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RESUMO

As hemoglobinopatias s&o um grupo de afecgbes hereditarias que tém alta
variabilidade nas manifestagdes clinicas, desde formas incompativeis com a
vida até portadores heterozigotos assintomaticos que, sob estresse tal como a
gestacdo, podem manifestar a doenga. A detecgcdo dos portadores
heterozigotos é de grande importéncia para a saude publica, por constituirem
fonte de novos heterozigotos e possiveis homozigotos. Atualmente, o controle
das hemoglobinopatias tem sido possivel por meio do aconselhamento
genético e diagnostico precoce. Objetivo: detectar a frequéncia de
hemoglobinopatias e de anemias, tragar o perfil sociodemografico, em
gestantes atendidas no ambulatorio de Ginecologia e Obstetricia do Hospital
Universitario Maria Aparecida Pedrossian, da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, durante o periodo de janeiro a agosto de 2007. Material e
métodos: estudo descritivo observacional e transversal. Foram excluidas as
gestantes indigenas, doentes mentais e presidiarias. As variaveis dependentes
foram as gestantes; independentes quantitativas: idade, renda, grau de
escolaridade, tempo de gestacado; independentes qualitativas: portadoras ou
nao de hemoglobinopatias, etnia, presenga ou auséncia de anemias. O projeto
foi aprovado pelo protocolo n°. 873 de 11 de dezembro de 2006, conforme
Portaria 196/96 CNS. Na analise estatistica, utilizaram-se os programas Excel,
Epi Info versdo 3.4.1 e Bio Estat 4.0 e realizou-se também a estatistica
descritiva. Para possiveis associagbes entre as variaveis utilizou-se o Teste
Qui-quadrado, corrigido por Yates. Foram colhidas amostras de sangue total,
armazenadas em frascos com EDTA para a realizacdo de testes seletivos
(eritrograma; analise da morfologia eritrocitaria; resisténcia osmotica em NaCl
0,36%; eletroforese qualitativa de Hb em acetato de celulose, pH alcalino;
pesquisa citologica de HbH intra-eritrocitaria) e testes especificos para
hemoglobinas anormais (eletroforese quantitativa de Hb em acetato de
celulose, pH alcalino; eletroforese de Hb em gel de agar, pH acido; prova de
falcizagdo de hemacias). Um formulario foi aplicado as gestantes, e os casos
positivos receberam orientagdes quanto a hemoglobina anormal detectada.
Resultados: do total de 233 gestantes analisadas, 12% apresentaram
hemoglobinopatias com as seguintes frequéncias: HbAS 3%; HbAC 0,8% e
0,4% de talassemia B intermediaria. Houve 7,8% de casos em que nao foi
possivel chegar ao diagndstico conclusivo, por necessitar de exames
complementares, mas que sugerem HbH que esta relacionada a talassemia a.
A idade média do total de gestantes participantes foi de 26 anos, sendo que
19,3% tinham entre 14 e 19 anos; 48,5% eram caucasdides e 51,5% néo-
caucasoides; 64,4% possuiam acima do ensino fundamental completo ou
incompleto; a renda familiar era de até cinco salarios minimos para 84,5%.
Quanto a ascendéncia, 22,3% de gestantes eram sul-americanas, 22,3%
européias, 7,7% africanas; 43,8% nasceram no municipio de Campo Grande e
27,4% em outros estados brasileiros. Na avaliagdo das anemias, 18% das
gestantes apresentaram algum tipo de anemia. Conclus&o: as frequéncias de
hemoglobinopatias e de anemias, encontradas na populagdo de gestantes
estudadas, e o perfil sociodemografico tragado, evidencia a importancia do
diagnostico precoce e correto que aponta indicadores que podem embasar



acdes preventivas e assistenciais, visando a reducdo da morbimortalidade
materna e neonatal em saude publica.

Palavras-chave: gestantes; hemoglobinopatias; triagem; anemia.



ABSTRACT

The hemoglobinopathies are a group of inherited diseases that are highly
variable in clinic diagnosis, from forms that are incompatible with life to
asymptomatic heterozygotes carriers, who under stress like pregnancy, may
have the disease. The detection of heterozygote carriers is of great importance
for public health as they constitute potential sources of new heterozygotes and
possible homozygotes. Nowadays the control of the hemoglobinopathies has
been possible through genetic counseling and early diagnosis. Objective: to
detect the frequency of hemoglobinopathies and anemia, make the social-
demographic profile in pregnant women at the Gynecology and Obstetrics clinic
of the University Hospital Maria Aparecida Pedrossian, from the Federal
University of Mato Grosso do Sul, from January to August, 2007. Materials and
methods: transversal observing descriptive study. Indian pregnant women were
excluded, so were mentally sick women and convicted ones. The dependant
variables were the pregnant women; quantitative independent: age, income,
schooling, length of pregnancy; qualitative independent: hemoglobinopathies
carriers or not, ethnic group, having anemia or not. The project was approved in
protocol no. 873 from December 11, 2006 according to Portaria 196/96 CNS. In
statistical analysis, the programs Excel, Epi Info version 3.4.1 and Bio Estat 4.0
were used and the descriptive statistics was also carried out. For possible
interactions among the variables the Q-square Test was used, corrected by
Yates. Blood samples were taken and stored in vials with EDTA for selective
tests (eritrogram; erythrocyte morphological analysis; osmotic resistance to
NaCl 0.36%; qualitative electrophoresis of Hb in cellulose acetate, alkaline pH;
cytological research of HbH intra-erythrocyte) and specific tests for defective
hemoglobin (quantitative electrophoresis of Hb in cellulose acetate, alkaline
pH; electrophoresis of Hb in agar gel, acid pH; falciform erythrocyte test ). A
questionnaire was given to the pregnant women and positive cases received
orientation concerning the detected abnormal hemoglobin. Results: from the
233 pregnant women who were analyzed, 12% presented hemoglobinopathies
with the following frequencies: HbAS 3%; HbAC 0.8% and 0.4% of intermediate
B-thalassemia. In 7.8% of the cases a conclusive diagnosis was not possible to
be achieved as complementary exams were needed, but they suggest that the
HbH is related to a-thalassemia. In anemia evaluation, 18% of the pregnant
women presented some sort of anemia. The average age of the participants
was 26 years, 19.3% were between 14 and 19; 48.5% were white and 51.5%
were not white; 64.4% had finished or almost finished the eighth grade; the
family income was more than five minimum salaries for 84.5%. As for the
ancestry, 22.3% of the pregnant women were South American, 22.3% were
European, 7.7% were African; 43.8% were born in Campo Grande and 27.4%
were born in other brazilian states. Conclusion: the frequency of
hemoglobinopathies and anemia found in the studied pregnant women, and the
social-demographic profile delineated, shows the importance of correct and
early diagnosis that point out indicators that can lead to preventive and helpful
actions, in order to reduce mothers' and children's death in public health.

Key words: pregnant women; hemoglobinopathies; screening; anemia.
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1 INTRODUGAO

As hemoglobinopatias, também conhecidas como afecc¢des hereditarias
da hemoglobina, estdo incluidas entre as doengas genéticas mais frequentes
na populagdo humana e apresentam morbidade significativa em todo o mundo.
Esse fato contribuiu para que tais doengas tenham sido as primeiras para as
quais foram implantados programas comunitarios de investigagado e controle,
sobretudo nos paises mais desenvolvidos do Hemisfério Norte (COMPRI et al.,
1996; ORLANDO et al., 2000).

A medida que as doencas infecciosas e a desnutricgdo vdo sendo
controladas, as hemoglobinopatias vém emergindo como um dos mais
importantes problemas de saude publica dos paises em desenvolvimento, tanto
por sua prevaléncia como pela gravidade de suas complicagbes (COMPRI et
al., 1996).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), mundialmente, 7%
da populagdo mundial (400 milhdes de pessoas) carregam genes que
determinam a presenca de hemoglobinas anormais e estudos epidemioldgicos
mostram que, a cada ano, 300 a 400 mil criangas nascem com alguma forma
grave de hemoglobinopatia (WEATHERALL; CLEGG, 2001).

No passado, as hemoglobinopatias se distribuiam geograficamente nas
areas tropicais e subtropicais do mundo. Gragcas ao aumento dos movimentos
migratorios, ocorridos em diversas regides com consequente miscigenacao,
essas variantes acabaram-se difundindo em areas antes tidas como né&o-
endémicas, como no continente Americano e no Norte da Europa (WAGNER et
al, 2005).

O Brasil possui diferentes origens étnicas e com diversificados graus de
miscigenagao em suas regides e, em decorréncia disso, a populagao brasileira
caracteriza-se por apresentar grande heterogeinidade genética, que se reflete
nos polimorfismos de hemoglobinas (VIANA, 1999; CHINELATO-FERNANDES;
BONINI-DOMINGOS, 2005).

Apesar da existéncia de centenas de hemoglobinopatias, apenas trés
delas exigem a implantagcdo de programas de saude publica no Brasil: a
hemoglobina S (HbS), a hemoglobina C (HbC) e a talassemia 3. Enquanto as
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duas primeiras apresentam relevancia nacional pela sua frequéncia entre afro-
descendentes, a talassemia 3 possui uma importéncia regional, em virtude da
sua frequéncia entre os descendentes italianos. Segundo dados da OMS,
essas trés hemoglobinopatias s&o suficientes para causar um alto grau de
morbidade e mortalidade (RAMALHO; MAGNA,; SILVA, 2003).

Estudos realizados na populagdo brasileira revelam que, no pais, ha
aproximadamente 10 milhdes de individuos heterozigotos para os genes da
HbS, da HbC e da talassemia . Em geral, esses individuos desconhecem o
fato por serem portadores assintomaticos e assim, facilitam a propagacéo e a
interagdo desses genes andémalos com outras hemoglobinas variantes,
talassemias, enzimopatias e esferocitoses (RAMALHO; MAGNA; SILVA, 2003).

A cidade de Campo Grande, capital do Estado de Mato Grosso do Sul,
com uma populagdo estimada em 724.524 habitantes (IBGE, 2007), recebeu
influxos de diversas regides do Brasil. Assim, a triagem nesta populagédo € uma
analise importante para a preveng¢ao das hemoglobinopatias.

Em estudos anteriores, em Campo Grande, Brum et al. (1997)
detectaram 7,5% portadores de hemoglobinopatias na populagédo. Holsbach
(2007) obteve, em uma triagem de cinco anos com recém-nascidos, 1,67% de
alteragdes falciformes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 HEMOGLOBINAS NORMAIS

A hemoglobina &€ uma proteina presente no interior dos globulos
vermelhos. Possui peso molecular de 67.000 daltons e sua principal fungao é
promover a absorgdo e o transporte do oxigénio (O2) dos pulmdes para os
tecidos e de parte do gas carbonico no sentido inverso (CO;) (LORENZI et al.,
2003; WAJCMAN, 2007).

A estrutura da hemoglobina é globular, tetramérica, e composta por uma
por¢cado protéica, constituida por quatro cadeias de globina e por uma fragao
ndo- protéica, o grupo heme (NAOUM; NAOUM, 2004; ZAGO; FALCAO;
PASQUINI, 2004).

A porcéo protéica é formada por dois pares de cadeias polipeptidicas;
um par com uma sequéncia de 141 aminoacidos cada e denominadas do tipo
alfa (alfa e zeta). O outro par, contendo uma sequéncia de 146 aminoacidos
cada e conhecidas por tipo beta — beta, delta, gama-glicina, gama-alanina e
épsilon (Figura 1) (NAOUM, 1997).

Figura 1 - Estrutura tridimensional e tetramérica da molécula de hemoglobina. Disponivel em:
<http://glogin.cse.psu.edu/>. Acesso em 07 de dezembro de 2007.
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O grupo heme é formado por quatro nucleos pirrdlicos, contendo em seu
centro um atomo de ferro. Cada cadeia globinica se fixa a um grupo heme. O local
de fixagcao é delimitado por aminoacidos hidréfobos que impedem a entrada de
agua, protegendo o ferro contra a oxidagdo. O heme forma varias ligagbes néo-
covalentes com estes aminoacidos e o atomo de ferro fixa-se, por uma ligagao
covalente, com uma histidina. A sexta ligagdo de coordenagédo do atomo de ferro
de cada heme esta livre para se ligar a molécula de O, durante a oxigenacgao.
Essa estrutura mantém o ferro em estado ferroso (Fe*™) e confere a cor vermelha
da hemoglobina (Figura 2) (NAOUM, 1997; ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004).

Histidina distal Héelice £

N

L350 Oxigénio
-"‘*—_Fe o 1pi =

Histidina proximal
(FE)

Helice F
Figura 2 - Representagdo esquematica do grupo heme. Disponivel em:
<http://glogin.cse.psu.edu/> (com modificagbes). Acesso em 07 de dezembro de

2007.

Essa conformagdo molecular da hemoglobina tem duas caracteristicas
importantes, segundo Zago, Falcdo e Pasquini (2004): deixa os aminoacidos
polares, hidréfilos na superficie externa da molécula, facilitando a sua
solubilidade e, cria uma cavidade forrada por aminoacidos hidrofobos na
superficie interna, onde fica a molécula de heme com o atomo de ferro no seu
centro.

A sintese das cadeias globinicas humanas é regulada por duas familias
(clusters) de genes que sao dos tipos alfa e beta. Os genes que codificam as
cadeias do tipo alfa estdo localizados no bragco curto do cromossomo 16,
incluindo trés genes funcionais denominados zeta 2, alfa 2 e alfa 1 ({2, a2, a1)

e trés pseudogenes (@¢, wa2, wal). Os pseudogenes sao genes que possuem
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sequéncias homologas aos genes estruturais ativos, mas contém mutagdes
que inibem sua expressdo. Este cluster inclui ainda um gene teta (B) com
fungdo ndo bem definida (Figura 3) (WEATHERALL; CLEGG, 2001; ZAGO;
FALCAO; PASQUINI, 2004).

Os genes para as cadeias do tipo beta estao localizados no brago curto
do cromossomo 11 que compreende cinco genes funcionais: épsilon (€), gama
(YA, yG), delta (0) e beta (B); e um pseudogene (wB) (Figura 3) (ZAGO;
FALCAO; PASQUINI, 2004).

Os genes dos clusters alfa e beta estdo sujeitos a varios niveis de
regulagdo. Eles se expressam exclusivamente nos eritrocitos em perfeita
harmonia e por periodos bem definidos no desenvolvimento humano,
assegurando o balango correto de cadeias globinicas do tipo alfa e do tipo
beta, para a formagdo dos diferentes tipos de hemoglobina (Figura 4)
(CHINELATO — FERNANDES, 2003).

A regulac&o dos genes alfa se faz por meio de uma regido controladora
que se denomina HS — 40. A familia génica da globina beta possui uma
importante regido de regulagdo do DNA, conhecida como Regido Controladora
de Locus (LCR) (Figura 3) (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004).

