eritrocitéria. As disposicdes
desordenadas da molécula de IgG em determinadas regides
da célula falciforme facilitam as ligacdes com os receptores
Fc das células endoteliais e, dessa forma, induzem a acdo
fagocitaria dos macréfagos no sistema reticulo endotelial,
causando hemdlise e anemia. E provavel que os produtos
de degradacdo oxidativa da Hb S se apresentem qualitativa
e quantitativamente diferentes entre os principais genétipos
da doenca falciforme, e esse fato pode estar relacionado
principalmente a concentracdo da Hb S, a interacdo com
outras hemoglobinas (C, fetal, D, etc.) dentro de um mes-
mo eritrdcito e a associacdo com a deficiéncia de enzimas
eritrocitarias antioxidantes(™ > %,

Os dois genétipos de doenca falciforme que apresen-
tam maior gravidade clinica séo o SS (anemia falciforme)
e SF (interacdo de Hb S com talassemia beta zero, ou S/f°
talassemia). Ambos apresentam anemia grave com Hb fetal
variavel entre 2% e 10% no gendtipo SS e entre 5% e 20%
no gendtipo SF. Paradoxalmente, num outro genétipo SF,
no qual a elevacdo da Hb fetal se deve a sua persisténcia he-
reditaria apds o nascimento, a qualidade de vida do doente
falcémico é muito melhor, geralmente com discreto grau de
anemia e com indices menores de morbidade e mortalidade:
10, A explicacdo decorre por duas razdes: a) no genétipo SF,
em fungdo da interacdo S/p° talassemia, a distribuicéo intra-
eritrocitéria de Hb fetal € heterogénea, ou seja, ha eritrdcitos
apenas com Hb fetal proveniente de clones eritroblasticos
com genes da talassemia ° e eritrdcitos somente com Hb S
provenientes de clones eritroblésticos com genes da Hb S;
b) enquanto que no gendtipo SF, em fungdo da associacéo
da Hb S com a persisténcia hereditéria de Hb fetal (PHHF), o
mesmo eritrocito contém esses dois tipos de hemoglobinas,
pois as sinteses destas provieram dos mesmos clones de
eritroblastos com genes da PHHF e da Hb S®. E importante
destacar que a Hb fetal (o, y,) € um tetramero molecular-
mente menos estavel que a Hb A (o, *,), com maior capa-
cidade auto-oxidativa, desencadeando conseqlientemente
a formacdo de subprodutos de hemoglobina caracterizados
por metemoglobina e corpos de Heinz('> 1),
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Figura 1 - Oxidacdo da hemoglobina resultando em produtos de degradagdo (metemoglobina, hemicromos e corpos de Heinz) e geracdo de radicais livres
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O objetivo do presente trabalho é avaliar a relacdo entre
concentracdo de Hb S nos genétipos de hemoglobinas SS,
SF e AS com produtos da degradacdo oxidativa da Hb S,
em comparacdo com a Hb A obtida de gendtipo AA.

Material e método

Foram analisadas 136 amostras de sangue perten-
centes a pessoas com seus gendtipos de hemoglobinas
previamente qualificados clinica e laboratorialmente em:
Hb AA (78 amostras), Hb AS (19 amostras), Hb SS (17
amostras) e Hb SF (16 amostras). As concentracdes por-
centuais das hemoglobinas S e fetal e da metemoglobina
foram respectivamente avaliadas por eletroforese alcalina
quantitativa, teste bioquimico da resisténcia alcalina e
teste de absorcdo espectrofotométrica de pigmentos
hemoglobinicos induzidos por cianeto de potassio e fer-
ricianeto de potassio. A pesquisa intra-eritrocitaria de
corpos de Heinz foi realizada por incubagdo de sangue
total com azul de crezil brilhante a 1% na temperatura de
37°CUD, e a investigacdo de globina alfa-livre em amos-
tras de sangue com genétipo SF pertencentes a pessoas
portadoras de Hb S/B° talassemia foi feita por meio de
eletroforese em gel de agarose alcalina com sangue he-
molisado por saponina a 1%".

