estudos, Goiania, . 339, n. 2, p. 237-244, abr./jun. 2012.

PREVALENCIA
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Resumo: a anemia ferropénica, anemia das doengas cronicas, talasse-
mias (alfa e beta) e associagoes com as hemoglobinas variantes constituem
importante causas de anemias microciticas e hipocromicas. A talassemia
alfa é uma sindrome que envolve genes produtores de globina alfa e repre-
senta um grave problema de saiide global. O objetivo do presente estudo
foi determinar a prevaléncia de talassemia alfa como causa de anemia mi-
crocitica e hipocromica, utilizando-se os métodos laboratoriais cldssicos de
diagnostico.
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mia. Goids.

o Brasil, anemia ferropénica, anemia das doengas crdnicas, talasse-

mias (alfa e beta) e associagdes com as hemoglobinas variantes cons-

tituem importante causas de anemias microciticas e hipocromicas

(NAOUM; NAOUM, 2004). O diagndstico laboratorial é imprescindivel para o

esclarecimento do tipo da anemia (WOH, 2008), pois cada uma apresenta pato-
génese, progndstico e tratamento diferentes ( MATOS et al., 2008).

Particularmente, a talassemia alfa € uma sindrome que envolve genes

produtores de globina alfa e representa um grave problema de saide global

(DIAS-PENNA et al., 2010), pois é a mais comum das desordens genéticas

da hemoglobina no mundo (BERNARD et al., 2000) e atinge cerca 10% da



populacdo do Estado de Goids. Em outras regides do Pais, este nimero poder alcancar
até 20% da populacdo. A alta freqiiéncia e a diversidade de portadores na populacdo
brasileira se devem as diferengas na composi¢ao étnica das diferentes regides e a intensa
miscigenacao entre as etnias ocorrida ao longo da histéria do Brasil (MELO-REIS et
al., 2006A). As talassemias apresentam ampla distribui¢do mundial. A freqii€ncia de
talassemia beta € maior na Europa, em especial na Itédlia, sendo a causa mais frequente
de anemia microcitica e hipocromica. Um detalhe relevante € que a incidéncia de talasse-
mia beta s6 € menor que a incidéncia da anemia ferropriva. Em outras partes do mundo,
Asia e Africa, é alta a prevaléncia de talassemia alfa e hemoglobinas variantes
(BONINI-DOMINGOS, 2003; NAOUM,1999).

A talassemia alfa envolve dois genes: HBA1 e HBA2, que sdo copias ndo- alélicas,
naturalmente duplicadas e funcionais, que compdem o agrupamento dos genes
da hemoglobina localizado em 16p. A doenca é geralmente herdada como heranga
mendeliana autossdmica recessiva. Os loci alfa e beta determinam a estrutura de dois
polipeptidios que compdem a estrutura tetramérica da hemoglobina A (a282) do adulto.
A severidade da condigdo € diretamente ligada a quantidade de genes normais (3, 2, 1
ou nenhum) resulta em 4 sindromes diferentes para a talassemia alfa.

Morfologicamente, as talassemias sdo classificadas como anemias microciticas e
hipocromicas. Os valores dos indices hematimétricos dessas anomalias, principalmen-
te o VCM e HCM, apresentam-se diminuidos. O red cell distribution width (RDW)
também se apresenta alterado, indicando intensa anisocitose, que é definida como
sendo a variagdo da distribuicao do tamanho dos eritrécitos (SILVA; HASHIMOTO,
1999). Esse indice se deve a evolucao tecnoldgica ocorrida nas metodologias labora-
toriais para a quantificacio da variagdo das medidas das hemdcias (FAILACE, 1995;
NAOUM, 1997). O indice de anisocitose (RDW) € um parametro util na diferenciagao
das anemias microciticas e hipocromicas. Neste aspecto, nas anemias ferropriva o
RDW ¢ alto enquanto que nas talassemias € baixo. No primeiro caso, o RDW indica
heterogeneidade dos eritrdcitos, enquanto no segundo homogeneidade da populacdo
eritrocitaria (FAILACE, 1995; MELO et al., 2002; MELO-REIS, 2006B).

Apesar das formas graves das talassemias serem diagnosticadas facilmente,
formas mais leves podem ser interpretadas e tratadas como anemia ferropriva. No
entanto, as talassemias ndo respondem ao tratamento medicamentoso devido sua
etiologia (PEARSON et al., 1973; CUNNINGHAM, RISING, 1977). O objetivo
do presente estudo foi determinar a prevaléncia de talassemia alfa como causa de
anemia microcitica e hipocromica, utilizando-se os métodos laboratoriais cldssicos
de diagnéstico.