~HBB &t 11p15.5

HS54 3 2 1 € Gy Ay Wb 8 P

LCR [H1
v

DML AT

HBA at 16[|)t:eE

WEWaZ e 2wl 0 /g

HS-40
i
JoonCE W

-14 gene

Eas

Figura 3 - Representagdo esquematica dos clusters alfa e beta das globinas humanas, das
regides de regulacdo (LCR e HS-40) e dos pseudogenes. Disponivel em:<
http://glogin.cse.psu.edu/> (com modificagdes). Acesso em 09 de dezembro de 2007.

As hemoglobinas diferenciam-se entre si por possuir caracteristicas
fisico-quimicas e mobilidades eletroforéticas distintas. As fung¢des das
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hemoglobinas sdo marcantes desde os primeiros dias de gestacdo, adaptando-
se ao constante desenvolvimento do embrido e feto, estabilizando-se por volta
dos seis meses apos o nascimento (BONINI-DOMINGOS, 1993).

A primeira hemoglobina embrionaria sintetizada ¢ a Hb Gower 1,
composta por pares de dimeros de cadeia zeta e épsilon ((2¢2) que predomina
nas quatro semanas iniciais da gestacao. Até a 122 semana estao presentes
outras duas hemoglobinas embrionarias, compostas por pares de cadeia zeta e
gama (C2y2) e alfa e épsilon (a2¢€2), que constituem as Hb Portland e Hb Gower
2, respectivamente. Ao término desse periodo, ndo ocorre mais a sintese das
cadeias épsilon e zeta. A partir da quarta semana, inicia-se a sintese da Hb
fetal (02y2), substituindo gradativamente as hemoglobinas embrionarias e
atingindo sua plenitude por volta do terceiro més de gestagdo. A hemoglobina
A (02B2) é sintetizada a partir da décima semana, mantendo-se em niveis
préximos a 10% até o nascimento. Logo apds o nascimento, as hemoglobinas
fetal e A apresentam concentragdes préoximas a 80% e 20%, respectivamente,
cujas sinteses se invertem rapidamente até se estabilizarem, em média, no
sexto més de vida pos- natal. A HbA; (a202) tem sua sintese iniciada na 252.
semana, em concentragcdes reduzidas, e também se estabiliza no sexto més
apos o nascimento. Assim, nos adultos, a molécula de hemoglobina
predominante é designada por HbA (96% a 98%), além de HbA; (2,0% a 3,5%)
e HbF (0% a 1,0%) (NAOUM, 1997).
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Figura 4 - Perfil de producdo das cadeias de globina durante as diferentes fases do
desenvolvimento humano. Disponivel em: <http://glogin.cse.psu.edu/> (com
modificagdes). Acesso em 09 de dezembro de 2007.

2.2 HEMOGLOBINOPATIAS

As hemoglobinopatias compreendem um grupo de afec¢des hereditarias
que afetam o0s genes responsaveis pela sintese de globinas. Como
consequéncia, ha formacado de hemoglobinas anormais, perturbando a fungéo
desempenhada pela hemoglobina dos eritrocitos (NAOUM, 1997).

As hemoglobinopatias podem ser divididas em dois principais grupos de
acordo com os defeitos hereditarios da hemoglobina: as hemoglobinas
variantes e as talassemias (LORENZI et al., 2003; WEATHERALL; CLEGG,
2001).
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2.2.1 Hemoglobinas variantes

Mais de 900 variantes de hemoglobina ja foram descritas até o momento
(HUISMAN, 2005). A maioria delas €& originada por simples substituicbes de
aminoacidos, promovendo a formagcdo de molécula de hemoglobina com
caracteristicas bioquimicas diferentes das hemoglobinas normais (NAOUM,
1997, WEATHERALL; CLEGG, 2001).

As substituicdes de aminoacidos, que ocorrem na porcdo externa da
molécula de hemoglobina, ndo produzem alteragbes significativas no
comportamento funcional da molécula, com exceg¢do da hemoglobina S (HbS).
No entanto, as mutagbes nas porg¢des internas, que envolvem a regido em
torno do grupo heme, causam instabilidade da molécula, geralmente iniciada
pela oxidagdo do grupo heme. Outras substituicbes em residuos, que
participam dos contatos a131 das ligagdes quimicas com o 2,3-bifosfoglicerato
e do residuo histidina c-terminal da cadeia beta, provocam a formacao de
hemoglobina com alteragéo na afinidade pelo O, (NAOUM; NAOUM, 2004).

Dentre as hemoglobinas variantes mais frequentes na populagao
brasileira encontram-se as HbS e HbC, que sdo capazes de produzir doencas
em homozigose (NAOUM, 1997).

2.2.1.1 Hemoglobina S

A HbS é uma variante de hemoglobina bem caracterizada. A
distribuicdo geografica do gene da HbS, na Africa, é expressivamente
semelhante aquela do Plasmodium falciparum. Individuos com HbS em
heterozigose, quando infectados por Plasmodium falciparum, apresentam uma
taxa inferior de parasitizagdo do sangue, em relacdo a individuos que nao
carregam este gene anémalo. Foi introduzida no Brasil pelo trafico de escravos
e apresenta prevaléncia variavel nas diferentes regides do pais, dependente
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dos grupos étnicos formadores de cada regido (ZAGO; FALCAO; PASQUINI,
2004).

Desde o inicio do século XIX, ha casos descritos na literatura sobre uma
doenca hereditaria que afeta as articulagcbes e ossos e que leva a crises de
dores em jovens e criangas da Africa. Herrick, em 1910 foi o primeiro a relatar
que essa doencga seria uma anormalidade dos eritrécitos e que estes pacientes
tinham uma forma de hemacia parecida com foice. Em 1930, foi comprovado
que as hemacias falcizavam em situagbes de estase, em baixa tensdo de
oxigénio. Em 1949, Linus Pauling demonstrou que a hemoglobina de paciente
falciforme apresentava mobilidade eletroforética, diferente da hemoglobina de
uma pessoa sadia. Apenas em 1956, Ingram determinou que a anormalidade
quimica da HbS se devia a mutagdo no sexto aminoacido da globina beta - o
acido glutamico pela valina (NAOUM; NAOUM, 2004; WAJCMAN, 2007).

A valina € um aminoacido neutro, enquanto o acido glutdmico é
carregado negativamente e esta alteragdo resulta em mobilidade mais lenta da
HbS quando comparada com a HbA, em eletroforese, pH alcalino. A carga
negativa do acido glutdmico auxilia no afastamento das moléculas de
hemoglobina, e a valina, por ser neutra, favorece a polimerizagdo sob
condicOes de baixo teor de O, (NAOUM, 1997).

Quando desoxigenadas, moléculas de HbS organizam-se em longos
polimeros de filamentos duplos que, por sua vez, se associam em feixes com
um duplo filamento central, rodeado de seis filamentos duplos de polimeros,
dando as hemacias uma forma alongada, conhecida por hemacias em foice
(ZAGO; PINTO, 2007).

O trago falciforme é a forma heterozigota para o gene da HbS. Constitui
uma condigao relativamente comum e clinicamente benigna em que o individuo
herda de um dos pais o gene para HbA e do outro o gene para a HbS
(MURAO; FERRAZ, 2007). No Brasil, a frequéncia do traco falciforme varia de
2% a 10%, conforme a intensidade da populagdo negra em cada regido
(CANCADO; JESUS, 2007).

O portador é assintomatico, ndo padece de doenca e nao apresenta
alteracbes hematoldgicas e anormalidade fisica. Sua expectativa de vida é
semelhante ao da populagdo geral. Os processos vaso-oclusivos, sob
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condigdes fisiologicas normais inexistem; a sobrevida dos eritrocitos é normal;
portanto, ndo ha hemdlise (NAOUM, 1997, ZAGO; FALCAQO; PASQUINI, 2004).

O traco falciforme pode estar associado ocasionalmente a condi¢cbes
clinicas graves, que incluem: hipotermia, hematuria, aumento do risco as
infecgbes do trato urinario durante a gravidez e retardo constitucional da
puberdade. Existem relatos de morte subita e complicagbes clinicas em
portadores de HDbAS, expostos a condicbes de baixa tensdo de O, como
anestesias prolongadas e esfor¢os fisicos extenuantes (NAOUM, 1997, VIANA,
1999).

O diagnéstico laboratorial é estabelecido pela detecgdo da HbS em
heterozigose com a HbA, por meio de eletroforese em acetato de celulose e pH
alcalino (8 a 9) (Figura 5). Seguido do teste de falcizagdo e confirmacéo pela
eletroforese em gel de agar e pH acido (5 a 6,5). (MURAO; FERRAZ, 2007;
NAOUM, 1997). Atualmente, o procedimento de eletroforese por focalizagéo
isoelétrica ou a cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC) vém
substituindo os métodos anteriores (MURAO; FERRAZ, 2007).
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Figura 5 - Eletroforese de hemoglobina em acetato de celulose, pH alcalino, coloragéao
com negro de amido. Padrdes eletroforéticos: (1) Hb SC; (2) Hb SF; (3) Hb
AS; (4) Hb AA. Fonte: Naoum, 2003 (com modificagdes).
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A doenga falciforme € um termo genérico que se aplica a um grupo de
afeccbes genéticas, caracterizado pela presenga da HbS em homozigose, a
anemia falciforme (HbSS), em heterozigose com outras hemoglobinas
variantes (HbSC, HbSD) ou, ainda, em interagdo com as talassemias (NAOUM,;
NAOUM, 2004).

A anemia falciforme prevalece na etnia negra, e sua maior incidéncia
ocorre na Africa, embora seja também encontrada em paises Mediterraneos,
principalmente Grécia, Italia e Israel, assim como na Arabia Saudita, india e
nos negros americanos (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004).

As caracteristicas clinicas da anemia falciforme s&o marcadas pela
diversidade de manifestagdes entre seus portadores, em virtude de fatores
como: concentragao de HbF aumentada, associacao entre HbS e talassemia q,
fatores ecoldgicos como o clima, condigbes soécio-econdbmicas e atengao
médica. Entretanto, a maioria das diferengas clinicas e hematologicas deve-se
a fatores genéticos, relacionados ao haplotipo herdado. Até o presente, foram
identificados cinco haplotipos diferentes para o gene da globina beta S,
recebendo as denominagdes de acordo com os locais de sua origem. Sao eles:
Arabe-Indiano (Asiatico), Senegal, Benin, Bantu ou Republica Centro Africana e
Camardes (Figura 6) (VIANA, 1999; WAJCMAN, 2007; ZAGO; PINTO, 2007).

Os haplotipos Benin e Bantu estdo associados ao aumento da gravidade
clinica da doenca e sao os mais frequentes na populacdo mundial. Os
portadores dos haplétipos Senegal e Arabe-Indiano apresentam niveis de HbF
significativamente elevados, diminuindo assim as consequéncias dos
processos fisio-patologios da falcizagdo (GALIZA NETO; PITOMBEIRA, 2003).
No Brasil, estudos realizados em diferentes regides (SP, PA, BA, RS)
mostraram que a maior frequéncia do gene da HbS é proveniente do hapl6tipo
Bantu, seguido de Benin (NAOUM ,1997; VIANA 1999). Um trabalho realizado
no Ceara por Galiza Neto et al. (2005) detectaram o inverso, maior
concentragédo de haplétipo Benin, seguido de Bantu.
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Figura 6 — Mapa da origem dos haplotipos da hemoglobina S. Disponivel em:
<http://glogin.cse.psu.edu/> (com modificagdes). Acesso em 09 de
dezembro de 2007.

A génese de grande parte das doengas falciformes esta relacionada a
membrana eritrocitaria que reflete alteragbes moleculares que estdo ocorrendo
no interior da célula. Essas modificagbes levam as manifestagdes clinicas: a)
aumento da expressao de moléculas de adesao que favorecem a interacao de
eritrocitos, granulocitos, monécitos e plagquetas ao endotélio vascular,
desencadeando fenédmenos inflamatérios crénicos que culminam com a vaso-
oclusao (Figura 7); b) enrijecem a membrana e toda a hemacia, encurtando sua
sobrevida em circulagdo, contribuindo para uma anemia hemolitica; c)
provocam lesdes microvasculares; d) produgao de intermediarios inflamatérios,
como citocinas e deplegdo de oxido nitrico (NO) que contribui para
vasoconstricdo e ativagdo da inflamagéo; e) ativam a coagulagdo (ZAGO;
PINTO, 2007).

Os sinais e sintomas presentes no quadro clinico dos pacientes com
anemia falciforme incluem: crises algicas; ulceras de membros inferiores;

sindrome toracica aguda; sequestro esplénico; priaprismo; necrose asséptica
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de fémur; retinopatia; insuficiéncia renal cronica; acidente vascular cerebral;
hipertensao pulmonar, entre outros (KAUL; FABRY; NAGEL, 1996).

Pew trofilo

Hemdécia
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Hemacia em
foice

Laucocita

Waso capilar

Vaso-oclusdo

FIGURA 7: Fenbmeno da vaso-oclusdo. Hemacias em foice expressam mediadores
inflamatorios e de coagulagdo que levam a adeséo de células no endotélio
vascular. Fonte: Frenette; Atweh, 2007 (com modificagdes).

Os exames laboratoriais indicam anemia grave, com hemoglobina
variavel entre 5 e 9 g/dl. A analise da morfologia eritrocitaria demonstra células
em foice (Figura 8). O diagndstico depende da comprovacéo da existéncia da
HbS pela eletroforese de hemoglobinas, em acetato de celulose e pH alcalino
com concentragdes de HbS variaveis entre 90% e 100%, HbF: 2% e 10%, e
HbA2: 2% e 4%. A HbA estd sempre ausente em pacientes com anemia
falciforme n&o transfundidos. E necessario a confirmacdo de HbS em gel de
agar, pH acido. Pode também ser feito com base na HPLC ou eletroforese com
focalizacdo isoelétrica. Em algumas situagbes, a detecgdo da alteragdo
molecular deve ser identificada, o que é feito pela reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), seguida de seqlienciamento do DNA (Acido
desoxirribonucléico) ou digestdo com uma enzima de restrigdo apropriada
(NAOUM; NAOUM, 2004; ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004).
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Figura 8 — Microscopia 6ptica (1.000x) de esfregago de sangue periférico corado com
May Grinwald Giemsa. As setas indicam hemacias falciformes. Fonte:
Naoum, 2003.

Varias outras Hb variantes foram relatadas na populacdo brasileira.
Dentre elas, ha uma variedade de mutantes “S-like” que apresentam padréo de
migracao eletroforética semelhante ao da HbS em pH alcalino, como as Hb D-
Los Angeles, Hb D-lran, Hb Koler-Bu, Hb Hasharon, Hb Queens, Hb
Montgomery, Hb Q-india e Hb Lepore. Essas Hb variantes podem ser
erroneamente diagnosticadas com o uso de metodologias de diagndstico pouco
eficientes e, consequentemente, ter suas frequéncias subestimadas (ONDEI;
ZAMARO; BONINI-DOMINGOS, 2005). A combinagdo de varias técnicas
classicas e moleculares parece ser necessaria para a identificagao acurada das
hemoglobinas variantes (ONDEI; BONINI-DOMINGOS, 2006).

