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Resumo

As hemoglobinopatias, devido a sua alta morbidade e mortalidade, tém sido consideradas
um problema de saude publica no Brasil, onde ainda existem muitos casos de pacientes
sem diagndstico e aconselhamento genético, para que possam entédo decidir sobre a
geracgéao de sua prole. O presente estudo analisou o caso de uma crianga com suspeita de
anemia falciforme juntamente com seu grupo familiar composto por trinta individuos. Os
testes realizados foram: eritrograma, eletroforese de hemoglobina em pH alcalino, teste
de falcizagdo, dosagem de hemoglobina A2. Individuos do grupo familiar com casos
inconclusivos foram submetidos a Cromatografia Liquida de Alta Performance. Os resulta-
dos obtidos foram: trés casos de portadores de trago falciforme, cinco casos de -talassemia
e um individuo portador de HbAS/B-talassemia. Os resultados demonstraram a importan-
cia do diagnéstico precoce e da triagem populacional para os individuos pertencentes a
este grupo familiar; assim poderéo ser informados, através de aconselhamento genético,
sobre os possiveis riscos para a geragao futura de sua familia, pois trata-se de uma
doenga que causa anemia hemolitica crénica incuravel.
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INTRODUCAO

Hemoglobinopatias sdo doengcas que acometem os
genes responsaveis pela sintese das hemoglobinas. O prin-
cipal exemplo é a anemia falciforme, que € uma hemo-
globinopatia genética, hereditaria, de alta morbimortali-
dade." Essa anemia é caracterizada por um mutacéo pon-
tual (GAG-GTG) nos genes da globina beta da molécula de
hemoglobina, acarretando substituicdo de aminoacido aci-
do glutamico por valina na sexta posicao, originando a
hemoglobina anémala S (HbS).?

A hemoglobina S pode se manifestar de trés formas:
Anemia falciforme, doenca falciforme e traco falciforme. A
anemia falciforme manifesta-se em individuos homozigotos
para a hemoglobina S, a doenca falciforme em pacientes
heterozigéticos em combinagé@o com outras hemoglobinas
anormais com grau de gravidade variado: interagdo da
hemoglobina C (Hb SC), associagcédo com talassemia beta
(lesdo parcial [B+] ou total [3°] do gene B),® e o trago
falciforme, que se manifesta em interacdo com hemoglobina
normal A. As HbS e C sédo de origem da raca negra, en-
guanto que as talassemias sao de origem mediterranea. Po-

rém, a intensa miscigenacao no Brasil favorece o apareci-
mento de associagées de hemoglobinopatias em um mes-
mo individuo (HbS/talassemias).

As complicagdes clinicas podem ser raras para alguns
individuos que possuem a mutagcdo em apenas um gene
(AS), enquanto que, para outros, associados a determina-
do fatores quimicos e ambientais, a sintomatologia pode
ser relativamente frequente, conferindo a estes individuos
uma importancia clinica.® As caracteristicas fisico-quimicas
das moléculas da hemoglobina S diferentemente de Hemo-
globina A, levam a polimerizacédo, ocasionando a deforma-
¢ao dos eritrécitos, que passam a ser denominados de cé-
lulas em foice.?

As alteragdes laboratoriais encontradas com maior
frequéncia na anemia falciforme s&@o diminui¢gdo nos valo-
res séricos de hemoglobina e hematécrito, aumento do nu-
mero de reticulécitos e diminuicdo no tempo de vida das
hemacias. O diagnéstico laboratorial da anemia falciforme
consiste na identificacdo da HbS por meio dos testes, de
eletroforese de hemoglobina em pH alcalino, focalizacao
isoelétrica e ou cromatografia liquida de alta performance
(HPLC), que é considerado padrao ouro.®
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Dentre as complicagdes clinicas mais frequentes em
pacientes portadores da anemia falciforme estdo a anemia
hemolitica crénica, a vasculopatia cerebral, insuficiéncia re-
nal, pulmonar e cardiaca, as crises dolorosas agudas
osteoarticulares, as lesGes cronicas com asplenia funci-
onal, que ocorrem por conta da oclusdo da microvas-
culatura com isquemia tecidual.?”