Os valores obtidos das avaliacdes quantitativas foram
submetidos a anélise estatistica descritiva e agrupados em
dois conjuntos: a) de acordo com o genétipo; b) de acor-
do com a concentracdo de Hb S. As andlises incluiram as
porcentagens de Hb fetal e metemoglobina e nimero de
eritrécitos com corpos de Heinz, para os quais determinou-
se para cada varidvel a média, mediana, valor minimo, valor
maximo, desvio padréo (DP) e erro padrédo (EP), além da
distribuicdo porcentual. Para comparagdo entre duas mé-
dias foi utilizado o teste t para observacdes independentes,
usando o nivel de significancia de o. = 5% (p < 0,05).

Resultados

As amostras analisadas tiveram seus genétipos defini-
dos previamente com bases clinica e laboratorial. Mesmo
assim, todas foram submetidas a eletroforeses qualitativa e
quantitativa de hemoglobinas, em meios alcalino e écido,
com o objetivo de confirmar os genétipos, bem como o de
quantificar a concentracéo de Hb S nos gendtipos AS, SS e
SF. Todas as 19 amostras com genétipo AS apresentavam
concentragdes de Hb S abaixo de 50%, com valores mini-
mo e maximo de 23,4% e 45,5%, respectivamente. As 17

amostras com genétipo SS apresentaram concentracdes de
Hb S acima de 72,3%, enquanto que entre as 16 amostras
do gendtipo SF, as concentraces de Hb S variaram entre
65,2% e 88,8% (Tabelas 1, 2 e 3).

Para todas as amostras de sangue analisadas, referentes
aos gendtipos AA, AS, SS e SF, avaliaram-se as concentracGes
porcentuais de Hb fetal e metemoglobina, além da quan-
tificacdo média de eritrocitos com precipitados de corpos
de Heinz em relagdo a mil eritrécitos. Os valores obtidos
e que resultaram em média, mediana, minimo, maximo,
desvio padrao (DP) e erro padrdo (EP) estdo apresentados
na Tabela 4. A andlise descritiva desses valores para a Hb
fetal mostrou-se moderadamente elevada no genétipo
SS (X: 4,94%) e acentuadamente elevada no genétipo SF
(X: 14,06%). Por outro lado, os valores de metemoglobina
apresentaram-se moderadamente elevados nos gen6tipos
SS (X: 3,97%) e SF (X: 3,3%). A presenca de corpos de
Heinz mostrou-se discretamente elevada no genétipo
AS (X: 2,42/1000), moderadamente elevada no genétipo
SF (X: 9,43/1000) e acentuadamente elevada no gendtipo
SS (X: 28/1000). Os valores comparativos entre duas mé-
dias para se obter o grau de significancia estatistica entre
os gendtipos estudados (AA, AS, SS e SF), com avaliacdes
especificas para Hb fetal, metemoglobina e corpos de Heinz,
estdo expostos na Tabela 5. Por meio da analise desses
resultados é possivel constatar que a diferenca dos valores
da concentracdo média de Hb fetal entre os genétipos
somente nao teve significancia estatistica no confronto de
Hb AA com Hb AS (p = 0,068). Com relacdo aos valores
da concentracdo média de metemoglobina, apenas os
confrontos entre os genétipos AS e SF (p = 0,077) e SS
e SF (p = 0,549) ndo tiveram significancia estatistica. Por
outro lado, a presenca de corpos de Heinz entre os quatro
gendtipos foi estatisticamente diferente.

ATabela 6 destaca quatro bandas de valores porcentuais
para as concentracdes de Hb fetal e metemoglobina, onde
a banda correspondente a 0%-2% é considerada normal
para ambas avaliacbes. Observa-se que para o genétipo AAa
Hb fetal esteve normal em 98,72% das amostras analisadas,
enquanto que para o gendtipo AS a normalidade caiu para
73,68%. Por outro lado, nenhuma das amostras com gené-
tipos SS e SF mostrou valor normal de Hb fetal. Com relacdo
a metemoglobina, quase 90% das amostras com genétipos
AA resultaram normais, enquanto que nos genétipos AS,
SS e SF apenas 47,38%, 41,18% e 50%, respectivamente,
apresentaram-se dentro da banda da normalidade. Por fim,
a avaliacdo da presenca de corpos de Heinz mostrou que
no genétipo AA 98,72% das amostras analisadas estavam
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Rela¢do individual de 19 amostras com genotipo AS: resultados referentes a proporcao de

eritrocitos com corpos de Heinz para mil eritrdcitos e valores percentuais de Hb fetal,