2.2.1.2 Hemoglobina C

A HbC é uma variante de hemoglobina, originada por uma alteragao na
primeira base nitrogenada da trinca GAG para AAG, que leva a substituicdo do
acido glutamico na hemoglobina normal, por uma lisina na posi¢ao 6 da cadeia

beta e resulta numa molécula com carga positiva, alterando sensivelmente a
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mobilidade eletroforética da hemoglobina, sendo facilmente diferenciavel da
HbA em pH alcalino e acido (LEWIS; BAIN; BATES, 2006; NAOUM, 1997).

E freqiiente entre povos da Africa, especialmente nos paises da regi&o
ocidental deste continente, onde a prevaléncia da heterozigose para HbC
(HbAC), alcanga 30% da populagdo (NAOUM, 1997). Na populacéo brasileira,
varia entre 0,3% a 1% em diversas regides, sendo as formas interativas mais
raras (NAOUM; NAOUM, 2004). Em Campo Grande, BRUM et al (1997)
encontraram 0,63%.

Os portadores heterozigotos ndo apresentam anemia ou evidéncias de
diminuicdo no numero de eritrocitos. A analise da morfologia eritrocitaria pode
demonstrar células em alvo. A identificacdo desses portadores é feita por
eletroforese em pH alcalino e, como outras hemoglobinas anormais migram na
mesma posi¢ao neste pH pela semelhanca entre seu pontos isoelétricos, a
diferenciacdo deve ser realizada por eletroforese em pH acido, focalizacao
isoelétrica ou HPLC. A analise eletroforética revela 30% a 40% de HbC e 50%
a 60% de HbA (Figura 5) (BRUM, 2001; NAOUM ,1997).

O diagnéstico dos portadores é fundamental para a realizagdo do
aconselhamento genético, ja que a associagdo dessas variantes com HbS,
talassemias ou em homozigose (HbCC) apresentam alteragdes clinicas
detectaveis (NAOUM ,1997).

A homozigose da HbC é rara e caracterizada por anemia hemolitica de
intensidade variavel, com evidéncias clinicas de cansacgo, fraqueza e,
eventualmente, esplenomegalia (NAOUM; NAOUM, 2004). A anemia
hemolitica € consequéncia da desidratagdo das hemacias, que aumenta a
viscosidade interna, reduzindo sua deformabilidade e, por fim, o sequestro
esplénico. A formagéo de cristais e agregados também afeta a maleabilidade
das células com HbCC (WAJCMAN, 2007). A morfologia dos eritrécitos é
notavelmente anormal, com predominéncia de células em alvo (90% ou mais),
esferdcitos e células distorcidas, que parecem ser cristais de HbC (Figura 9)
(NAGEL; FABRY; STEINBERG, 2003).
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Figura 9 — Microscopia 6ptica (1.000x) de esfregago de sangue periférico corado com
May Grinwald Giemsa. As setas indicam hemacias em alvo.

2.2.2 Talassemias

O termo talassemia foi usado pela primeira vez em 1936 por Whipple
para designar uma anemia altamente incidente na regiao do Mar Mediterréneo,
e que havia sido descrita por Cooley e Lee em 1925, em criangas
descendentes de italianos, gregos e sirios. Continuou sendo chamada também
de anemia de Cooley em homenagem a este autor que primeiro a descreveu e
caracterizou como uma entidade clinica (WEATHERALL, 2004).

As talassemias sdo caracterizadas por uma reducdo na producao de
uma ou mais cadeias polipeptidicas que geralmente resultam no
desenvolvimento de uma anemia microcitica e hipocrdmica. A reducdo da
sintese pode ser total ou parcial e, dessa maneira, as talassemias s&o
classificadas segundo a cadeia globinica afetada em: alfa, beta, delta, delta-
beta e gama-delta-beta talassemias (BONINI-DOMINGOS, 1993).

Nas talassemias, mutagcdes em ponto, delecdes ou inser¢cbes nos
nucleotideos provocam a redugdo ou supressao da sintese de uma ou mais
cadeias globinicas, acarretando um desequilibrio nas quantidades relativas das
cadeias. Todas as manifestagdes clinicas e hematoldgicas da enfermidade
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derivam deste desequilibrio (WEATHERALL; CLEGG, 2001; ZAGO; FALCAO;
PASQUINI, 2004).

Até 2001, estimava-se em torno de 200 diferentes pontos de mutagao
gue causavam talassemia 3, sem contar inser¢coes e delecdes; e proximo de
100 diferentes delegcdes ou pontos de mutacdo foram identificados para
talassemia a (WEATHERALL, 2004).

Quando considerada do ponto de vista clinico, a doenca pode ser
classificada em talassemia maior (talassemia major), talassemia intermediaria
(talassemia intermedia) e talassemia menor (talassemia minor). A primeira
forma é a mais grave, sintomatica e dependente de transfus&o, enquanto a
talassemia menor identifica os heterozigotos que s&o assintomaticos e somente
podem ser detectados por testes laboratoriais. Finalmente, a talassemia
intermediaria é uma apresentagao mais rara, em que ha manifestagdes clinicas
como anemia e esplenomegalia, menos intensas e ndo dependentes de
transfuséo (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004).

Os heterozigotos sdo habitualmente assintomaticos, embora o defeito
possa ser detectado por exames laboratoriais. Os portadores de mais de um
gene anormal (os homozigotos e os heterozigotos compostos, ou seja, aqueles
que carregam uma associacdo de defeitos) tém manifestagbes clinicas que
podem variar desde anemia grave, incompativel com a vida, até formas
benignas, praticamente assintomaticas (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004).

As formas sintomaticas mais graves caracterizam-se por uma
associagao de graus variaveis de anemia hemolitica, hiperplasia eritroide,
retardo do desenvolvimento somatico e sexual e deformidades do esqueleto,
evidentes nos 0ssos do rosto e do cranio (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004).

Na conclusdo dos achados laboratoriais das talassemias, é importante a
utilizacdo de técnicas seletivas e de confirmagdo aplicadas a cada caso,
aliados a historico clinico e dados hematolégicos (LEONELI et al., 2000).
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2.2.2.1 Talassemia a

A talassemia a é a mais frequente no mundo, inclusive na populagao
brasileira, esta amplamente distribuida nos paises banhados pelo mar
Mediterraneo, Oeste da Africa, Oriente Médio, india, Sudeste da Asia, China,
Tailandia, Malasia e Indonésia (BONINI-DOMINGOS, 2004; NAOUM; NAOUM,
2004).

No Brasil, a frequéncia da talassemia a foi por muitos anos, subestimada
pela dificuldade de diagndstico dessa alteragdo (BONINI-DOMINGOS, 2004).

A principal causa das talassemias a sdo as dele¢gdes que podem
remover um gene ou grandes sequéncias da familia da globina alfa, levando a
uma diminuicdo parcial ou total na sintese da cadeia alfa. As delec¢des alfa
talassémicas mais comuns sao:
a7, g2, -SEAFIL_THAIC_MED o _420% (CHUI; FUCHAROEN; CHAN, 2003).
Em um estudo realizado por Wenning et al. (2000), na regido sudeste do Brasil,
verificou-se que a delecdo a®’ foi a mais encontrada nos individuos analisados.

A gravidade dos fendtipos talassémicos depende da extensdo da
delecdo e o quanto o gene afetado contribui para a sintese da cadeia alfa.
Como o gene a2 produz 2,5 vezes mais RNAmM que o gene a1, alteragdes no
gene a2 terdo efeitos fenotipicos mais graves (CHUI; FUCHAROEN; CHAN,
2003).

As talassemias a se devem principalmente por defeitos herdados na
expressao dos genes que codificam as globinas alfa, atingindo de um a quatro
genes. Por essa razdo, é possivel classificar as talassemias a em quatro
categorias (MARENGO-ROWE, 2007; WAGNER et al, 2005):

a) uma forma assintomatica ou portador silencioso, com perda de um unico
gene (-,0/ a,q);

b) o trago a talassémico, no qual ha perda de dois genes alfa (-,-/a,a) ou (-,a/-
,a) e pode apresentar discreta anemia microcitica e hipocrémica;

c) a doenga da hemoglobina H, na qual apenas um gene alfa é funcional (-,-/-
,a); d) a hidropsia fetal, por Hb Bart’s, caracterizada pela auséncia dos quatro

genes alfa (-,-/-,-), essa forma & incompativel com a vida.
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E importante destacar que as talassemias do tipo a podem ter duas
causas: hereditaria e adquirida. As formas adquiridas s&o geralmente
secundarias a um processo patolégico primario como doengas linfo e
mieloproliferativas, anemia sideroblastica, entre outras (NAOUM, 1997).

As cadeias globinicas alfa sdo necessarias para a sintese de
hemoglobinas presentes na fase fetal e na fase adulta, exercendo papel
importante na manutengdo da estabilidade das moléculas de hemoglobina.
Assim, os defeitos que interferem na sua sintese tém repercusséo clinica em
ambas as fases (WAGNER et al, 2005).

Na doenga da HbH a deficiéncia na sintese de globina alfa resulta
basicamente em dois grupos de efeitos patolégicos com consequéncias
fisiopatologicas e eritrocitarias. Durante o desenvolvimento fetal, o excesso de
cadeia y forma Hb Bart’s (tetramero y4), no adulto o excesso de cadeia 3 forma
HbH (tetrdmero B4), essas hemoglobinas sdo mas transportadoras de oxigénio,
pois tém afinidade dez vezes maior que a HbA e, por serem estaveis,
precipitam no eritrécito e liberam o ferro, causando oxidagbes com geracéo de
radicais livres que atacam a camada lipoprotéica da membrana. Esse processo
deforma os eritrécitos, alterando-lhes também a sua morfologia, fatos que,
somados a oxidagdo da proteina banda 3 da membrana, permitem o
reconhecimento imunolégico dos macrofagos do sistema reticuloendotelial,
causando a precoce destruicdo dos eritrécitos e, por fim, a anemia. Esse
processo é continuo e dependente da extensdo da lesdo do gene alfa,
resultando em anemia e eritropoiese acelerada que, ao longo do tempo, causa
a expansdo da medula e deformidades Osseas e esplenomegalia (CHUI;
FUCHAROEN; CHAN, 2003; NAOUM; NOAUM, 2004).

As talassemias a podem estar associadas a outras hemoglobinopatias.
Quando em associagdes com mutantes de cadeia beta, como as HbS, C e E, a
talassemia a afeta significativamente o nivel dessas Hb, influenciando as
manifestagdes clinicas do gene anormal (NAOUM, 1997).

Os métodos utilizados para o diagnostico das talassemias a apresentam
suas limitacbes e, muitas vezes, o estudo familial e analise de DNA sao
necessarios para a determinacdo do tipo de alteracdo correto e adequado
aconselhamento genético. A microcitose € caracteristica das talassemias, mas,

no caso das talassemias a, muitas vezes a morfologia dos eritrocitos
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apresenta-se normal. A concentracdo de HbA; esta geralmente normal ou
discretamente diminuida. Os valores de ferro sérico sdo de grande valia para o
diagndstico, pois esclarece a situagao por ferropenia. Pode haver presenca de
HbH na eletroforese. A observagado de corpos de inclusdo de HbH requer a
pratica do analista e tempo disponivel, além do fato de que formas diferentes
de talassemias a podem apresentar padrdes de precipitacdo semelhantes e a
auséncia desses corpos ndo exclui a talassemia a (Figura 10) (NAOUM, 1997;
VIANA, 1999).

Métodos de DNA diferenciam os tipos de alteracbes que causam a
talassemia a, mas sao dificeis de serem utilizados como rotina, principalmente
em paises de terceiro mundo (VIANA, 1999).

O diagnéstico pré-natal ndo se faz tdo urgente quanto para talassemia 3,
pois na talassemia a os homozigotos n&o sobrevivem apos a vida intra-uterina
e a doenca da HbH é compativel com a sobrevida normal. Casais de risco para
hidropsia fetal devem ser identificados e aconselhados em populacbes que
possuem alteragdes genéticas em frequéncia aumentada (NAOUM, 1997).

y
Figura 10 — Microscopia oOptica (1.000x) de esfregago de sangue periférico corado com

azul de cresil brilhante. As setas indicam precipitados intra-eritrocitarios de
HbH.
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2.2.2.2 Talassemia 3

A talassemia 3 € a forma considerada clinicamente a mais importante de
talassemias por causa dos graus de morbidade e mortalidade causados pelas
consequéncias da intensidade da anemia hemolitica. Estda amplamente
distribuida em todos os continentes, com significativa prevaléncia na ltalia,
Chipre, Grécia e paises do Oriente Médio, locais em que a prevaléncia do gene
beta talassémico varia entre 2% e 30%. No Brasil, a talassemia 3 menor oscila
entre 0,5% e 1,5% (NAOUM; NAOUM, 2004).

A talassemia [ apresenta heterogeinidade molecular e expressao
fenotipica variavel. Caracteriza-se por uma alteracdo quantitativa da sintese de
globinas beta e é classificada como talassemia beta zero (B°), quando ha leséo
integral do gene de globina beta, com reducéo total de sintese; e talassemias
beta mais (B"), quando ha lesdo que afeta parte do gene da globina beta, com
reducdo parcial de sua sintese (MARENGO-ROWE, 2007; WEATHERALL,
2001).

Nas talassemias 3, as mutagdes sdo as principais causas de reducéo ou
auséncia na sintese da cadeia beta. Algumas mutagdes sao especificas de
determinados grupos étnicos. As mutagdes predominantes na populagédo da
regido Mediterranea, incluindo italianos, espanhdis e portugueses, sé&o
comumente encontradas na populagao brasileira. A mutagcdo CD39 apresenta
alta frequéncia na regido sudeste, enquanto na regido nordeste a mutacéo
IVSI-6 € a mais encontrada (BONINI-DOMINGOS, 2004).

A talassemia 3 maior € o resultado do estado homozigoto, tanto do tipo
B* quanto do tipo B°, ou em casos mais raros, de duplo heterozigoto B*/ R%. A
auséncia ou deficiéncia acentuada na producédo de cadeias beta causa anemia
grave. A anemia é notada alguns meses apos o nascimento e muitos dos
portadores morrem na infancia ou até a terceira década, por ndo terem sido
diagnosticados precocemente e por ndo terem recebido tratamento adequado.
Para garantir a sobrevida desses pacientes, € necessario um tratamento
continuo que consiste em transfusées sanguineas regulares e no uso de
quelantes do ferro, que auxiliam a eliminacdo do excesso deste metal no

organismo. Laboratorialmente, o padrdo de hemoglobinas €& variavel,
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caracterizando-se pelo aumento de HbF (20% a 90%). A concentragcéo de
HbA2 pode estar normal ou elevada. E caracteristico no hemograma a
anisocitose e poiquilocitose (Figura 11) (NAOUM, 1997).

Figura 11 — Microscopia optica (1.000x) de sangue periférico. Aniso-poiquilocitose na
talassemia beta maior. Fonte: Naoum, 2003.