MATERIAIS E METODOS

As amostras de sangue utilizadas para a realizacao deste estudo foram colhidas em
conformidade com as diretrizes apontadas na Resolu¢dao no 196/1998-CONEP do Con-
selho Nacional de Satde. A doacdo consensual e voluntdria foi precedida da assinatura
de um termo de consentimento livre e esclarecido pelos participantes. A proposta do
estudo foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Santa
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Casa de Misericordia de Goiania. Foram excluidos do estudo, todos os casos que
possuiam conhecimento prévio da sua condi¢ao genética de heterozigoto ou de homo-
zigoto para as hemoglobinopatias.

No periodo de maio de 2005 a agosto de 2006 foram avaliadas 1084 amostras de
sangue, de pacientes que procuraram o servigo de apoio ao diagnoéstico oferecido pelo
Laboratoério de Estudo e Pesquisa de Anemias Hereditdrias Prof. Dr. Paulo Cesar Na-
oum (LEPAH), do Departamento de Biomedicina da Pontificia Universidade Catdlica
de Goids para realizacdo de exames.

As amostras sanguineas foram obtidas mediante a puncdo venosa periférica dos
participantes. As amostras foram coletadas diretamente em tubo a viacuo contendo 10 g/
dl de 4cido etilenodiamino tetracético (EDTA) como anticoagulante. Cada amostra foi
identificada, recebendo o nimero de registro, iniciais do nome, idade e data de coleta
em cada tubo. Todas as amostras foram analisadas e estudadas LEPAH. Os métodos
laboratoriais empregados no presente estudo foram:

Eritrograma: Contagem de células realizada eletronicamente em contador hemato-
16gico (ABX Pentra 60®, Montpellier, Franga). No exame, foram determinados nimero
de hemicias, dosagem de hemoglobina, valor do hematdcrito, indices hematimétricos,
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina celular média (HCM), concentracdo
da hemoglobina celular média (CHCM) e anisocitose (RDW). Os resultados da hema-
timetria associados a andlise visual da morfologia eritrocitdria sdo importantes para
compor as informagdes técnicas necessdrias para se chegar ao diagndstico laboratorial
das anemias microciticas e hipocrdmicas (NAOUM, 1997).

A identificacdo de beta talassemia menor foi realizada por eletroforese de hemoglo-
binaem pH alcalino. As dosagens de A2 por cromatografia de coluna foram confirmadas
por HPLC, que permitiu estimar a distribuic@o percentual das hemoglobinas A, A2
e fetal. Além dessas metodologias, foram também confeccionados esfregacos italia-
nos, para a observacgao da poiquilocitose sugestiva de beta talassemia. Posteriormente,
esfregacos sanguineos corados pelos corantes habituais (azul de metileno e eosina) da
hematologia laboratorial para confirmagao das alteracdes da morfologia, tamanho e cor
das hemdcias de cada um dos individuos deste trabalho.

Todos os dados obtidos dos procedimentos acima descritos foram, primeiramente,
anotados na ficha de resultados. Posteriormente, transcritos para uma planilha de cal-
culo do Excel=2007 (Microsoft Corporation, EUA) para a anélise estatistica descritiva,
teste de Tukey e ANOVA. Para as inferéncias estatisticas, estabeleceu-se um intervalo
de confianca de 95%.

RESULTADOS

Do total de 1084 amostras de sangue periférico recebidas no LAPAH para
diagndstico hematolégico, 224 (20,7%) atenderam ao critério de inclusido no es-
tudo, pois se apresentaram com anemia microcitica e hipocromica. Da populacado
estudada, 135 (60,3%) eram do sexo feminino e 89 (39,7%), do sexo masculino.
Os resultados obtidos das andlises para identificacdo de hemoglobinas variantes
estdo contidos Tabela 1.



Tabela 1: Distribui¢do dos perfis hemoglobinicos observados em 224 casos de anemia microcitica
e hipocromica, atendidos no LAPAH/PUC Goids de maio de 2005 a agosto de 2006, por sexo

Perfil eletroforético Mulheres F(%)1 Homens F(%) | Total F(%)
AA 67 29,9 56 25,0 123 54,9
AH (talassemia alfa) 27 12,1 15 6,7 42 18,8
AA com A2 diminuida 24 10,8 7 3,1 31 13,8
AA com A2 aumentada 6 2,7 4 1,8 10 4.5
ASH (talassemia alfa/HbS) 5 2,2 4 1,8 9 4,0
ACH (talassemia alfa/HbC) 2 0,9 1 0,4 3 1,3
AS 3 1,3 2 0,9 5 22
AC 1 0,4 0 0,0 1 0,4
Total 135 60,3 89 39,7 224 100,0

Legenda: 1Frequéncia percentual.