Tabela 1 EuEANLLNHEEEVE
Registro Genotipo Heinz
(:1.000) (%)
79 AS 2
80 AS 5
81 AS 5
82 AS 1
83 AS 2
84 AS 2
85 AS 2
86 AS 3
87 AS 2
88 AS 1
89 AS 5
90 AS 2
91 AS 1
92 AS 4
93 AS 2
94 AS 2
95 AS 1
96 AS 3
97 AS 1
Valores das médias X 2,42

Hb fetal* Meta Hb** Hb S***
(%) (%)
0 3 45,5
0,8 1,2 42,8
2 2 41,7
0,6 2,3 40,1
0,6 0 39,6
2,7 2,4 37,8
2,5 2,1 37,7
0,8 1,7 37,2
3,6 2,7 37,2
0,83 2,7 31,8
1,4 3,7 30
2,5 0 28
0,4 1,1 26,3
1,4 3,3 24,4
1 1 23,4
11 3,2 35,5
1 2,6 29,7
3 1,38 28
1 1 23,4
1,43 1,97 33,69

*Dosagem por resisténcia alcalina; **dosagem por indugto de KCN e ferricianeto de potdssio; ***dosagem densitométrica da Hb S em relacio a Hb A, Hb fetal e Hb A,

normais; no gendtipo AS, apenas 26,32% apresentaram
valores normais; e nos genétipos SS e SF, nenhuma amostra
mostrou-se normal.

Nas analises eletroforéticas em agarose alcalina de
todas as 16 amostras com genétipo SF foi identificada a
presenca de globinas alfa-livres com diferentes concentra-
¢Oes, que variaram entre 2% e 10% (Figura 1), fato ndo
observado em nenhuma das amostras de outros genétipos
(AA, AS € SS).

Os resultados obtidos nos estudos das amostras de
sangue extraido de portadores de hemoglobinas normais
(AA) e com trés diferentes gendtipos de Hb S (AS, SS e SF)
mostraram que a presenca de Hb S desencadeia processos
oxidativos com diferentes graus de intensidade entre seus
gendtipos. Os produtos resultantes da degradacéo oxidativa
da hemoglobina, caracterizados pelo aumento dos valores
das médias referentes a concentracdo de metemoglobina

e do nimero de eritrécitos com corpos de Heinz, estao
diretamente relacionados com o aumento da concentracao
da Hb S. Assim, a degradacdo oxidativa da hemoglobina
decresce entre os genétipos estudados da seguinte forma:
SS > SF > AS > AA. Apesar disso, os resultados individuais
dos gendtipos AS, SS e SF, expostos nas Tabelas 1, 2 e 3,
indicaram que nem sempre a elevacdo da concentragdo
de Hb S esté relacionada com o aumento dos produtos de
degradacdo oxidativa.

Outra constatacdo importante se deveu ao fato da
elevacdo da concentracdo média de Hb fetal estar rela-
cionada diretamente com a diminuicdo dos produtos de
degradacdo oxidativa (Tabela 4). Os resultados expostos
na Tabela 6 evidenciaram que a simples presenca de Hb
S no eritrécito, como é o caso do gendtipo AS, é capaz de
causar elevacdo da concentracao de metemoglobina em
52,62% das amostras analisadas e induzir a precipitacdo
de corpos de Heinz em 73,68%. Entretanto, é necessario
destacar que elevacdes de metemoglobina acima de 5%
ocorreram em 35,29% das amostras com genétipo SS, em
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Relacdo individual de 17 amostras com gendtipo SS: resultados referentes a proporcao

de eritrdcitos com corpos de Heinz para mil eritrdcitos e valores percentuais de Hb fetal,
Tabela 2 EuEALLINWEEELE