A talassemia 3 heterozigota é caracterizada geneticamente pela heranga
de um Unico componente alterado B* ou B°. Através de técnicas de biologia
molecular, é possivel diferenciar esses heterozigotos. A redugéo da sintese de
globina é menor, mas o suficiente para causar discreto grau de anemia
microcitica e hipocrémica e o aumento da resisténcia osmotica dos eritrocitos.
Também pode ser verificado o aumento dos valores de HbA2 e em alguns
casos, aumento da HbF (LEWIS; BAIN; BATES, 2006; NAOUM, 1997).

As formas clinicas da talassemia 3 intermediaria sdo aquelas resultantes
de diferentes interagbes genéticas, cujos portadores apresentam um quadro
clinico mais ameno do que o da talassemia 3 maior e ndo sao dependentes
constantes de transfusdo sanglinea e o nivel de hemoglobina fica em torno de
7 — 11 g/dl (NAOUM, 1997; ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004).

O processo fisiopatologico da talassemia B esta relacionado com o
excesso de globinas alfa livre que acumula-se nos eritroblastos durante a

eritropoiese, causando agregacdo e precipitagdo e consequente eritropiese
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ineficaz na medula 6ssea. Os eritrocitos com os corpos de inclusbées de cadeia
alfa que atingem o sangue periférico, sua rigidez, associada as lesdes na
membrana eritrocitaria, contribuem para o sequestro dessas células durante a
circulagdo no bago, resultando em anemia hemolitica e esplenomegalia
(NAOUM; NAOUM, 2004).

2.3 ANEMIA

A anemia é uma constatacao clinica e laboratorial, resultante de uma
situagdo patolégica. Define-se a anemia pela diminuigdo da hemoglobina
circulante em comparagdo com os valores esperados em pessoas saudaveis
do mesmo sexo e da mesma faixa etaria, sob as mesmas condi¢des
ambientais (NAOUM, 2005; ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004).

As anemias podem ser classificadas de acordo com o diagndstico
laboratorial que incluem os indicadores hematologicos (hemoglobina ,
hematodcrito e hemacias) e os indices hematimétricos (volume corpuscular
médio, hemoglobina corpuscular média) (LEWIS; BAIN; BATES, 2006; NAOUM
,2005):

- Anemia Normocitica Normocrémica: eritrocitos, hemoglobina e hematdcrito
estdo diminuidos; Volume Corpuscular Meédio (VCM) e Hemoglobina
Corpuscular Média (HCM) sao normais. Estdo incluidas neste grupo as
anemias hemoliticas e hemorragicas e as aplasias medulares.

- Anemia Microcitica e Hipocrédmica: o numero de eritrécitos pode estar normal,
diminuido ou aumentado; hemoglobina e hematdcrito, diminuidos; VCM e
HCM, diminuidos. Incluem-se aqui as anemias ferroprivas, talassemias e
anemias sideroblasticas.

- Anemia Macrocitica e Normocrdomica: eritrocitos, hemoglobina e hematdcrito,
diminuidos; VCM, aumentado e HCM normal. Esse tipo de anemia pode ser a
megaloblastica.

Os indices hematimétricos sao valores obtidos por calculos a partir dos
resultados de contagem de eritrocitos, dosagem de hemoglobina e hematdcrito
(LORENZI et al., 2003; NAOUM, 2005):
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- Volume Corpuscular Médio (VCM): estima o tamanho das hemacias, é
calculado, dividindo-se o hematdcrito pelo numero de eritrocitos presentes
nesse volume.

- Hemoglobina Corpuscular Média (HCM): expressa a quantidade meédia de
hemoglobina que existe dentro de uma hemacia.

- Concentragdo da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM): é a relagdo entre
o valor da hemoglobina contida num determinado volume de sangue e o

hematdcrito.

2.3.1 Anemia em gestantes

A gestagao normal esta associada a ajustes fisioldégico e anatdémico que
acarretam acentuadas mudangas no organismo materno, incluindo a
composi¢cdo dos elementos figurados e humorais do sangue circulante
(SOUZA, FILHO; FERREIRA, 2002).

Os problemas mais frequentes do sistema hematolégico no ciclo
gestatorio-puerperal sdo: anemia no pré-natal, hemorragia durante o parto e
pos-parto imediato e tromboembolismo no puerpério, sendo a anemia o
problema hegemonico nesse periodo (SOUZA, FILHO; FERREIRA, 2002).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, as causas mais comuns da
anemia sao: a ma nutricdo, a deficiéncia em ferro e folatos, a malaria e outras
doencas parasitarias. A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana e as
hemoglobinopatias também s&o importantes enquanto causas adicionais da
anemia (WHO, 2005).

A gestacdo normal produz expansao do volume plasmatico de 40% a
60% e da massa eritrocitaria de 20% a 40%, maximas do sexto ao sétimo més.
Gragas a esse processo de hemodiluicdo gravidica, a taxa de hemoglobina
diminui até um nivel considerado normal na gravidez pela OMS que estabelece
o limite de 11 g/dl para hemoglobina, abaixo do qual se define anemia,
independente da idade gestacional (WHO, 2005; ZAGO; FALCAO; PASQUINI,
2004).
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Pelo aumento das necessidades de ferro e folatos, a gravida é
vulneravel as anemias ferroprivas e megaloblasticas, de modo que deve
receber atengdo nutricional e suplementacdo medicamentosa daqueles
elementos (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004).

2.3.2 A importancia da triagem de hemoglobinopatias em gestantes

As hemoglobinopatias tém alta variabilidade nas manifestacdes clinicas,
desde formas incompativeis com a vida até portadores heterozigotos
assintomaticos que, sob estresse tal como a gestagdo, podem manifestar a
doencga (ACOG, 2005). Essas gestantes portadoras necessitam de consultas
regulares durante o pré-natal com obstetras que atendem pacientes de alto-
risco ou ainda, serem acompanhadas por uma equipe multidisciplinar que
envolve obstetras, hematologistas e anestesiologistas (ACOG, 2005).

Enquanto ndo houver ftratamento para as doengas genéticas, a
prevengdo de novos casos pela identificacdo de portadores de genes
patolégicos é de importancia fundamental (GUSHIKEN et al., 1995). Estudos
preventivos de hemoglobinopatias tém sido realizados nos paises onde sua
incidéncia alcanga freqUéncias marcantes para a saude publica, como sao os
casos da ltalia, Grécia, Chipre e Tailandia, cada um enfocando da melhor
forma a sua populagdo e tipo de hemoglobinopatia que acomete (DINIZ;
GUEDES, 2003).

A viabilidade e a eficiéncia de programas de prevengdo dependem
basicamente da receptividade da populagao que, por sua vez, esta diretamente
relacionada a fatores econémicos, psicologicos e socioculturais extremamente
complexos, no entanto, ndo ha uma definicdo quanto a melhor idade e a
populacéo ideal para efetivar tais programas (COMPRI et al, 1996).

Os programas de prevengao para doencgas hereditarias destinados a
gestantes podem ter boa aceitagdo, pois, de um modo geral, estas séo
submetidas ao acompanhamento gestacional, avaliagbes clinicas e

laboratoriais. Assim, uma doenga em especial as de origem hereditaria, quando
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monitorada no periodo pré-natal, resulta em gravidez normal, com melhor
sobrevida dos recém-nascidos (ROWLEY et al, 1991; VIANA, 1999).

O Brasil possui registros de programas de aconselhamento genético
desde a década de 50. Infelizmente, s&o raras as analises bioéticas sobre
essas experiéncias, sendo possivel afirmar que o aconselhamento genético no
pais € ainda um universo desconhecido (DINIZ; GUEDES, 2003).

O aconselhamento genético nas hemoglobinopatias tem o objetivo
primordialmente assistencial e educativo, ou seja, o de permitir a individuos ou
familias a tomada de decisdes consistentes e psicologicamente equilibradas a
respeito da procriagdo (RAMALHO; MAGNA, 2007).

Secundariamente, o aconselhamento genético também pode exercer
uma fungao preventiva que depende de opgdes livres e conscientes dos casais
que apresentam a possibilidade de gerar filhos doentes. Os individuos séo
conscientizados da situacdo, sem serem privados do seu direito de decisado
reprodutiva (RAMALHO; MAGNA, 2007).

O aconselhamento genético ndo pode estar baseado em hipoteses
diagnodsticas. O estabelecimento do diagndstico preciso € responsabilidade de
um médico, habilitado em hemoglobinopatias, por curso de especializagéo,
pos-graduagdo ou residéncia meédica. Estabelecido o diagnostico, o
aconselhamento genético podera ser fornecido por profissional da saude
capacitado em hemoglobinopatias, desde que sob supervisdo meédica
(RAMALHO; MAGNA, 2007).

O aconselhamento genético também apresenta importantes implicagdes
médicas, psicoldgicas, sociais, éticas e juridicas, acarretando um alto grau de
responsabilidade as instituicdes que o oferecem (Universidade, Hospitais,
Hemocentros, Clinicas Médicas, Secretarias Estaduais e Municipais de Saude)
(RAMALHO; MAGNA, 2007).

Considerando que as hemoglobinopatias podem levar a morbidade e a
mortalidade do feto e até mesmo da mae, e a necessidade de implantagcao de
programas para detecgao precoce de casos surgiu o interesse em investigar, a
frequéncia desta afecgao hereditaria, em um grupo populacional como o de
gestantes. Estas tendem a cuidar mais de sua saude e da de seus filhos, e
uma vez detectadas passam receber acompanhamento e orientacdo médica

adequada.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Detectar a frequéncia de hemoglobinopatias e demais anemias em
gestantes atendidas no Ambulatério de Ginecologia e Obstetricia do Hospital
Universitario Maria Aparecida Pedrossian da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (HU/UFMS).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. ldentificar a frequéncia dos tipos de hemoglobinopatias nas gestantes;

2. Classificar as anemias detectadas nas gestantes conforme os indices
hematimétricos;

3. Tragar o perfil sociodemografico das gestantes;

4. Avaliar a associagao entre a presenga de hemoglobinopatias e etnia nas
gestantes;

5. Avaliar a associagao entre a presenga de hemoglobinopatias e
abortamento nas gestantes;

6. Avaliar a associagao entre a presenga de hemoglobinopatias e periodo
de gestacéo nas gestantes;

7. Avaliar a associagao entre os tipos de hemoglobinas e a presenca de

anemias nas gestantes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDO

Foi realizado o estudo descritivo observacional do tipo transversal.

4.2 VARIAVEIS PESQUISADAS

Variaveis dependentes: gestantes.

Variaveis independentes quantitativas: idade (data de nascimento),
renda, grau de escolaridade, tempo de gestacao.

Variaveis independentes qualitativas: portadoras ou nao de
hemoglobinopatias, etnia*, presenga ou auséncia de anemias.
*etnia: foram consideradas caucasotides as gestantes que se declararam

brancas e ndo-caucasoides as que se manifestaram n&o brancas.

4.3 CASUISTICA

Analisou-se um total de 233 amostras de sangue periférico de gestantes
atendidas no ambulatorio de Ginecologia e Obstetricia do Hospital Universitario
Maria Aparecida Pedrossian, da UFMS, durante o periodo de janeiro a agosto
de 2007. Em virtude dos critérios estabelecidos nesta pesquisa de acordo com
a Resolugcdo 196/96 do Conselho Nacional da Saude, foram excluidas as
gestantes indigenas, doentes mentais e presidiarias.
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4.4 ASPECTOS ETICOS

Foi solicitada a aprovacgéo do projeto ao Comité de Etica e Pesquisa da
UFMS, de acordo com a Resolugdo 196/96 (Conselho Nacional de Saude), que
foi obtida com o protocolo n°. 873 de 11 de dezembro de 2006 (Anexo A). A
declaragédo de uso de material bioldgico foi adequadamente preenchida (Anexo
B).

4.5 COMUNICADO AOS PROFISSIONAIS DE SAUDE

Um comunicado sobre o projeto, com os devidos documentos de
aprovacdo pelo Comité de Etica e Pesquisa, foi enviado aos profissionais dos
ambulatorios de Ginecologia e Obstetricia e de Hematologia do HU/UFMS para
ciéncia deste. (Apéndice A).

4.6 ABORDAGEM DAS GESTANTES

Antes da consulta médica, as (gestantes foram abordadas
individualmente para a exposi¢cao de informagdes sobre o projeto e procedeu-
se o0 convite de participacdo. Para aquelas que aceitaram participar, foi
solicitada a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Apéndice B). Posteriormente responderam junto a pesquisadora um formulario
(Apéndice C).
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram processados pelos programas Excel, Epi Info verséo
3.4.1 (CDC, 2007) e Bio Estat 4.0 (AYRES et al., 2005) e realizou-se também a
estatistica descritiva, sendo algumas variaveis apresentadas em forma de
tabelas.

Para verificar possiveis associacbes entre as variaveis estudadas foi
utilizado o Teste Qui-quadrado corrigido por Yates. O nivel de significancia
utilizado foi p<0,05.

4.8 ENTREGA DE RESULTADOS AS GESTANTES

A comunicacéao dos resultados foi feita pela pesquisadora diretamente as
gestantes antes da consulta médica. Nos casos positivos, as portadoras
receberam do ginecologista-obstetra esclarecimentos sobre a hemoglobina
anormal, detectada laboratorialmente e, quando necessario, a paciente foi
encaminhada ao hematologista para receber tratamento adequado.

Apos o esclarecimento médico, a pesquisadora forneceu uns folhetos,
explicou-os e entregou a carteirinha de identificagdo (Apéndice D). O conteudo
do folheto e da carteirinha contemplavam a hemoglobinopatia detectada e
apresentavam as medidas a serem evitadas em cada caso. Ao final, as
portadoras foram aconselhadas a guardar o resultado de seu exame como um
documento importante, informando sua condicdo ao médico todas as vezes em

gue precisarem de sua assisténcia.
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4.9 PROCEDIMENTO DE COLETA DE DADOS

Alguns critérios foram adotados nesta pesquisa para atender aos
objetivos:

- a frequéncia de uma variavel em porcentagem foi detectada pela soma dos
casos identificados, multiplicado por 100 e dividido pelo numero total da
amostra;

- os tipos de hemoglobinopatias foram diferenciados em: HbAS, HbAC, HbH
(talassemia a), talassemia 3, por meio de testes laboratoriais, especialmente
pelas migragcbes especificas das hemoglobinas normais e anormais na
eletroforese;

- 0 perfil sociodemografico foi tragado pelas seguintes variaveis: idade, renda,
grau de escolaridade, etnia, ascendéncia e naturalidade;

- considerou-se a presenga de anemia em gestantes quando o resultado da
concentragdo de hemoglobina era inferior a 11g/dl (WHO, 2005);

- os tipos de anemias foram classificados de acordo com os seguintes valores
de indices hematimeétricos (LEWIS; BAIN; BATES, 2006): anemia normocitica e
normocréomica para VCM de 80fl a 100fl e HCM de 26 pg a 32 pg ; anemia
microcitica e hipocrbmica para VCM inferior a 80 fl e HCM inferior a 26 pg ;
anemia macrocitica e normocrémica para VCM superior a 100 fl e HCM de 26
pg a 32 pg .