A p-talassemia em sua forma heterozigota (p-talas-
semia menor) tem como caracteristica a elevacao dos ni-
veis séricos de Hb A2 e/ou Hb Fetal em casos classicos, e
em sua forma mais grave, a -talassemia maior, caracteri-
za-se geralmente pela auséncia completa da sintese de
cadeias beta globinicas e anemia grave.®9

Esse artigo teve como objetivo, avaliar um grupo fa-
miliar, e demonstrar a importancia do diagnéstico precoce
das hemoglobinopatias, tanto em individuos em homozigose
quanto em heterozigose.

MATERIAL E METODOS

Todos os individuos do estudo tiveram cadastros rea-
lizados e os resultados liberados, no sistema de gestédo
laboratorial PC Lab Online®. Todas as etapas realizadas
no trabalho ocorreram no periodo de Dezembro de 2015 a
Abril de 2016. O trabalho foi realizado com aprovacgéo do
Comité de Etica e Pesquisa da PUC-GO, parecer 235.376
de 20/03/2013.

Grupo familiar

Foi realizado um estudo em um grupo familiar conten-
do trinta individuos, sendo pai e avd da criangca nédo perten-
centes a mesma linhagem sanguinea, atendidos no Labora-
tério Clinico da Pontificia Universidade Catélica de Goias
(LAC-PUC-GO),sob investigacéo de trago falciforme.

Exames laboratoriais
Todos os individuos foram submetidos a avaliagédo do
eritrograma, eletroforese de hemoglobinas em pH alcali-

no, teste de falcizacdo e dosagem de hemoglobina A2. Para
arealizacao dos exames foram coletados de 4 a 5 mL de
sangue total, em tubo contendo anticoagulante EDTA (Fi-
gura1).

Eritrograma

Os eritrogramas foram realizados em Contador
Hematol6gico XE-2100D da Sysmex®, que determinou
os seguintes parametros: hemacias, hemoglobina total,
hematocrito, indices hematimétricos (VCM, HCM, CHCM)
e o grau de anisocitose (RDW).

Eletroforese de Hemoglobinas em pH alcalino

Para a andlise qualitativa das fracdes de hemoglobina,
as moléculas foram separadas por eletroforese de
hemoglobina em pH alcalino em fita de acetato de celulose
e tampao Tris-glicina (TEB), sendo que o hemolisado foi
preparado em uma placa de porcelana com 100 pL de san-
gue total e 200 pL de saponina a 1%. Em uma cuba
eletroforética foram adicionados 50 mL de TEB em cada
lado da cuba, com a fita estendida sobre a ponte do apare-
Iho. Aleitura dos resultados foi realizada ap6s quarenta mi-
nutos, segundo técnica descrita por Naoum PC.?

Teste de Falcizagéo

Utilizaram-se 5 pL de sangue total e 10 yL de meta-
bissulfito de s6dio a 1% aplicados em uma lamina, cober-
tos por uma laminula vedada com esmalte. Feito isso, a
lamina foi colocada em camara Umida em repouso por 24
horas e, apés, realizada a leitura segundo técnica des-
crita por Naoum PC.?

Dosagem de Hemoglobina A2

A dosagem de Hemoglobina A2 foi realizada pelo
método de intercambio idnico sem interferéncia de HbS uti-
lizando o kit comercial da BioSystems®. O hemolisado foi
preparado com 50 puL de sangue total e 200 pL de agua
purificada. Apéds, o procedimento foi realizado de acordo
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Figura 1. Fluxograma metodolégico.
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com as recomendagcdes do kit. Foi feita a leitura em espec-
trofotdometro da marca Celm®, em comprimento de onda
de 415 nm.