Registro Genétipo Heinz Hb fetal* Meta Hb** Hb §***
(:1.000) (%) (%) (%)
98 SS 5 4 1,5 78,1
99 SS 33 2,8 5,2 72,6
100 SS 20 5 0,8 72,3
101 SS 23 4,66 1,2 70,3
102 SS 10 2,3 1 87,7
103 SS 10 3,75 2,5 94,5
104 SS 11 5,5 59 92,5
105 SS 12 58 2 90,9
106 SS 33 4,4 8,3 85,3
107 SS 20 3.3 10 95,4
108 SS 22 4,4 1 93,2
109 SS 20 7,14 12 86,80
110 SS 24 4,4 3 94,5
111 SS 100 8 3,2 91
112 SS 100 6,9 7,21 88,9
113 SS 6 8,3 1,3 88,4
114 SS 27 3.3 2,5 92,3
Valores das médias X 28 4,94 3,97 86,74

*Dosagem por resisténcia alcalina; **dosagem por indugéo quimica de KCN e ferricianeto de potdssio; ***dosagem densitométrica da Hb S em relagéo a Hb A, Hb fetal e Hb A,

Relacdo individual de 16 amostras com gendtipo SF: resultados referentes a proporcao

de eritrdcitos com corpos de Heinz para mil eritracitos e valores percentuais de Hb fetal,
Tabela 3 EuEGELINEERLE

Registro Genotipo Heinz Hb fetal* Meta Hb** Hb §***
(:1.000) (%) (%) (%)

115 SE 5 18,8 5 65,2
116 SE 3 8,25 3,1 81,6
117 SE 20 11,2 2 84,4
118 SE 2 14 3,3 80,3
119 SE 5 13,3 7,1 81,9
120 SE 5 10,8 2 83,9
121 SE 10 13,5 1,2 82,6
122 SE 10 25 0,7 69,6
123 SE 20 22 3,7 73,1
124 SE 10 19 5 78,3
125 SE 12 8 0,7 88

126 SE 10 20,9 0,6 77,3
127 SE 10 12,5 10,5 85

128 SE 4 6,25 2 88,8
129 SE 1 7,45 2 88,3
130 SE 15 14,1 3,9 79,8
Valores das médias X 9,43 14,06 3,3 80,5

*Dosagem por resisténcia alcalina; **dosagem por indugto de KCN e ferricianeto de potdssio; ***dosagem densitométrica da Hb § em relago a Hb A, Hb fetal e Hb A,
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Analises descritivas dos valores de Hb fetal, metemoglobina e corpos de Heinz, por gendtipos

Tabela 4 HUGELECVICEAER !

Genotipos estudados AA AS SS SE
78 19 17 16
Hb fetal (%)
Média 0,98 1,43 4,94 14,06
Mediana 0,9 1 4,4 13,4
Minimo 0,24 0 2,3 6,25
Maximo 3,5 3,6 8,3 25
DP 0,47 0,99 1,78 5,79
EP 0,05 0,23 0,43 1,45
Meta Hb (%)
Média 0,71 1,97 3,97 3,3
Mediana 0,39 2,1 2,5 3,2
Minimo 0 0 0,8 0,6
Maximo 3,6 3,7 12 10,5
DP 0,9 1,07 3,59 2,67
EP 0,1 0,24 0,87 0,67
Corpos de Heinz*
Média 1,01 2,42 28 9,43
Mediana 1 2 22,03 10
Minimo 1 1 5 2
Maximo 2 5 100 20
DP 0,11 1,38 29,29 5,98
EP 0,01 0,32 71 1,49

*Relagtio de n eritrocito com corpos de Heinz para cada mil eritrcitos avaliados.
DP = desvio-padréo;, EP = erro-padrdo.
Teste t para comparagdo entre duas médias.