Apoés o consentimento informado, 5 ml de sangue total foi coletado por
puncao venosa através de método a vacuo e armazenado em frascos estéreis,
contendo anticoagulante EDTA K3 (Acido etilenodiaminotetracético
tripotassico) a 5%.

Num periodo maximo de 48 horas apos a coleta, as amostras foram
submetidas a testes seletivos e especificos para hemoglobinas anormais,
segundo NAOUM (1997), no setor de Hematologia do Laboratorio de Analises
Clinicas do HU/UFMS:

- testes seletivos: eritrograma; analise da morfologia eritrocitaria; resisténcia
osmotica em NaCl 0,36%; eletroforese de Hb em acetato de celulose, pH 8,6

(qualitativo); pesquisa de HbH intra-eritrocitaria.
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- testes especificos (utilizados somente para aquelas amostras que
apresentaram alguma alteragdo nos testes seletivos): eletroforese de
diferenciacdo em gel de agar, pH 6,2; eletroforese em acetato de celulose em
pH 8,6 (quantitativo); prova de falcizagdo de hemacias.

4.9.1 Eritrograma

Utilizou-se o método automatizado, o aparelho da ABX Horiba - modelo
Pentra 120, para determinar os valores de eritrocitos, hemoglobina, hematocrito
e os indices hematimétricos. Esses indices, quando anormais, podem sugerir

condigdes patologicas das anemias.

4.9.2 Resisténcia osmoética em cloreto de sédio (NaCl) a 0,36%

Principio:

Técnica utlizada para a triagem de talassemia 3, principalmente na
forma heterozigota, pois, nesses casos, os eritrocitos microciticos s&o mais
resistentes a hemolise nesta solugéo. A resisténcia globular ndo é especifica
para talassemia [ heterozigota, ja que resultados positivos sdo encontrados
também em anemias carenciais e outras hemoglobinopatias, como a
heterozigose para hemoglobina C (NAOUM, 1997).

Equipamentos:

- Tubos de ensaio 12 x 75nm

- Micropipetas de 10 ul

- Folha branca com linhas negras
- Pipeta de 5 ml
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Reagentes:
Solucao estoque — NaCl a 10% - pH 7,4

- Cloreto de s6dio 90g
- Fosfato dibasico 1,36 g
- Fosfato monobasico hidratado 0,289
- Agua destilada q.s.p. 100 ml

Solugao NaCl a 0,36%
- NaCl a 10% 36 ml
- Agua desstilada q.s.p. 1000 mi

Procedimento:

Em tubo de ensaio, pipetou-se 1,5 ml de solugdo de NaCl a 0,36% e
10ul de sangue total. Homogeinizou-se por inversdo suavemente. A leitura foi
feita apos cinco minutos, colocando o tubo com a amostra na solugéo de NacCl
a 0,36% a 2,0 cm de uma folha branca com linhas negras .

4.9.3 Analise da morfologia eritrocitaria

Em esfregagco sanguineo, corado pelo método de May-Grunwald-
Giemsa, analisou-se o tamanho, a forma, a cor e as inclusdes dos eritrocitos

por microscopia optica.

Corantes:

Corante May-Grunwald

- May-Grunwald em pé 20g
- Alcool metilico puro 1000 ml

O corante foi incubado em banho-maria, a 56°C por 48 horas, com
homogeinizagdo periodica e, posteriormente, foi filtrado e ficou pronto para o

uso.
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Corante Giemsa

Solugao estoque

- Giemsa em po 759
- Glicerina 405 ml
- Alcool metilico puro 630 ml

O corante foi incubado em banho-maria, a 56°C por 72 horas, com

homogeinizagdo periddica e, posteriormente, foi filtrado.

Solugéo diluida de Giemsa (preparada no momento do uso):
Uma gota da solucéo estoque de Giemsa, para 1ml de agua destilada,
ou seja, 10 ml de Giemsa + 200ml de agua.

Os corantes foram conservados em frascos ambar.

Procedimento:

- As laminas com esfregago sanguineo foram colocadas sobre um suporte
apropriado e cobertas com 20 gotas de corante May-Grunwald durante trés
minutos.

- Acrescentaram-se algumas gotas de agua destilada (4 a 6) tamponada
em pH = 6,8 sobre as laminas, homogeinizou-se ligeiramente com o
corante, e deixou-se essa mistura por um minuto.

- O corante das laminas foi escorrido (assoprando, sem lavar), e colocou-
se a solucado de Giemsa diluida, preparada no momento da coloragéo,
para atuar por 15 minutos.

- As laminas foram lavadas em agua corrente e limpou-se a parte inferior
destas com gaze.

- Apds secagem ao ar, as laminas foram analisadas ao microscopio optico

em objetiva de imerséo.
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4.9.4 Pesquisa intra-eritrocitaria de hemoglobina H

Principio:

Os corpos de inclusdo de HbH sdo formados por cadeias besta livres.
Apos coloracao, esses corpusculos apresentam-se dispostos
homogeneamente no interior dos eritrocitos como pequenos pontos azulados
(NAOUM; 1997).

Equipamentos:

- Microscépio 6ptico

- Tubos de ensaio

- Laminas para microscépio
- Banho-maria a 37°C

- Micropipetas

Reagentes:

Solucgao salina

- Cloreto de s6dio 09g¢
- Agua destilada q.s.p. 100 ml

Solucgao citrato
- Citrato de sddio 229

- Agua destilada q.s.p. 100 ml

Solugao de azul de cresil brilhante

- Azul de cresil brilhante 109
- Solugao salina 100 mi
- Solugao citrato 25 ml

Procedimento:
- Em tubo de ensaio pequeno colocaram-se 50 yl de sangue total e 50 pl
da solucao de azul de cresil brilhante.
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- Apés homogeinizagdo suave do tubo, o material foi incubado a 37°C
em banho-maria por 120 minutos.

- Foram feitos esfregacos finos para observacdo dos agregados de
hemoglobina H ao microscopio, em objetiva de imers&o (Figura 10).

4.9.5 Preparagao dos hemolisados

Para que as amostras fossem submetidas a procedimentos
eletroforéticos e testes bioquimicos, as células foram lisadas para a obtencao
da solugao de hemoglobina, utilizando-se duas metodologias:

- Hemolisado rapido — com saponina.

- Solucdo de hemoglobinas — com cloroférmio

Hemolisado rapido: com saponina

Equipamentos:
- Placa de Kline

- Micropipetas
- Ponteiras
- Bastao plastico.

Reativo hemolisante
- Saponina para analise 109
- Agua destilada 100 ml

Procedimento:

- Em placa de Kline, coloccaram-se 50 ul de sangue com 50 pl de
reativo hemolisante, com posterior homogeneizagdo até a hemolise completa
da mistura;

- O hemolisado foi usado apds cinco minutos, sendo possivel sua

utilizagdo por, no maximo, quatro horas depois da sua preparagao.
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Solugédo de Hemoglobina: com cloroférmio

Equipamentos:
- Tubos de ensaio
- Micropipetas
- Pipetas Pasteur

- Centrifuga

Reagentes:
- Solugao salina 0,85%
- Cloroférmio

- Agua destilada

Procedimento:

- Para lavar os eritrocitos, centrifugou-se um ml de sangue, colhido com
anticoagulante EDTA, com solugao salina a 0,85% a 1.500 rpm, durante cinco
minutos, descartando o sobrenadante (plasma). Esse processo foi realizado
cinco vezes.

- Ao volume de eritrocitos lavados, adicionou-se outro de agua destilada,
homogeinizando-se a solugdo. A seguir, acrescentou-se um volume de
cloroformio idéntico ao do hemolisado formado. A mistura foi agitada
vigorosamente e centrifugada a 2.000 rpm, por 15 minutos.

- A solucdo de Hb sobrenadante, ou hemolisado, foi retirada por meio de
pipeta Pasteur e transferida para um tubo limpo, com identificagdo da amostra.
A concentracdo do hemolisado em Hb, preparado conforme a metodologia

apresentada, variou entre 10 a 15 g/dl.
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4.9.6 Eletroforese qualitativo em acetato de celulose em pH alcalino

Principio:

Técnica utilizada para qualificagdo e quantificagdo de hemoglobinas
normais e anormais com mobilidades eletroforéticas diferentes das
hemoglobinas normais (NAOUM, 1997).

Equipamentos:

- Cuba de eletroforese Tecnow e fonte geradora de voltagem (Figura 17)
- Tiras de acetato de celulose cellogel

- Tecido absorvente Perfex

- Papel absorvente e aplicador de amostras

Reagentes:

Tampao TRIS-EDTA-BORATO (TEB), pH 8,5

- Tris hidroximetil aminometano 10,2 g
- Acido etilenodiaminotetracético 06g
- Acido bérico 32g
- Agua destilada q.s.p. 1000 ml

Solugédo corante Ponceau

- Ponceau S 0,5¢g
- Acido tricloroacético 509
- Agua destilada q.s.p. 100 ml

Solugao descorante

- Acido acético glacial 100 ml
- Metanol 50 ml
- Agua destilada q.s.p. 1000 mi

Procedimento:
- Colocou-se igual quantidade de solugdo tampdo em cada

compartimento da cuba de eletroforese;
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- As fitas de acetato de celulose foram embebidas por 15 minutos no
minimo, em tamp&o TEB pH 8,5;

- Apos serem secas entre duas folhas de papel absorvente, as fitas
foram colocadas na cuba de eletroforese, conectando-se aos compartimentos
eletroforéticos através de tecido absorvente (perfex);

- A solugdo de Hb (hemolisado rapido) foi aplicada a 1,0 cm da
extremidade da fita que fica em contato com o polo negativo (Figura 18);

- As amostras foram submetidas a 300 volts por 20 minutos;

- As fracbes foram analisadas, primeiramente sem coloracédo e,
posteriormente, coradas com Ponceau, embebendo as fitas no corante por
cinco minutos (Figura 19).

- As tiras foram transferidas para um recipiente que continha solugao
descorante, agitando-se cuidadosamente entre trés a cinco minutos, a solugéo
descorante usada, foi trocada por outra nova, deixando as tiras embebidas
nesta solugéo o tempo necessario para clarea-las (Figura 20).

- Para possibilitar a conservacao das fitas de acetato de celulose para
registros, essas fitas foram transparentizadas:

a) as fitas descorantes foram mergulhadas em metanol puro por um
minuto;

b) em seguida, as tiras foram removidas para uma vasilha contendo
acido aceético/metanol/glicerina, na propor¢ao 14:85:1 (3,5ml:21,5ml:200ul), por
um minuto;

c) por fim colocaram-se as tiras bem esticadas em superficie de vidro
expondo-as em estufa, a 65°C para secarem, por cinco minutos.

Para o resultado final, consultou-se o mapa de perfil eletroforético com o
tracado de migragbes especificas de hemoglobinas normais e anormais
(Figuras 12 e 13).
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4.9.7 Eletroforese quantitativa em acetato de celulose em pH alcalino
(Dosagem de HbA2)

Principio:

O aumento de HbA2 esta na grande maioria dos casos associados as
talassemias B heterozigota (NAOUM, 1997).

Utilizaram-se os mesmos equipamentos, reagentes da técnica de
eletroforese em acetato de celulose, pH 8,5, para analise qualitativa de
hemoglobinas.

Procedimento:
- Colocou-se igual quantidade de solugdo tampado TEB em cada

compartimento da cuba de eletroforese;

- As fitas de acetato de celulose com 5,7 cm de largura foram embebidas
por 15 minutos, no minimo, em tampao TEB pH 8,5;

- Apos serem secas entre duas folhas de papel absorvente, as fitas
foram colocadas na cuba de eletroforese, conectando-se aos compartimentos
eletroforéticos por meio de tecido absorvente (perfex);

- Aplicaram-se 20 microlitros de solu¢do de hemoglobina (hemolisado
com cloroférmio), em fitas de acetato de celulose com 5,7 cm de largura;

- As amostras foram submetidas a 300 volts por 40 minutos;

- ApOs a separacédo das fragdes de hemoglobina A2 e A, essas fragdes
foram recortadas com tesoura e eluidas em tubos de ensaio, contendo 3 ml de
agua destilada para Hb A2, e 15 ml de agua destilada para HbA, por duas
horas com agitagao periddica (Figura 23).

- Realizou-se por fim a leitura das densidades O6pticas (D.O.) no
espectrofotdbmetro, em 415 nm das fragdes eluidas, usando agua destilada
como branco.

Calculo:
D.O. HbA2 x 100
% HbA2 =

D.O. HbA2 + (D.O. HbA x 5)

Valores normais: 2,0% a 3,5%
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4.9.8 Eletroforese em gel de agar fosfato em pH acido

Principio:

A eletroforese em gel de agar-fosfato em pH 6,2 é utilizada para
diferenciar alguns tipos de Hb que migram em posi¢cbes semelhantes na
eletroforese em pH alcalino (NAOUM, 1997).

Equipamentos:

- Cuba de eletroforese e fonte geradora de voltagem da Técnica Permatron,
mod. F520

- Tecido absorvente

- Aplicador de amostras

- Ldminas de microscopio

- Erlenmeyer de 200 a 250 ml

- Pipetas

Reagentes:
Tampéo Fosfato pH 6,2
Para uso nos compartimentos eletroliticos e confecc¢ao do gel:

- Na;HPO, 2,02g
- NaH>PO4.H,0O 7,66 g
- Agua destilada q.s.p. 1000 ml

Gel de agar-fosfato
- Agar (Difco) 200 mg
- Tampao fosfato pH 6,2 20 ml

Solugdo corante e descorante — as mesmas usadas para eletroforese

alcalina.

Procedimento:
- Em um erlenmeyer de 250 ml, agueceram-se os componentes do gel

agar-fosfato até completa dissolugéo e pipetaram-se 3,5 ml do gel em laminas
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de microscopio. Esperou-se o gel gelificar a temperatura ambiente e aplicaram-
se as amostras, préximo a por¢ao média da lamina.

- Para conexdo do gel aos compartimentos eletroliticos, contendo
tampéo fosfato pH 6,2, foi utilizado tecido absorvente (perfex).

- As amostras foram submetidas a 100 volts, por 30 minutos.

- As fragbes foram analisadas inicialmente sem corar e, para melhor
interpretagcéo das fragbes, foram coradas com corante Ponceau.

A interpretacdo da migragao eletroforética dos diferentes tipos de
hemoglobina foi realizada por meio de comparagdes com mapas especificos
(Figuras 12 3 13).

4.9.9 Prova de falcizagao das hemacias

Principio:

O teste de falcizagao é positivo em portadores de HbS (heterozigotos ou
homozigotos). Sob baixa tensdo de oxigénio, os eritrocitos, contendo
hemoglobina S, tomam a forma caracteristica de foice ou de meia-lua
(NAOUM, 1997).

Equipamentos:

- Microscépio 6ptico

- Tubos de ensaio

- Laminas para microscoépio e laminulas
- Micropipetas

- Placas de Petri

- Esmalte para colorir unhas.