Anemia hereditéria foi diagnosticada em 70 pacientes, perfazendo 31,3% dos casos.
A talassemia alfa (Hb AH) foi a alteracdo hemoglobinica mais prevalente, encontrada
em 42 individuos (18,8%), e sua identificacdo laboratorial foi realizada por meio de
eletroforese de hemoglobina em acetato de celulose em pH alcalino e comprovada pela
pesquisa intra-eritrocitdria de agregados de Hemglobina H (NAOUM, 1999). A segunda
alteracdo mais prevalente foi a diminui¢@o da fracdo A2 em 31 individuos (13,80%),
especialmente observada nas mulheres do presente grupo de estudo.

Os resultados do teste de andlise de varidncia (ANOVA) e do teste de com-
paracdo multipla de Tukey encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2: Distribuicdo percentual por sexo dos perfis hemoglobinicos, valores de VCM e de RDW en-
contrados nos 224 casos de anemia microcitica e hipocromica diagnosticados no LAPAH/PUC Goids,
no periodo de maio de 2005 a agosto de 2006

VCM MEDIO RDW MEDIO

Perfil eleroforético Mulheres | Homens | p | Mulheres | Homens p Total
AA 75,0 76,2 0,14 15,3 15,1 0,43 123
AH ( talassemia alfa) 73,8 74,4 0,46 15,8 16,1 0,87 42
AA com A2 diminuida 71,0 73,2 |0,01 16,2 16,6 0,72 31
AA com A2 aumentada 66,4 68,1 0,20 11,3 11,5 0,91 10
ASH (talassemia alfa/HbS) 75,6 782 1025 14,9 14,5 0,98 9
ACH (talassemia alfa/HbC) 77,3 79,1 0,34 15,2 14,9 0,74 3
AS 74,2 76,5 10,10 12,4 13,0 0,92 5
ACH 73,3 - - 0,1 - - 1
Total 224
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Foram comparados o VCM, o sexo dos individuos e as alteracdes no perfil hemo-
globinico. Nao houve diferenga (p>0,05) entre os valores do VCM para individuos
com alfa talassemia, o mesmo foi constatado em relacdo a distribui¢do do sexo dos
individuos. Para os perfis, também nao houve diferenca quanto comparados VCM e
RDW médio para os dois grupos, de acordo com perfil eletroforético. Comparando-se
o valor médio do RDW para os grupos de acordo com o perfil eletroforético, ndo houve
diferenca entre os grupos (p>0,05).

DISCUSSAO

A anemia microcitica e hipocrémica constitui um problema de satide publica atin-
gindo cerca de 30% da populacdo do mundo (WHO, 2008). A causa mais comum para
este tipo de anemia € a deficiéncia de ferro na dieta. Entretanto, outras causas como a
ocorréncia de anemias hereditarias que cursam com microcitose e hipocromia também
contribuem para agravar este problema de saude. No Brasil, a grande heterogeneidade
genética caracterizada pela intensa miscigenacao racial da populacdo contribui para ele-
var a incidéncia das anemias hereditarias (CASTRO et al., 2008). Por isso, é necessario
na abordagem ambulatorial dos portadores de microcitose e hipocromia com ou sem
anemia sejam relacionados com a diversidade étnica de cada regido. Adicionalmente,
O diagnéstico laboratorial correto e preciso das diferentes etiologias das anemias é
importante para o individuo e sua familia, pois evita que os pacientes sejam submetidos
a tratamentos desnecessarios e possibilita a orientacdo adequada das familias acerca
dos riscos relativos da doenga e o aconselhamento genético adequado para as anemias
hereditarias.

De fato, as anemias microciticas e hipocromicas com implicacdes hereditarias sao
importantes no sentido de se obter conhecimentos relativos a antropologia e movimentos
migratorios das populagdes, bem como, contribui¢des para a saude publica e para as
politicas publicas de satde. Em estudos realizados previamente indicaram uma preva-
Iéncia de anemias hereditdrias de cerca de 10% na populacdo de Goids (MELO-REIS
et al., 2006b; CASTRO et al., 2008). No presente estudo, a prevaléncia de anemias
hereditdrias em coorte populacional com anemia microcitica e hipocromica foi de
36,6%. Os dados sugerem que a anemias hereditarias representam cerca de um terco das
anemias microciticas e hipocromicas em Goids, sendo que a talassemia alfa correspon-
deu a 47,5% do diagndstico. A distribuicao das anemias hereditarias em Goids refletiu a
formacao étnica e genética do povo brasileiro, caracterizada pela intensa miscigenacao de
populagdes européias, africanas e asidticas. A alfa talassemia € freqiiente nas populagdes
asidticas e africanas, enquanto que a beta talassemia € prevalente na populagdo italiana.