Valores comparativos entre duas médias para obter o grau de significancia estatistica entre os

genétipos estudados (AA, AS, SS e SF), com avaliagoes especificas para Hb fetal, metemoglobina
LI RN e corpos de Heinz, com nivel de significancia de o = 5% (p <0,05)

Confronto entre genétipos  Hb fetal* Meta Hb* Corpos de Heinz*
AA x AS p=0,068 p < 0,0001 p=0,0003
AA XSS p <0,0001 p=0,0019 p=0,0015
AAx SF p < 0,0001 p=0,0016 p < 0,0001
ASxSS p <0,0001 p =0,0402 p =0,0024
AS x SF p < 0,0001 p=0,077 p = 0,0003
SS x SF p <0,0001 p = 0,549 p =0,0204

*Os valores extraidos para obter o grau de significancia estatistica estdo na Tabela 4.
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Freqiiéncia (%) de valores especificos para Hb fetal, metemoglobina e corpos de Heinz,

pLIAEWGE  por gendtipos estudados (AA, AS, SS e SF)

Genotipos estudados AA
78
Hb Fetal
0%-2% 98,72
2,1%-5% 1,28
5,1%-10% 0
> 10% 0
Meta Hb
0%-2% 89,75
2,1%-3% 7,69
3,1%-5% 2,56
> 5% 0
Corpos de Heinz
Normal* 98,72
Alterado** 1,28

AS S SE
19 17 16
73,68 0 0
26,32 64,7 0
0 35,3 25
0 0 7
47,38 41,18 50
36,84 17,64 0
15,78 5,89 37,5
0 35,29 12,5
26,32 0 0
73,68 100 100

*Considerou-se normal a auséncia ou até a proporgdo de um eritrdcito com corpos de Heinz em mil eritrdcitos contados.

**Acima de um eritrocito com corpos de Heinz em mil eritrécitos contados.

12,5% do gendtipo SF, e ndo se constatou nenhum caso
entre as amostras do genétipo AS. Essa mesma tabela revela
que 100% das amostras dos genétipos SS e SF apresentaram
corpos de Heinz elevados, enquanto que no gendtipo AS a
freqiiéncia foi de 73,68%.

Diante dos valores obtidos, € possivel admitir que a presen-
cadaHb S, independente do gendtipo, ao tornar-se desoxige-
nada (desoxi-Hb S) expde o ferro a oxidacéo e consequiente
metemoglobinizacéo, cuja intensidade é aproximadamente
cinco vezes maior que na hemoglobina normal (AA). Se consi-
derarmos que a elevacéo do nimero de eritrécitos com corpos
de Heinz representa o produto final da degradacdo oxidativa
da hemoglobina, a Hb S é pelo menos 57 vezes mais suscep-
tivel a sua formacao que a Hb A ao compararmos a relacdo
entre as frequiéncias médias de corpos de Heinz alterados nos
gendtipos AA (1,28%) e AS (73,68%).

Desses fatos apresentados, conclui-se que a intensidade
da degradacéo oxidativa da Hb S estd relacionada com a
concentracao dessa hemoglobina, porém com comporta-
mentos individualizados e nem sempre relacionados. Assim,
é possivel considerar que o processo oxidativo da Hb S
depende de processos biolégicos que ocorrem com espe-
cificidades individuais. Entre esses processos destacam-se
a capacidade antioxidativa do eritrécito, o funcionamento
das bombas de Na*, K* e Ca*, a oxigenacao celular e a
elevacdo da Hb fetal, principalmente(-* 9.

Nossos resultados podem ser embasados em evidéncias
de que, na anemia falciforme, os mecanismos redutores dos
eritrocitos contra as lesdes oxidativas estdo alterados pela
diminuicao das atividades da glutationa peroxidase (GPx) e
da catalase, pelo aumento da concentracéo de super6xido
dismutase (SOD) e pela redugdo dos niveis de vitamina E no
plasma e na membrana eritrocitaria® . AlteracGes similares
foram também relatadas na talassemia beta maior e na
deficiéncia de G-6PD, cujos eritrécitos sofrem processos
oxidativos por desequilibrio entre globinas alfa e beta e
pela deficiéncia enzimética, respectivamente ¢ %,

No caso das doencgas falciformes, em especial aquelas
com os gendtipos SS e SF (S/p° talassemia), o comporta-
mento individual referente as alteragcdes morfofuncionais
dos eritrécitos falcémicos e as suas conseqliéncias clinicas
se devem em grande parte aos eritrdcitos falciformes
irreversiveis (EFI). H& doentes falcémicos cujos EFI tém
baixa proporcdo (< 5%), enquanto que outros tém EFI
entre 5% e 25%®). Esses Ultimos contém concentragdes
elevadas de produtos secundarios provenientes das lesdes
oxidativas gerados pela constante oxidacdo da desoxi-Hb
S, enquanto que doentes com EFl abaixo de 5% mantém
suas atividades redutoras em equilibrio®. Por essas razdes,
é possivel explicar os valores obtidos nas analises individuais
dos gendtipos AS, SS e SF (Tabelas 1, 2 e 3), em contraste
com os valores das médias e dos produtos de degradacdo
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oxidativa (metemoglobina e corpos de Heinz) apresentados
nas Tabelas 4, 5 e 6.