Reagentes:

A solucao de metabissulfito de sodio a 2% foi preparada no momento de uso.
- Metabissulfito de sodio 0,05¢

- Agua destilada 2,5 ml
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Procedimento:

- Em tubo de ensaio pequeno, colocaram-se 50 pl de sangue total e 50l
da solugcao de metabissulfito de sédio a 2% .

- Colocou-se uma gota dessa mistura sobre a lamina, que foi coberta
com laminula, evitando a formacéao de bolhas.

- As bordas da laminula foram vedadas com esmalte.

- A lamina foi deixada em repouso durante 60 minutos, em camara
umida (placa de Petri com algod&do ou gaze embebida em agua) (Figura 24).

- Examinou-se a lamina ao microscopio 6tico com aumento de 40X.

- Em caso de resultado negativo aos 60 minutos, realizou-se nova leitura

apos 24 horas, mantendo a lamina em camara umida.
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5 RESULTADOS

No periodo de janeiro a agosto de 2007, foram analisadas amostras de
sangue de 233 gestantes, atendidas no ambulatorio de Ginecologia e
Obstetricia do HU/UFMS, para estudo de alteracbes de hemoglobina.

Dentre as 233 gestantes analisadas, foram detectadas 28 provaveis
portadoras de hemoglobinas anormais, o que corresponde a uma frequéncia de
12% (Tabela 1).

Na avaliagdo de anemias em geral, verificou-se que das 233 gestantes,
42 (18%) apresentaram algum tipo de anemia (Tabela 2).

Os gendtipos observados — HbAA, HbAS, HbAC, talassemia B e
provavel HbH - bem como suas frequéncias, estdo indicados na Tabela 3. Do
total de 233 gestantes, foram identificadas sete (3%) tracos falciforme ou
HbAS, duas (0,8%) portadoras para HbAC e um (0,4%) caso de talassemia 3
intermediaria. Houve 18 (7,8%) casos em que nao foi possivel chegar ao
diagndstico conclusivo, por necessitar exames complementares, mas que
sugerem a presenca de HbH que esta relacionada a talassemia a.

A Tabela 4 classifica as anemias encontradas, de acordo com critérios

laboratoriais (concentragdo de hemoglobina e indices hematimétricos).

Tabela 1 - Numero e porcentagem de gestantes analisadas, segundo presenga
ou auséncia de hemoglobinas anormais, Hospital
Universitario/lUFMS — 2007

Hemoglobinas anormais N°. %
Ausente 205 88,0
Presente 28 12,0

Total 233 100,0
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Tabela 2 - Numero e porcentagem de gestantes analisadas, segundo presenga
ou auséncia de anemias, Hospital Universitario/UFMS — 2007

Anemias N°. %
Ausente 191 82,0
Presente 42 18,0
Total 233 100,0

Tabela 3 - Numero e porcentagem de gestantes analisadas, segundo tipos de
hemoglobinas encontradas, Hospital Universitario/UFMS — 2007

Tipos de hemoglobinas N°. %

HbAA 205 88,0
Sem diagnostico conclusivo

(possivelmente HbH) 18 7.8
HbAS 7 3,0
HbAC 2 0,8
Talassemia [ intermediaria 1 0,4
Total 233 100,0

Tabela 4 — Numero e porcentagem de gestantes, segundo classificagdo das
anemias, de acordo com indices hematimétricos, Hospital
Universitario/lUFMS — 2007

Tipos de anemias N°. %

Sem anemia 191 82,0
Anemia Normocitica e Normocrémica 29 12,4
Anemia Macrocitica e Normocrémica 8 3,5
Anemia Microcitica e Hipocrémica 5 2,1

Total 233 100,0
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Com base no formulario aplicado, obtiveram-se respostas relacionadas a
idade, etnia, escolaridade, renda, ascendéncia e naturalidade, para tragar o
perfil sociodemografico das gestantes (Tabela 5). Das 233 gestantes, 45
(19,3%) tinham entre 14 e 19 anos de idade; e 188 (80,7%), 20 anos ou mais
(Tabela 5). A idade média do total de gestantes participantes foi de 26 anos e a
faixa etaria variou de 14 a 42 anos. Nas portadoras de hemoglobinopatias (n =
28), 27 anos foi a idade média e a faixa etaria ficou entre 15 e 42 anos (Figura
14).

Idade Média Desvio padrao | Mediana Minimo Maximo
Geral 26 6,7 25 14 42
Portadoras 27 8,0 245 15 42
Normais 26 6,5 25 14 42
Figura 14 - Estatistica descriva da idade de gestantes analisadas, Hospital

Universitario/lUFMS — 2007

Quanto a etnia, 113 (48,5%) declararam-se caucasoides e 120 (51,5%)
nao-caucasoides (Tabela 5). No que diz respeito ao grau de escolaridade, 150
(64,4%) gestantes possuiam acima do ensino fundamental completo (Tabela
5). Para 197 (84,5%) gestantes a renda familiar era de até cinco salarios
minimos (Tabela 5). Em relagcdo a ascendéncia, 119 (51,1%) ndo souberam
informar; 52 (22,3%) gestantes eram sul-americanas; 52 (22,3%), européias; 18
(7,7%), africanas; e 2 (0,9%), asiaticas (Tabela 5 e Tabela 9 em Apéndice E).
No tocante a naturalidade, 102 (43,8%) gestantes nasceram no municipio de
Campo Grande; 67 (28,8%), no interior do estado de Mato Grosso do Sul; e 64
(27,4%), em outros estados (Tabela 5 e Tabela 9 em Apéndice E).
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Tabela 5 — Numero e porcentagem de gestantes analisadas, segundo variaveis
de estudo, Hospital Universitario/UFMS — 2007 (n = 233)

Variaveis N°. %

Idade

De 14 a 19 anos 45 19,3

A partir de 20 anos 188 80,7
Etnia

Nao Caucasodide 120 51,5

Caucasobide 113 48,5
Escolaridade

Ensino fundamental completo ou incompleto 83 35,6
ou sem estudo

Ensino médio completo ou incompleto 120 51,5

Ensino superior completo ou incompleto 30 12,9
Renda familiar

Sem informacgao 16 6,9

até 5 salarios minimos 197 84,5

6 ou mais salarios minimos 20 8,6
Ascendéncia (!

Sem informacéao 119 51,1

Sul-americana 52 22,3

Européia 52 22,3

Africana 18 7,7

Asiatica 2 0,9
Naturalidade

Campo Grande — MS 102 43,8

Interior de MS 67 28,8

Outros estados 64 27,4

(1) Cada gestante podia indicar uma ou mais ascendéncias.
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A Tabela 6 demonstra que neste estudo n&o houve diferencga
estatisticamente significativa entre a porcentagem de gestantes caucasoides
portadoras de hemoglobinopatias (11,5% = 13) e ndo-caucasdides (12,5% =
15).

Quanto ao aborto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre as gestantes portadoras que tiveram (9,4% = 6) e as que nao tiveram
aborto (13,0% = 22) (Tabela 6). Com relagao ao tempo de gestagao, ndo houve
associagao com a presenga ou nao de hemoglobinopatias (Tabela 6).

Tabela 6 - Numero e porcentagem das gestantes, segundo presenga ou
auséncia de hemoglobinopatias e variaveis de estudo, Hospital
Universitario/lUFMS — 2007 (n = 233)

Hemoglobinopatias

Variaveis Sim Nao P Odds Ratio
n (IC 95%)
N°. % N°. %

Etnia

Caucasoide 113 13 11,5 100 88,5 0,9745" 0,91

N&o-caucasoide 120 15 12,5 105 87,5 (0,46 — 1,85)
Aborto

Sim 64 6 94 58 90,6 0,5908" 0,69

Nao 169 22 13,0 147 87,0 (0,22 - 1,88)
Tempo gestacéo

1° trimestre 40 3 75 37 925

2° trimestre 92 16 17,4 76 826 01220 -

3° trimestre 101 9 89 92 91,1

Nota: se p< 0,05 — diferenga estatisticamente significativa. Teste Qui-quadrado.
™) Teste de Qui-quadrado corrigido por Yates.



65

Em relagcédo a naturalidade e a ascendéncia das gestantes portadoras, a

Tabela 7 apresenta os diversos locais onde nasceram e a sua ascendéncia.

Tabela 7 — Numero de gestantes portadoras de hemoglobinas anormais,
segundo naturalidade e ascendéncia, Hospital Universitario/lUFMS —

2007 (n = 28)
Hemoglobinas anormais
Variaveis HbAS HbAC Talbeta  Provavel HbH
N°. % N°. % N°. % N°. %
Naturalidade
Campo Grande 3 10,7 1 3,6 - - 9 32,1
Estado de SP 2 71 - - - - 3 10,7
Bela Vista - - - - - - 1 3,6
Dourados - - - - - - 1 3,6
Aquidauana - - - - - - 1 3,6
Rio Brilhante - - - - - - 1 3,6
Bonito - - - - - - 1 3,6
Sidrolandia - - - - 1 3,6 - -
Coxim - - - - - - - -
Estado de MT - - 1 3,6 - - 1 3,6
Estado do CE 1 3,6 - - - - - -
Estado do PR 1 3,6 - - - - - -
Ascendéncia
Nao sabem 4 14,3 2 71 - - 5 17,8
Paraguaia - - - - - 6 21,4
Italiana 2 71 - - 1 3,6 1 3,6
Portuguesa 1 3,6 - - - - 1 3,6
Alema - - - - - - 1 3,6
Espanhola - - - - - - 2 7.1
Africana - - - - - - 1 3,6
Argentina - - - - - - 1 3,6

Nota: a porcentagem é relativa a 28 gestantes portadoras de hemoglobinopatias.
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A Tabela 8 demonstra que das 28 portadoras para hemoglobinopatias,
cinco delas (17,9%) também foram detectadas anemia e que nao houve
diferenga estatisticamente significativa entre portadoras de hemoglobinopatias

e gestantes normais, em relagéo a presenca de anemia.

Tabela 8 — Numero e porcentagem de gestantes analisadas segundo tipos de

hemoglobina e presenca de anemia, Hospital Universitario/UFMS -
2007 (n = 233)

Presenca de anemia

Sim Nao Total
Tipos de N°. % N°. % N % p®
hemoglobina
Hb normal 37 159 168 72,1 205 88,0
Hb anormal 5 2,1 23 99 28 2,1 0,8124
Total 42 18,0 191 82,0 233 100,0

Nota: se p< 0,05 — diferenga estatisticamente significativa.
) Teste de Qui-quadrado corrigipo por Yates.
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6 DISCUSSAO

A presente pesquisa sobre a frequéncia de anemias e em especial das
hemoglobinopatias em gestantes vem complementar outras ja realizadas por
Brum (2001, 1997) e Holsbach (2007), os quais mostram a relevancia das
hemoglobinas anormais para a saude publica no Estado de Mato Grosso do
Sul.

Neste estudo, 233 gestantes atendidas no ambulatério de Ginecologia e
Obstetricia do HU/UFMS foram investigadas para hemoglobinopatias por meio
de técnicas laboratoriais classicas que incluem procedimentos eletroforéticos. A
frequéncia de heterozigotos para hemoglobinas anormais, observada foi de 28
(12%) entre as gestantes participantes. Dados da literatura informam que a
prevaléncia de hemoglobinopatias, no Brasil, varia de 2% a 10%, dependendo
da regido analisada (RAMALHO; MAGNA; SILVA, 2003).

Trabalhos realizados para detecgdo de hemoglobinopatias em gestantes
revelaram a prevaléncia de 3,6% por Teixeira e Ramalho (1994) na cidade de
Araras e de 10,77% por Viana (1999) na regido de S&o José do Rio Preto. A
concordancia com o trabalho de Viana (1999) deve-se ao fato de a
identificacdo da presenca de HbH ter sido feita pela pesquisa citoldégica de
precipitados intra-eritrocitarios, a qual nao foi realizada por Teixeira e Ramalho
(1994).

As gestantes constituem um grupo pouco estudado, no Brasil, para
procedimentos preventivos de hemoglobinopatias. E de fundamental
importancia destinar atividade relativa a prevengao de afeccbdes hereditarias,
por meio da orientacdo a respeito das alteracbes e do aconselhamento
genético. Programas de prevencgao fornecem dados para que se possa decidir
de maneira responsavel sobre seus descendentes, favorecendo o
direcionamento clinico para os casos brandos e o0 acompanhamento adequado
aos portadores de formas graves (ROWLEY et al., 1991; VIANA, 1999).

Programas para hemoglobinopatias em gestantes, realizados em paises
como Estados Unidos da América (ROWLEY et al., 1991), Cuba (GRANDA et
al, 1991), Grécia (LOUKOPOULOS, 1985), Canada (SCRIVER et al., 1984),
Inglaterra (ANIONWU et al, 1988) e no Brasil (TEIXEIRA; RAMALHO, 1994;
VIANA, 1999) mostraram-se satisfatorios.
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Nessa pesquisa, 18% das gestantes apresentaram algum tipo de
anemia. O resultado é inferior ao indice considerado de importéncia alarmante
pela OMS, que € igual ou superior a 40%. Prevaléncias entre 20% e 39% sao
consideradas de significAncia moderada no ambito de saude publica, sendo
aceitos como valores ideais abaixo de 5% (WHO, 2001). Dessa forma o
resultado encontrado esta distante do desejado, sendo necessarias medidas
para o combate da anemia durante o pré-natal realizado no HU/UFMS. No
Brasil ainda ndo ha informagdes consistentes que permitam definir com a
necessaria seguranga a prevaléncia de anemia durante a gestagdo. Os dados
disponiveis mostram que a prevaléncia varia de 12,4% a 54,7% dependendo
da idade gestacional, estrato socioeconémico e regiao (VITOLO; BOSCAINI;
BORTOLINI, 2006).

As anadlises efetuadas possibilitaram caracterizar um total de quatro
gendtipos, na forma heterozigota: HbAS, HbAC, HbH (talassemias a) e
talassemia B. A presenca de 3% do traco falciforme neste trabalho foi
semelhante ao encontrado por Brum et al. (1997) na populagdo geral de
Campo Grande, que detectaram 3,15% de HbAS. Viana (1999), em seu estudo
com gestantes, identificou 2,01% de trago falciforme; e Teixeira e Ramalho
(1994), 2,4%.

A detecgdo dos portadores heterozigotos, que sdo assintomaticos, €&
necessaria para a saude publica, por constituirem fonte potencial de novos
heterozigotos e possiveis homozigotos. Programas preventivos para
hemoglobinopatias sdo interessantes para a conscientizagdo dos
heterozigotos, fornecendo subsidios para que estes individuos possam decidir
de maneira responsavel por seus descendentes, favorecendo o direcionamento
clinico dos homozigotos e seu acompanhamento adequado (ORLANDO et al.,
2000).

Ao discutir gravidez em pacientes homozigotos (anemia falciforme) os
riscos, ndo sdo grandes a ponto de contra-indicar uma gravidez desejada
(CHARACHE, 1995). Alguns autores acreditam que o significativo decréscimo
da morbidade e mortalidade verificada nos ultimos anos, nessas gestantes,
seja gragas ao melhor entendimento da fisiopatologia da doenga e das
alteragdes que ocorrem durante a gravidez do que as transfusbes de sangue
como profilaxia (ACOG, 2005; ZANETTE, 2007).