RELATO DE CASO

Paciente PLMSJ, sexo masculino, seis meses de
idade, foi encaminhado para uma entidade de defesa de
direitos, filantrépica e de utilidade publica de sua regiao
apos realizacdo do teste do pezinho com suspeita de
anemia falciforme. Ao comparecer a unidade, os pais foram
informados que o sangue do mesmo ainda estava muito
neonato e ndo poderia ser concluido o diagnéstico. Foram
orientados a retornar a unidade quando a crianga
completasse 1 ano para realizar novos exames. A mae
GMS, e o pai OJJ procuraram o LAC-PUC-GO, para
realizacéo de exames e investigacdo da possivel doenca.
Foi entdo iniciado um estudo do grupo familiar, onde to-
dos os familiares procuraram o laboratério para a realiza-
¢do dos exames. Os bisavés maternos da crianga, ja fa-
lecidos, possuem dez filhos, dos quais nove comparece-
ram a unidade com seus respectivos descendentes para
realizacéo dos exames, ndo sendo possivel obtencéo de
dados do grupo familiar paterno (Figura 1).

Historico familiar

A avé da Crianca, VMAS, 57 anos, apresentou resul-
tados compativel com trago falciforme (eritrograma normal,

eletroforese em pH alcalino HbA/S, teste de falcizagéo po-
sitivo).

O avd da crianga, CSS, 58 anos, apresentou resul-
tado compativel B-talassemia menor (eritrograma: micro-
citose moderada, hipocromia leve, anisocitose e presen-
ca de hemacias em alvo, dosagem de HbA2 - 4,5% [VR=
1,30 a 3,70%]). O tio materno, JAMS, 29 anos, apresen-
tou uma associagdo de HbS e [p-talassemia menor
(eritrograma normal, eletroforese em pH alcalino perfil
HbA/S, teste de falcizacao positivo, dosagem de HbA2 -
4.90%).

A tia-avo, MHTM, 48 anos, e uma de suas filhas
(LCMS, 22 anos) obtiveram resultados compativel com tra-
co falciforme (MHTM: eritrograma normal, eletroforese em
pH alcalino perfil HbA/S, teste de falcizacao positivo, Do-
sagem de HbA2 - 2,48%. LCMS: eritrograma normal,
eletroforese em pH alcalino perfil HbA/S, teste de
falcizac@o positivo, dosagem de HbA2 - 3,10%).

MTC, tia-avé, 69 anos, e uma de suas filhas (LGS)
obtiveram resultados compativel com p-talassemia me-
nor (MTC: heritrograma: anemia normocitica e normo-
cromica, eletroforese em pH alcalino perfil HbAA, teste
de falcizacao negativo, dosagem de HbA2 - 4,64%. LGS:
eritrograma normal, eletroforese em pH alcalino perfil
HbAA, teste de falcizagdo negativo, dosagem de HbA2 -
4.50%).

Os demais individuos do grupo familiar, apresenta-
ram resultados dentro dos valores de referéncia esperado
(Figura 2).
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Historico da crianca

PLMS, no primeiro ano de vida, o eritrograma revelou
anemia microcitica e hipocrémica. Ao se observar a lamina,
foi constatada a presenca de microcitose moderada, hipo-
cromia leve, anisocitose e hemacias em alvo. A eletroforese
em pH alcalino revelou perfil HbA/F, o teste de falcizacao foi
negativo, dosagem de HbA2 - 3,50%. A mae apresentou no
eritrograma alteragdes de VCM e HCM; em microscopia foi
observada microcitose e hipocromia leve. A eletroforese em
pH alcalino revelou perfil HbAA, teste de falcizacdo negati-
vo, dosagem de HbA2 - 5,20%. O pai da crianga apresen-
tou todos os resultados dentro dos padrdes de normalida-
de. Ao comparecer novamente na unidade, no dia 07/04/
2016, apds a crianga completar um ano, novos exames fo-
ram realizados na méae, na crianca e no pai pelo método de
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC), para
elucidagao dos resultados inconclusivos, que confirmaram
a elevacgéao dos niveis de Hb A2 da mae e Hb Fetal da crian-
¢a e os resultados normais do pai (Tabela 1).

Os dados analisados, mostraram que a crianga, pos-
sui -talassemia menor. Todos os membros do grupo fami-
liar até entdo ndo possuiam nenhum tipo de diagnéstico.