Por outro lado, a prevaléncia observada de talassemia alfa foi de 17,4%. Os resul-
tados do presente estudo contribuem para validar a importancia de se levar em consi-
deracdo a composi¢do étnica os fatores nutricionais dos pacientes para se promover o
diagnéstico adequado da talassemia alfa. As sutis diferencas entre os dados regionais no
Brasil reforcam a importancia das variagdes populacionais regionais, em consonancia
com as orientacdes de Naoum (1997), que registrou uma prevaléncia proxima a 25%
de talassemia alfa em brasileiro afro- descendentes.



Outro dado relevante foi o encontro de 4,5% em individuos com perfil eletroforético
AA e com dosagem de hemoglobina A2 aumentada e média do RDW aproximada de
11%. Nesse caso, a homogeneidade da populacido eritrocitaria, caracterizando a beta
talassemia menor. Esses dados, segundo Melo-Reis et al. (2006), reforcam a contri-
buicdo antropoldgica de italianos e dos povos da Peninsula Ibérica e Mediterraneo na
constituicdo genética da populagdo de Goiés.

Foi constatada também valores da hemoglobina A2 menor que 2% em 14% da
populacdo estudada. Esses dados sugerem anemia carencial, especialmente a ferropé-
nica. Os resultados deste destacam que cerca de 1,4:10 casos de anemia microcitica e
hipocromica em Goids ocorre devido as caréncias nutricionais da populag¢do. A anemia
ferropriva representa, provavelmente, o problema nutricional mais importante da popu-
lagdo brasileira, com severas consequéncias econdmicas e sociais. Estes dados podem
servir para orientar as politicas publicas municipais que visam a redu¢@o doa agravos a
saude humana causados pela deficiéncia nutricional e para a promocao da fortificacao
dos alimentos como controle da anemia ferropriva. As anemias carenciais resultam em
custo adicional aos recursos do Ministério da Sadde brasileiro em termos de tratamentos
e perdas de produtividade e de dias de trabalho, além de ser a causa subjacente a grande
parte dos baixos rendimentos escolares, no territorio nacional.

Nao era esperado encontrar na populacdo estuda, individuos heterozigotos para a
hemoglobina S (Hb AS). Entretanto, trés (2,3%) e um (0,5%) apresentaram heterozi-
gose para a hemoglobina S (Hb AS) e para hemoglobina C (Hb AC). Estes individuos
apresentaram idade média de 58,5 anos. A ocorréncia concomitante de ferropenia sugere
uma relagdo com da doenca crdnica nestes pacientes.

No questionario respondido pelo individuo do estudo, 90% deles tinham recebido
tratamento para a anemia com ferro e vitaminas por mais de uma vez. Entretanto, como
era de se esperar, ndao apresentaram melhora. Ja 30% dos individuos que apresentaram
microcitose e hipocromia, e perfil eletroforético AA, receberam tratamento medica-
mentoso e melhoram a anemia, e alguns voltaram a ter anemia, sugerindo relacdo com
situagdes de perda cronica de sangue ou caréncia alimentar.

O VCM diminuido nos individuos heterozigotos para as HbS e Hb C € justificado
pela associac@o destas hemoglobina com a Hb H. Para detecc@o dessas associagdes
foram realizadas além das eletroforeses alcalina e 4cida, a pesquisa intra-eritrocidria de
hemoglobina H, teste de falcizacdo e HPLC. A associacdo dos heterezigotos com Hb H
resultou na observacdo de em uma populacao eritrocitdria heterogénea.

THALASSAEMIA ALPHA PREVALENCEIN POPULATIONWITHHYPOCHROMIC
AND MICROCYTIC

Abstract: iron deficiency anemia, anemia of chronic disease, thalassemia (alpha and
beta), and associations with hemoglobin variants are important causes of microcytic and
hypochromic anemias. Alpha thalassemia is a syndrome that involves producing alpha
globin genes and represents a serious global health problem. The aim of this study was
to determine the prevalence of thalassemia as a cause of microcytic and hypochromic
anemia, using the classical diagnostic laboratory methods.
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