69

Nao € habitual associar a presenca de abortos, natimortos e partos
prematuros em mulheres portadoras de HbS (HbAS), mas achados de
Duchonovi-Silva e Ramalho (1996) e de Nascimento (2000) referem que nas
gestacdes de heterozigotas HbAS, cujos parceiros foram HbAA, existiu maior
numero de gestacgdes a termo de fetos HbAS, do que de fetos HbAA, sugerindo
um abortamento preferencial dos embrides HbAA.

Neste estudo foram encontradas 0,8% de gestantes portadoras para
HbAC, enquanto Viana (1999), 0,28% e Teixeira e Ramalho (1994), 0,4%.
Cerca de 1% da populacdo mista do Sudeste brasileiro € portadora da HbAC
(ZAGO; FALCAQ; PASQUINI; 2004).

A diferenca dos resultados quanto a frequéncia dos genotipos HbAS e
HbAC deste trabalho com os de Viana (1999) e Teixeira e Ramalho (1994)
podem ser creditadas ao local onde as pesquisas foram realizadas, isto é, nas
regides (interior do estado de Sao Paulo) que tiveram a colonizagao diferente
da cidade de Campo Grande.

Nesta investigacdo, detectou-se um caso (0,4%) de talassemia f3
intermediaria por meio de testes laboratoriais e manifestagbes clinicas da
paciente. Gragas a moderada gravidade, essa gestante recebeu tratamento
adequado, incluindo transfusdes sanguineas, quando necessario. Viana (1999)
identificou 1,29% de talassemia [ menor dentre suas gestantes e Teixeira e
Ramalho (1994) 0,8%. Os estudos para detectar a talassemia 3, no Brasil, sdo
escassos e especificos para certos grupos, ndo ha real prevaléncia para cada
estado (BONINI-DOMINGOS, 2004).

Até recentemente, gestantes com talassemia 3 maior eram raras, devido
ao retardo no desenvolvimento sexual e morte precoce antes mesmo da idade
de reproducgdo. Depois da introdugdo da transfusdo sanguinea e da terapia
com quelante de ferro, casos de gestantes com talassemia [ maior tém sido
descritos. A gestagcdo é possivel para aquelas com fungédo cardiaca normal,
com hemoglobina em torno de 10 g/dl e em uso de quelante de ferro. O
crescimento fetal deve ser acompanhado através de ultrassonografia. Gravidas
com talassemia B menor sdo assintomaticas ou apresentam uma discreta
anemia (ACOG, 2005).

Segundo Wagner (2005), diversos estudos tém demonstrado a grande

variagdo na proporgao de individuos com talassemia a. Esta variacdo pode ser



70

pela real diferengca nas populacdes e uso de técnicas diferentes. As técnicas
utilizadas, neste trabalho, para identificar a talassemia a foram a eletroforese
em acetato de celulose, em pH alcalino, para deteccédo da fragdo da HbH e a
pesquisa citologica intra-eritrocitaria.

Em nenhuma gestante desta pesquisa foi detectada a fracdo de HbH
através da eletroforese. A forma silenciosa da talassemia a apresenta maior
dificuldade de ser esclarecida clinica e laboratorialmente. Esta dificuldade se
deve principalmente ao fato de os portadores heterozigotos de talassemia a
nao apresentarem mudancgas caracteristicas nos padrbes de hemoglobina,
notadamente no fracionamento eletroforético (CASTILHO et al., 1987).

Pela pesquisa citologica intra-eritrocitaria de HbH, obtiveram-se 7,7% de
casos positivos das amostras analisadas. Viana (1999), que também utilizou da
mesma técnica, encontrou 6,75% de gestantes portadoras. Este teste de
inclusdo intra-eritrocitaria de HbH pode dar muitos resultados falsos positivos
impossibilitando assim o diagnostico de talassemia a (CHAN; SO; CHAN,
1996). Além disso, as pessoas portadoras de HbH podem ter a sua forma
adquirida (NAOUM, 1997). Portanto, a talassemia a, muitas vezes, é
diagnosticada por uso de técnicas que envolvem biologia molecular que ainda
nao estdo disponiveis na rotina laboratorial em muitos servicos (WAGNER,
2005).

A gestagdo de uma mulher com traco da talassemia a nao é
significativamente diferente de uma mulher com hemoglobina normal (ACGO,
2005). Gestantes com doenga da hemoglobina H possuem anemia crénica e
grave com necessidade de transfusdo sanguinea, mas ha poucos estudos para
definir consequéncias da doenga nas gravidas (CHUI; FUCHAROEN; CHAN,
2003).

Quanto aos tipos de anemia classificadas de acordo com critérios
laboratoriais, das 233 gestantes, 15,9% apresentou anemia a esclarecer por
deficiéncia nutricional, alguma patologia de base ou mesmo fisiolégica da
gravidez e 2,1% portadoras de hemoglobinopatias, com anemia associada ou
nao a deficiéncia nutricional, alguma patologia de base ou fisioldégica da
gravidez. Os indices hematimétricos ndo concluem o diagnostico, apenas

direcionam a causa da anemia. Portadoras heterozigotas de hemoglobinas
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anormais sao assintomaticas, nesses casos faz-se necessario a investigagao
da origem da anemia.

A anemia € uma das causas de incapacidade mais importantes no
mundo, constituindo um dos mais graves problemas de saude publica. Afeta
praticamente metade das mulheres gravidas do mundo: 52% nos paises néo
industrializados, em comparacdo com os 23% nos paises industrializados
(WHO, 2005). Assim, a anemia durante a gravidez e o seu tratamento continua
sendo um importante assunto na medicina perinatal. O correto diagnostico e o
tratamento adequado da anemia levam a diminui¢do dos riscos maternos e
fetais (BREYMANN, 2002).

As gestantes anémicas tém sérias consequéncias clinicas. Ha maior
risco de morte materna, sobretudo por hemorragia. As gravidas que sofrem de
anemia grave estdo menos aptas a suportar a perda de sangue e podem
necessitar de uma transfusdo. A anemia na gestagcdo também esta associada a
um aumento de nati-mortos, de mortes perinatais, de nascimento de bebés
com baixo peso e de prematuridade (WHO, 2005).

Por meio de formulario respondido pelas gestantes, foi possivel tracar
alguns aspectos do perfil sociodemografico dessa populagédo. A idade média
das gestantes, no presente estudo, foi 26 anos e destacou-se o fato de 19,3%
delas estarem entre a faixa etaria de 10 a 19 anos, consideradas gestantes
adolescentes segundo critérios da Rede Interagencial de Informag¢des para
Saude (RIPSA, 2002). A gestacdo na adolescéncia ndo é s6 um problema
clinico que torna mais dificil o acompanhamento médico; € um problema social,
porque interfere na vida da mulher, alterando suas perspectivas e também as
de sua familia. Gravidas adolescentes iniciam mais tardiamente o pré-natal e
realizam um menor numero de consultas, quando comparadas as mulheres
adultas (CARVALHO; ARAUJO, 2007; PINTO et al., 2005).

Este trabalho revelou que 64,4% das gestantes apresentavam um grau
de escolaridade acima do ensino fundamental completo, portanto estdo aptas a
entender sobre a pesquisa e a receber orientagdo da anormalidade, quando
identificada. No entanto, 35,6% possuiam ensino fundamental completo ou
incompleto ou sem estudos e dentre estas estdo incluidas as gestantes
consideradas analfabetas funcionais. Esta denominacdo foi atribuida as

pessoas com estudos inferiores a quatro anos que, mesmo tendo aprendido a
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decodificar minimamente a escrita, geralmente frases curtas, ndo desenvolve a
habilidade de interpretagdo de textos (PINTO et al., 2005). Ha a necessidade
de orientagdo dessas gestantes analfabetas funcionais de modo formal, para
melhor compreensdo quanto a hemoglobinopatia detectada.

A mistura étnica foi detectada na populacdo estudada. Das 233
gestantes, 113 (48,5%) declararam-se caucasdides e 120 (51,5%) né&o
caucasoéides esses resultados refletem a colonizacdo de Mato Grosso do Sul
que recebeu imigrantes alemaes, portugueses, espanhdis, paraguaios,
italianos, japoneses e sirio-libaneses; e migrantes mineiros, paulistas,
nordestinos e gadchos entre outros (WIKPEDIA, 2008).

Considerando o perfil sociodemografico encontrado nesse estudo, e que
as hemoglobinopatias e as anemias em geral tém alta variabilidade nas
manifestagdes clinicas, ressalta-se a importancia do diagnostico precoce e
correto de uma anemia para adequado tratamento e acompanhamento das

gestantes durante o pré-natal.
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7 CONCLUSOES

A frequéncia de hemoglobinopatias nas gestantes analisadas foi 12% e
das anemias em geral foi 18%, ressalta-se a importancia do correto diagnostico
da anemia para tratamento adequado levando a diminuicdo dos riscos
maternos e fetais.

As frequéncias dos tipos de hemoglobinopatias detectadas foram:
provavel HbH: 7,8%; Hb AS: 3%; Hb AC: 0,8%; talassemia B intermediaria:
0,4%. Ressalta-se a necessidade da confirmacdo de HbH por técnicas de
biologia molecular.

As frequéncias dos tipos de anemias identificadas de acordo com os
indices hematimétricos foram:

- anemia normocitica e normocroémica: 12,4%;
- anemia macrocitica: 3,5%;
- anemia microcitica e hipocrémica: 2,1%.

O perfil s6cio demografico apresentado pelas gestantes pesquisadas foi:
- 26 anos foi a idade média e 80,7% tinham 20 anos ou mais;

- arenda de 84,5% das gestantes era de até 5 salarios minimos;
- 51,5% possuiam ensino médio completo ou incompleto;

- 43,8% nasceram no municipio de Campo Grande;

- 22,3% das gestantes eram sul-americanas e 22,3% européias.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre a presenca de
hemoglobinopatias e etnia.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre a presenca de
hemoglobinopatias e abortamento.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre a presenga de
hemoglobinopatias e periodo gestacional.

N&o houve diferenga estatisticamente significativa entre gestantes
portadoras ou n&o de hemoglobinopatias e a presenca de anemia.

Conclui-se que por meio das frequéncias de hemoglobinopatias e de
anemia encontradas, e o perfil sociodemografico tragado da populacéo de
gestantes estudadas, evidencia a importancia do diagndstico precoce e correto
das anemias que aponta indicadores que podem embasar agcdes preventivas e
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assistenciais, visando a reducdo da morbimortalidade materna e neonatal no
ambulatorio de Ginecologia e Obstetricia do HU/UFMS de Campo Grande —
MS. Portanto, diante dos resultados obtidos, sugere-se:

- inclusao do diagndstico laboratorial das anemias hereditarias nos exames pré-
natais.

- formagdo de uma equipe multidisciplinar especializada em hemoglobinopatias
para participar de programas de educacéao, orientacdo e acompanhamento das
gestantes adolescentes e adultas, e realizar aconselhamento genético aos
casais de risco.

- introdugdo da disciplina Hematologia Aplicada em todos os curriculos dos
cursos de graduagao da area da saude.

- avaliacdo dos grupos de gestantes com anemia e sem anemia com as

variaveis obstétricas e perinatais.
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ANEXO A

AN
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul !‘:ﬁ‘\§
Comité de Etica em Pesquisa /CEP/UFMS ¥ %\.‘5

AT

Carta de Aprovagdo

A minha assinatura neste documento, atesta que o protocolo n° 873 da
Pesquisadora Tatiana Mary Sakamato intitulado ‘“Deteccdo da fregiiéncia de
hemoglobinopatias em gestantes atendidas no Hospital Universitdrio da UFMS” e o
seu Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, foram revisados por este comité e
aprovados em reunido Ordindria no dia 11 de dezembro de 2006, encontrando-se de

acordo com as resolugoes normativas do Ministério da Saiide.

Campo Grande, 11 de dezembro de 2006.

Comité de Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

http:/iwww.propp.ufms. bribigetica/cep/
bioetica@propp.ufms.br

fone OXX67 345-7187
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ANEXO A

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul g <A
Comité de Etica em Pesquisa /CEP/UFMS S

Carta de Aprovagdo

A minha assinatura neste documento atesta que o protocolo n° 873 da Pesquisadora
Tatiana Mary SaRamoto intitulado “Deteccdo da freqiiéncia de hemoglobinopatias em
gestantes atendidas no Hospital Universitdrio da UFMS, Campo Grande-MS” e o seu Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido, foram revisados por este comité e aprovados em
reunido Ordindria no dia 11 de dezembro de 2006, e seu titulo emendado para “
Hemoglobinopatias e anemias em gestantes no Hospital Universitdrio de Campo Grande-MS”

em 13 de marco de 2008, encontrando-se de acordo com as resolugcées normativas do

Ministério da Saiide.

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da UFMS

Campo Grande, 17 de margo de 2008.

Comité de Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
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http://www.propp.ufms.br/bioetica/cep/
bioetica@propp.ufms.br

fone 0XX67 345-7187

ANEXO B

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO
GROSSO DO SUL

COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES
HUMANOS/CEP

DECLARAGAO DE USO DE MATERIAL BIOLOGICO E DADOS
COLETADOS

Declaramos, para os devidos fins, que os dados e as informagdes coletadas serdo
usados exclusivamente para os fins previstos no protocolo intitulado: "

Campo Grande, de de 2006.

Investigadora Principal
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APENDICES



APENDICE A

Campo Grande, __ de de 2006.

Aos profissionais do setor do Ambulatério de Ginecologia e Obstetricia:

Temos a satisfacdo de comunica-los a realizagdo da pesquisa intulada
por “Deteccéo e prevencédo de hemoglobinopatias em gestantes atendidas no
Hospital Universitario da UFMS, Campo Grande — MS” a ser desenvolvida
neste setor. Este estud ocorrera a partir de novembro de 2006 em dias
previamente agendados.

Informamos ainda que o projeto esta regulamentado pelo Comité de
Etica e do Conselho Diretivo do Hospital Universitario, conforme documentos
(ANEXO A e B)

Solicitamos a colaboracao e colocamo-nos a disposi¢ao para os
esclarecimentos necessarios.

Tatiana Mary Sakamoto
Mestranda
Farmacéutica-Bioquimica

Profa Dra Maria Lucia Ivo
Orientadora do projeto
Enfermeira
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APENDICE B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Por este instrumento particular declaro para os devidos fins éticos e
legais que
Eu, ,
RG, , concordo voluntariamente em participar da pesquisa:
“Deteccgao e prevencao de hemoglobinopatias em gestantes no Hospital
Univeresitario da UFMS, Campo Grande — MS”, sob responsabilidade da
farmacéutica-bioquimica Tatiana Mary Sakamoto, CRF 2042/MS. Declaro que
tomei consciéncia e fui esclarecida de maneira a ndo restarem duvidas sobre a
minha participagédo no estudo, de acordo com os termos abaixo relacionados:

1- Fui esclarecida que para a minha participacao sera realizada a coleta de
sangue para a pesquisa de hemoglobinopatias anormais e que esse
procedimento ndo implica em riscos para a minha pessoa.