A identificacdo de globina alfa-livre nas 16 amostras
de sangue com o gendtipo SF provenientes de doentes
falcémicos com interacdo entre Hb S e talassemia beta (3°)
é indicativa do desequilibrio entre globinas alfa e beta. A
Figura 2 mostrou a eletroforese de hemoglobinas efetuada
em gel de agarose alcalina, com destaque para uma das
amostras com o gendtipo SF, em que é possivel visualizar a
globina alfa-livre bem como a meta-Hb S, além das outras
fracdes: S, A, e fetal.

As globinas alfa-livres constituem um fato que é demons-
trado pela primeira vez por meio de eletroforese. Para obter
a globina alfa em amostras com genétipo SF é necessério
que a hemdlise dos eritrcitos seja feita por meio do uso de
saponinaa 1% (v:w) e que a qualidade do suporte eletrofo-
rético — no presente caso, a agarose alcalina — seja de boa
qualidade. Para explicar a origem da globina alfa-livre na
Hb S/talassemia 3°, propomos a representacdo esquemética
da Figura 3, por meio da qual a completa auséncia de sin-
tese da globina beta (B°), proveniente da heranca do gene
beta defeituoso de um dos pais, impede que a globina alfa
- normalmente sintetizada — estabeleca a combinacao o3,
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Assim, somente serdo formados os tetrameros a.f,° (Hb S),
oY, (Hb fetal) e a.,8, (Hb A)). A falta de sintese de globina
beta normal (B°) induz a precipitacdo da globina alfa em
forma de dimeros (a,). Estes sdo conhecidos por alfa-livre,
cuja fracdo pode ser identificada neste trabalho por meio
da eletroforese alcalina em sangue total hemolisado com
saponina a 1% (Figura 2, a).

A identificacdo de cadeias alfa-livre em sangue de
pessoa com o gendtipo SF pode ser considerada como
importante informacdo para o diagndstico laboratorial
entre Hb S e talassemia B° ou S/B° talassemia. Finalmen-
te, a presenca da meta Hb S (Figura 2, b) na amostra do
paciente com S/B° talassemia pode ser identificada em
casos em que a concentracdo da metemoglobina for >
5% (Tabela 3, caso 115, que corresponde a amostra 4
da Figura 2).
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Figura 2 - Eletroforese de hemoglobinas em gel de agarose alcalina. Da esquerda para a direita: 1, 2 e 7: Hb AA; 3: Hb AF; 4: S/B° talassemia, a representa a fragdo de globina

alfa-livre eb é ameta Hb §; 5: Hb A + A, aumentada na talassemia beta menor; 6: Hb AS
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Genitores

Hemograma

Eletroforese

Genes beta
normais e
alterados*

Heranga da
Hb S/Tal. B°

Combinagdo de genes
alfa e beta alterados

Tal. B° heterozigota

Anemia microcitica e
hipocrémica grave

Hb A + A, aumentada

Tracgo falciforme

N3o hi anemia

Hb AS

o v
8

o v
B

=2
=
=3

v

8- Hb A, (2%-6%)

v — Hb fetal (5%-20%)

B°~ Hb S (70%-90%)

A auséncia de globinas
beta induz a precipitagio
de globinas alfa-livres

Representagdo genética

Hb S/Tal. B°

*Nesta representagdo s6 foram incluidos os genes do cromossomo 11 (y, 8 e ). Os quatro genes alfa ndo foram incluidos, admitindo-se-os com sinteses normais.

Figura 3 - Representagéo esquemdtica da heranga e das conseqtiéncias fisiopatoldgicas da Hb S/Tal. f°
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