Foi possivel observar que a mée e o avd materno sédo
portadores de -talassemia menor, e a avé materna, por-
tadora de trago falciforme. Ambos nédo tiveram o aconselha-

mento genético para decidir sobre a geragao de sua pro-
le. Assim, o filho mais novo e tio da crianga herdou cada
um dos genes dos pais, sendo portador de HbS/p-talas-
semia menor. Gasparini et al. também observaram em
um relato de caso na Argentina a associagcdo entre 3-
talassemia e hemoglobinopatia S, reforcando a associa-
¢do entre ambas as alteragdes, devido a intensa miscige-
nacao mundial.

Guimarées et al.'"® descreveram a importancia do
aconselhamento genético na resolugdo de problemas no
campo da hereditariedade, ajudando a compreender sobre
as caracteristicas da doenca, os possiveis riscos de recor-
réncia em seus familiares, envolvendo todos os aspectos,
sendo eles educacionais e reprodutivos, para que eles pos-
sam decidir futuramente sobre a sua continuagéo familiar.

No histérico familiar foram observados dois casos
de beta talassemia e trés casos de traco falciforme em
pacientes isolados.

Segundo o Programa Nacional de Triagem Neonatal
(PNTN) de 2008, do Ministério da Satide, nascem no Bra-
sil 3 mil criangas por ano com Doenca Falciforme (DF) e
200 mil com trago falciforme. Devido a prevaléncia eleva-
da no Brasil, é considerado um problema de saude
publica.®® Como os bisavos da crianga séo falecidos nédo
foi possivel esclarecer a origem da p-talassemia menor
ou a origem do traco falciforme.

Tabela 1- Resultados do teste Cromatografia Liquida de Alta Performance para confirmagéo do diagnéstico

HPLC
Pacientes Hemoglobina A Hemoglobina A2 Hemoglobina S Hemoglobina Fetal
Mae 92.4% 5.6% 0.0% 2.0%
Pai 96.7% 3.0% 0.0% 0.3%
Crianga 71.2% 3.3% 0.0% 25.5%
Valores de Referéncia 94.30 a 96.50% 2.50 a 3.50% 0.0% 0.00 a 2.00%

Fonte: sistema de gestédo laboratorial PC Lab Online®

CONCLUSOES

O aconselhamento genético para portadores
heterozigotos do tracgo falciforme é recomendado pela Or-
ganizacédo Mundial da Saude (OMS), evidenciando o diag-
nostico precoce, pois se trata de um problema de saude
publica. O casamento de dois heterozigotos HbA/S ou o ca-
samento de individuos HbA/S com heterozigotos portado-
res de outras hemoglobinopatias, como por exemplo a 3-
talassemia menor, relatada no presente estudo, pode gerar
criangas com anemias hemoliticas crénicas e incuraveis.
Essas pessoas que apresentam risco de gerar filhos com a
doenca falciforme tém o direito de serem informadas pelo
aconselhamento genético dos possiveis riscos e caracte-
risticas da doenca, respeitando os aspectos hereditarios e
demais informacgdes clinicas da doenca.
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Abstract

Hemoglobinopathies, due to their high morbidity and mortality, have been
considered a public health problem in Brazil, where there are still many
cases of patients without diagnosis and genetic counseling, so that they
can then decide on the generation of their offspring. The present study
analyzedthe case of a child suspected of having sickle cell anemia together
with his family of 30 individuals. The tests performed were erythrogram,
hemoglobin electrophoresis at alkaline pH, sickle cell test, hemoglobin
A2 dosage. Individuals from the family group With inconclusive cases
were submitted to High Performance Liquid Chromatography. The results
were: three cases of patients with sickle cell trait, five cases of -
thalassemia and one individual with HbAS/p-thalassemia. The results
demonstrated the importance of early diagnosis and population screening
for individuals belonging to this family group, thus, they can be informed
through genetic counseling about the possible risks to the future generation
of their family, since itis a disease that causes incurable chronic hemolytic
anemia

Keywords
Sickle cell anemia; beta-Thalassemia; Hemoglobinopathies; Sickle
cell trait; Genetic counseling
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