2- Concordei em participar desta pesquisa por livre e espontanea vontade,
sem qualquer despesa de minha parte, mas sem qualquer tipo de
pagamento por esta colaboragéo.

3- A saida da pesquisa pode ser feita a qualquer momento, sem nenhuma
consequéncia ou prejuizo para sua pessoa ou sua familia.

4- Fui esclarecida que tenho garantia de receber resposta a qualquer
pergunta, duvida ou esclarecimento que julgue necessario acerca dos
assuntos relacionados a esta pesquisa. Assim poderei entrar em contato
pelo telefone (67) 3345-3173 (farmacéutica-bioquimica Tatiana Mary
Sakamoto).

5- Os resultados da pesquisa serao publicados em revistas cientificas, no
entanto, sua identidade sera mantida em sigilo, ndo sendo revelada em
momento algum.

Objetivo e informagdes gerais da pesquisa:

A populagéo brasileira apresenta genes para as hemoglobinas anormais
com frequéncias variaveis e influenciadas por seus grupos raciais formadores.
Portanto, deteccdo dos portadores destas alteragcbes genéticas €& de
importancia para a saude publica, pois representam fonte de novos
heterozigotos (ndo doentes) e de possiveis homozigotos (doentes). O controle
das hemoglobinopatias tem sido possivel por meio do aconselhamento
genético e diagnostico precoce. O acompanhamento clinico dos homozigotos,
o esclarecimento dos heterozigotos e em especial dos casais de risco, pode
contribuir para evitar o nascimento de criangas portadoras de uma patologia
genética, muitas vezes letal. Por essas razdes o presente trabalho tem como
objetivos: detectar hemoglobinopatias em gestantes visando efetuar a
prevencao, e a conscientizacdo das portadoras.

Participantes da pesquisa:

Participardo da pesquisa gestantes voluntarias de qualquer idade
atendidas pelo ambulatério da ginecologia e obstetricia do Hospital
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Universitario da UFMS (critério de inclusdo). Serdo excluidas da pesquisa a
gestante indigena ou doente mental (critério de exclusao).

Como sera sua participagao:
Sera realizada a coleta de sangue para a pesquisa de hemoglobinas
anormais

Incovenientes:

A coleta de sangue, as vezes, pode ser seguida de dor e/ou
hematoma (rouxid&do) no local da pungao, que pode durar de 3 a 5 dias. Até o
momento nado foram identificados outros riscos para a sua saude, com este
procedimento.

Acompanhamento e assisténcia:

1- A Sra podera obter beneficio pessoal de ser informada e
esclarecida sobre a presenga de algum tipo de hemoglobina
anormal.

2- As portadoras detectadas receberdo folhetos que serdo

devidamente explicados, carteirinha de identificacdo sobre o tipo
de anemia hereditaria encontrada.

3- O médico ginecologista Dr. Ernesto Anténio Figueiré Filho, CRM
3485/MS, do Departamento de Ginecologia-Obstetricia do
Hospital Universitario da UFMS, juntamente com a pesquisadora
serdo responsaveis pelos esclarecimentos da hemoglobina
anormal detectada e sera feito o encaminhamento ao meédico
hematologista quando necessario.

Desta forma, uma vez lidos e entendidos tais esclarecimentos, dato e assino
este Termo de Consentimento em duas vias, por estar de pleno acordo com o
teor do mesmo, ficando uma em minha posse.

Campo Grande, MS, de de 2007

Participante (maior de idade), pais ou responsavel (se a gestante for menor de
idade)

Farmacéutica-bioquimica Tatiana Sakamoto
Pd6s-graduanda
LAC-HU-UFMS
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APENDICE C

DETECCAO DE HEMOGLOBINOPATIAS EM GESTANTES

FORMULARIO: DATA DA COLETA:

I- VARIAVEIS DEMOGRAFICAS:

DATA DE NASCIMENTO:

ENDERECO:

PROCEDENCIA: NACIONALIDADE:

DESCENDENCIA: ( )CAUCASOIDE ( )NAO CAUCASOIDE

Renda familiar em salarios minimos: 1 a5 ( );6a 10 ( );acimade 10 ( )
Escolaridade: Primeiro grau ( ); Segundo grau; ( ); Superior ( )

II- INFORMACOES GERAIS:

E a primeira gravidez? Sim ( ); Ndo ( ) Quantos filhos?

Teve algum aborto? Est4a com quantos meses de gravidez?
Tem anemia? Sim ( ); Nao ( ); Nao sei ( ). Ha quanto tempo?

ITII- DADOS LABORATORIAIS

GV: Hb: Ht: VCM: HCM: CHCM:

PESQUISA DE HEMOGLOBINAS:

TESTES RESULTADOS REFERENCIA NORMAL
Eletroforese alcalina AA

Eletroforese acida AA

Morfologia eritrocitéria Normocitose

Resisténcia globular (0,36%) Negativo

Dosagem de Hb Fetal 0al%

Dosagem de Hb A2 2,5a3,7%

Pesquisa de Hb H Ausente

Teste de Falcizagdo Negativo

Conclusao
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APENDICE D

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
NUCLEO DE HOSPITAL UNIVERSITARIO
Secdo de Andlises Clinicas

Projeto de Pesquisa:

Deteccéio de Hemoglobinopatias em Gestantes ‘

VOCE TEM ANEMIA HEREDITARIA?

A anemia hereditaria € um tipo de anemia que & transmitida de pais
para filhos. Esse tipo de anemia pode passar por muitas geragoes. A
anemia hereditaria se manifesta de duas formas basicas: a imperceptivel
e a perceptivel.

A forma imperceptivel & caracterizada por anemia de grau muito
leve, e somente ¢ identificada por exames laboratoriais especificos.

A forma perceptivel tem anemia grave e é percebida devido a
palidez acentuada, muita fraqueza, mal estar geral, e ictericia em alguns
casos. A sua identificagao tem de ser confirmada através de exames de
sangue.

Existe a possibilidade de transmiss&do de anemia hereditaria pela
méae com anemia imperceptivel. Se o casal, pai e mae, tém as formas
imperceptiveis, ha a chance de gerar filhos com a forma grave.

Os riscos de uma anemia hereditaria ndo sao grandes a ponto de
contra-indicar uma gravidez, mas sera necessario o acc')mpanhamento
médico para uma gravidez trangiiila e sem riscos para mae e o bebé.

‘ FONTE: NAOUM, 1987.
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| | UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
NUCLEO DE HOSPITAL UNIVERSITARIO
UFMS Secéo de Andlises Clinicas

Projeto de Pesquisa:
Deteccdo de Hemoglobinopatias em Gestantes

TALASSEMIA HETEROZIGOTA
(TALASSEMIA MENOR)

A talassemia heterozigota ou talassemia menor & o nome
dado a um tipo de anemia hereditaria presente numa pessoa
aparentemente sadia. A essa pessoa &, portanto, um portador
assintomatico (ndo doente) de uma alteragdo da hemoglobina, que
& uma proteina que se encontra no interior dos gldbulos vermelhos.

Nessa alteragéo o portador de talassemia heterozigota tem
seus glébulos vermelhos com o tamanho diminuido, em relagdo a
outra pessoa sem talassemia. A diminuigéo do tamanho dos glébulos
vermelhos reduz a quantidade de hemoglobina dentro dessas células
no sangue.

Como se sabe, todo oxigénio que respiramos € transportado pela
hemoglobina e distribuido por todo organismo. O oxigénio & nossa
principal fonte de energia. Assim,quando ocorrer diminuigéo da
quantidade de hemoglobina - & na talassemia heterozigota esse fato
acontece de forma discreta - o oxigénio transportado também diminui.
Sendo o oxigénio a principal fonte de energia, sua diminuigdo embora
pequena nesse caso, pode causar periodicamente: cansaco, dores
musculares nas pernas e palidez discreta.

iy

glébulos vermelhos globulos vermelhos
normais “pequenos”




A talassemia heterozigota pode provocar discreto grau de
anemia, entretanto, sua identificagdo somente é feita por exames
laboratoriais especificos.

A pessoa que é portadora de talassemia heterozigota tem um
desenvolvimento fisico, sexual e intelectual normal.

Se vocé gestante é portadora desta anemia hereditaria é
importante que seu companheiro e filhos fagam também este exame
para saber se também sé&o portadores de anemia hereditaria
imperceptivel, pois existe a possibilidade de nascer uma crianga que
podera receber as partes anémicas do pai e da mé&e e assim
aparecera uma anemia muito grave.

Para maiores informagdes procure seu médico e o Laboratorio
de Analises Clinicas, setor de Hematologia, do Hospital Universitario
da UFMS,

FONTE: NAOUM, 1987.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO,GRDSSO DO sUL
NUCLEO DE HOSPITAL UNIVERSITARIO
Secdo de Andlises Clinicas

Projeto de Pesquisa:
Detecgdo de Hemoglobinopatias em Gestantes

TRAGCO FALCIFORME
(FALCEMIA HETEROZIGOTA)

O trago falciforme € o nome dado a um tipo de anemia hereditaria
que a pessoa tem, mas nio percebe.

Essa pessoa €, portanto, um portador assintomatico (ndo doente)
de uma alteragdo da hemoglobina (Hemoglobina S), que & uma
proteina que se encontra no interior dos glébulos vermelhos.

O portador de trago falciforme ndo deve, entretanto, fazer uso de
dragas ou medicamentos que “queimam oxigénio”, por exemplo:
inalac&o de eter, lanca -perfume e anestesia geral sem oxigenagdo
suplementar. Também os exercicios fisicos muito intensos devem ser
evitados, pois “queimam oxigénio” com extrema rapidez. Da mesma
forma, devem ser evitado o mergulho prolongado e a pratica de
natagéo em aguas muito frias.

Todos esses cuidados estao relacionados com a diminuicdo de
oxigenio, pois quando falta quantidade suficiente deste gas em
pessoa que tem trago falciforme, os glébulos vermelhos se deformam,
mudando sua forma globular para a de “foice” ou “meia - lua”, dai o
nome falciforme.

® -

glébulos vermelhos glébulos vermelhos
normais em “ foice”
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Com a forma alterada, os globulos vermelhos além de nao
desempenhar com eficiéncia a sua fungao que € o transporte de
oxigénio, provocam, também, alteracdo na circulagéo do sangue, é
necessario dizer que esses efeitos sdo muito discretos no trago
falciforme, mas podem se tornar perigosos se a “queima de oxigénio”
ocorrer por longo periodo (anestesia geral sem suplementacéo de
oxigénio) ou se ocorrer de forma aguda (cheiro de eter ou langa -
perfume).

Se vocé gestante é portadora desta anemia hereditaria &
importante que seu companheiro e filhos fagam também este exame
para saber se também s&o portadores de anemia hereditaria
imperceptivel pois existe a possibilidade de nascer uma crianga que
podera receber as partes anémicas do pai e da mae e assim
aparecera uma anemia muito grave.

AT

—— AS
NORMAL NORMAL TRACO TRACO
AA AA AS S8
NORMAL NORMAL TRAGO DOENTE

Aidentificagdo de trago falciforme é realizada por meio de
exames laboratoriais especificos.

Para maiores informacgdes procure seu médico e o Laboratério
de Andlises Clinicas, setor de Hematologia, do Hospital Universitario
da UFMS, :

FONTE: NAOUM, 1987.



UNWERSI‘DADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
NUCLEO DE HOSPITAL UNIVERSITARIO
UFMS Ssecdo de Andlises Clinicas

Projeto de Pesquisa:

Detecgdo de Hemoglobinopatias em Gestantes ‘

DOENCA DA HEMOGLOBINA C

A doenga da Hemoglobina C € o nome dado a um tipo de anemia
hereditaria que a pessoa tem, mas n&o percebe.

Essa pessoa €, portanto, um portador assintomético (ndo doente)
de uma alterag&o da hemoglobina (Hemoglobina C), que é uma
proteina que se encontra no interior dos glébulos vermelhos.

Essa anemia néo & observada em exame de sangue (hemograma).
Somente com exames especiais € possivel identifica-la.

A pessoa que tem essa anemia é normal. Nao afeta o
desenvolvimento fisico, nem o mental ou sexual. Ndo ha nenhuma
proibigao & prética de esportes, alimentagdo ou medicamentos.

Se vocé gestante é portadora desta anemia hereditaria é importante
que seu companheiro e filhos fagam também este exame para saber se
existe a possibilidade de nascer uma crianga que podera receber as
partes anémicas do pai e da mae e assim apareceré uma anemia muito
grave.

Para maiores informacdes procure seu médico e o Laboratério de
Analises Clinicas, setor de Hematologia, do Hospital Universitéario da

UFMS,
‘ FONTE: NAOUM, 1987.
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IDENTIDADE DE ANEMIA HEREDITARIA

Nome

Data do nascimento / /
Data do diagnostico / /
Tipo de Anemia

UFMS - SEAC/NHU
Campo Grande - MS

O portador de talassemia heterozigota ndo deve tomar
remedios e nem vitaminas que contenham ferro ou sais
ferrosos, pois o sangue de quem tem talassemia sempre
apresenta quantidade suficiente de ferro. Assim, ao ser to-
mado, o ferro do medicamento vai para o sangue, aumen-
tando a sua quantidade. O ferro em excesso no sangue é
muito perigoso, pois se deposita em determinados 6rgdos
(ex: figado, bago, coracdo), nas veias e nos tecidos, alte-
rando-lhes as funcdes e, com o passar do tempo pode pro-
vocar outras doengas. Recomendamos que vocé informe os
meédicos por ocasido das consultas, sobre esse tipo de ane-

mia hereditaria que vocé tem.
FONTE: NAOUM, 1987,

~\
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APENDICE E

Tabela 9 — Numero e porcentagem de gestantes analisadas segundo
ascendéncia e naturalidade, Hospital Universitario/lUFMS — 2007 (n

= 233)
Variaveis N°. %
Ascendéncia !
Nao sabem 119 51,1
Paraguaia 46 19,7
Italiana 29 12,4
Africana 18 7,7
Espanhola 13 5,6
Alema 10 4,3
Portuguesa 9 3,9
Francesa 2 0,8
Grega 1 0,4
Hungara 1 0,4
Argentina 1 0,4
Arabe 1 0,4
Japonesa 1 0,4

Naturalidade
Campo Grande — MS 102 43,8

Interior de MS 67 28,8
Estado de SP 25 10,7
Estado do PR 14 6,0
Estado de MT 4 1,7
Estado de SC 4 1,7
Estado do CE 3 1,3
Estado do RS 3 1,3
Estado da BA 2 0,9
Estado de MG 2 0,9
Distrito Federal 2 0,9
Estado de TO 1 0,4
Estado de RO 1 0,4
Estado de GO 1 0,4
Estado de AL 1 0,4
Paraguai 1 0,4

(1) Cada-gestante podia indicar uma ou mais ascendéncias.



