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RESUMO

O plano de estudos do mestrado em Andlises Clinicas, ministrado na Faculdade de
Farmécia da Universidade de Lisboa, inclui uma parte curricular e um estagio de

natureza profissional.

O presente relatorio reporta o periodo de estagio de Novembro de 2009 a Julho de 2010
realizado na Unidade de Patologia Clinica do Centro Hospitalar Psiquiatrico de Lisboa
(CHPL), po6lo Jalio de Matos, nas valéncias laboratoriais de Hematologia, Imunologia e

Bioguimica Clinica.

O estagio teve como objectivos: 1. Promover a integracdo no meio profissional e o
contacto com os outros profissionais de satde; 2. Integrar os conhecimentos adquiridos
num contexto de trabalho; 3. Desenvolver a capacidade de trabalho multidisciplinar e
em equipa; 4. Promover o contacto com os doentes aplicando principios éticos e

deontoldgicos.

A parte curricular, desta formacdo pds-graduada, procura fornecer informacao
actualizada que permita a aquisicdo de conhecimentos que possibilitem acompanhar a

constante evolucdo social, cientifica e tecnoldgica.

Do ponto de vista préatico, o estagio enquadra-se como um complemento da formacao
adquirida e integracdo na realidade profissional. E a oportunidade de fazer a interligacéo

entre a préatica e os conceitos tedricos adquiridos.

O estagio realizado no CHPL permitiu uma maior consciencializacdo para a
peculiaridade da realidade psiquiatrica. Em temos profissionais, a avaliagdo e o controlo
do processo laboratorial com critério, permite em muitas situa¢des racionalizar meios e
custos. Esta incidéncia foi particularmente evidente ao nivel da repeticdo/validacéo de

resultados e o seu enquadramento em termos clinicos.

A prestacdo de um servico de diagnodstico efectivo, depende dos conhecimentos e
competéncias necessarias para planear, realizar, avaliar e controlar todo o processo de

trabalho, que culmina na obtencdo de resultados reais, fidedignos e em tempo util.
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ABSTRACT

The curriculum of the MA in Clinical Analysis taught at the Faculty of Pharmacy,
University of Lisbon, includes a curricular part and an internship of a professional

nature.

This document reports on the internship carried out from November 2009 to July 2010
at the Clinical Pathology Lab at the Center of the Lisbon Psychiatric Hospital (CHPL),
Julio de Matos campus, in the laboratory work of Hematology, Immunology and

Clinical Biochemistry.

The goals of the internship were: 1. Promote integration in the professional world and
contact with other health professionals; 2. Integrate the acquired knowledge in the
workplace; 3. Develop skills in working in multidisciplinary teams; 4. Promote contact
with patients, applying ethical principles and ethics.

The curricular part of this postgraduate training aims to provide updated information to
allow the acquiring knowledge permitting the continued monitoring of the social,

scientific and technological advances.

From a practical standpoint, the internship is given as complement to the training
received and integration into professional reality. It is the opportunity to make a

connection between pragmatics and theoretical concepts acquired.

The internship at CHPL has allowed a greater awareness of the specifics of psychiatric
reality. In professional terms, the criterious evaluation and control of laboratory work,
allows in many situations to streamline costs. This effect was particularly evident at the

level of repetition / validation of results and their consistency in clinical terms.

Providing an effective diagnostic service depends on the knowledge and skills needed to
plan, conduct, evaluate and control the entire work process that culminates in achieving

of real, reliable and timely results.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

Como local para efectuar o Estagio profissional em Andlises Clinicas, que é parte
integrante do plano de estudos do Curso de Mestrado em Analises Clinicas da
Faculdade de Farmécia da Universidade de Lisboa, foi proposta e aceite, a Unidade de
Patologia Clinica do Centro Hospitalar Psiquiatrico de Lisboa, e para Orientadora de

Estagio, a sua Directora Técnica e Responsavel, Dr.2 Isabel Tinoco.

A prestacdo de cuidados em salde mental tem caracteristicas proprias e muito
especificas no geral e em particular, consoante sejam doentes internados (agudos,
residentes e inimputaveis) ou utentes a frequentarem estruturas ambulatérias. Se para 0s
segundos a abordagem em pouco difere da populag¢do “normal”, no que diz respeito aos
primeiros, e de acordo com a patologia psiquiatrica de que sdo portadores, ha sempre
que ter em consideracdo a agressividade/agitagdo psicomotora, a inaplicabilidade de
auto-vigilancia e o baixo nivel de percepcédo e de observancia de recomendacdes. Disto
resulta que a identificacdo do doente tem de ser mais cautelosa e que 0s restantes
profissionais cuidadores, enfermeiros e assistentes operacionais, sejam muitas vezes
auxiliares na aproximacdo, contencdo e manipulacdo do doente, o que reforga o espirito

de entreajuda.

A actual tendéncia é a de integrar o doente mental na comunidade e isso vem sendo
possivel gracas ao aparecimento de novos farmacos capazes de, com alguma rapidez,

controlarem a sintomatologia e 0 comportamento.

O papel do Laboratorio Clinico, nesta area da salde, é bastante abrangente porque pode

ser fundamental:

¢ No despiste da existéncia de doencas psiquicas de base somatica, como € 0 caso
da neurosifilis, do alcoolismo agudo ou crénico, da diabetes descompensada ou
da deficiéncia em Vitamina B12 e/ou folatos;

e No despiste do uso de substancias aditivas capazes de simular ou agravar uma

doenca mental, como é o caso das drogas de abuso;

Relatério de Estdgio CHPL 1



INTRODUCAO

e Na monitorizacdo de farmacos que, nem sempre aceites pelo doente, permite
evidenciar o seu incumprimento, perceber a existéncia de uma importante
variabilidade individual, detectar a instalacdo de uma intoxicacao e estabelecer a
dose minima eficaz, tendo em conta o ambiente de grande associacdo e
interacgdo medicamentosa;

e Na vigilancia de possiveis alteracdes que decorram dos efeitos adversos
produzidos por alguns medicamentos, como é o caso dos que promovem a
variacdo dos niveis circulantes de prolactina, hormonas da tiroideia e
testosterona;

¢ No acompanhamento da administracdo de novas terapéuticas que, por reac¢cdes
idiossincraticas, podem causar sérias alteracBes hematoldgicas, de que séo
exemplo as leucopénias com neutropénias observaveis como resposta a certos
neurolépticos, como a clozapina;

¢ No diagnostico da sindrome maligna dos neurolépticos, cuja taxa de mortalidade
atinge os 30% e que ao cursar com hipertermia necessita de um rapido
diagnostico diferencial com uma eventual infeccdo grave, causada por uma

agranulocitose, que entretanto se tenha instalado.

Relatério de Estdgio CHPL 2
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2. CARACTERIZACAO DA INSTITUICAO CHPL
2.1. Estrutura e Servigos

O CHPL presta cuidados especializados na area da Psiquiatria e Salude Mental e
engloba, em termos estritamente funcionais, um conjunto de duas Unidades na cidade

de Lisboa, a saber:

¢ Internamento de doentes agudos e de evolucdo prolongada no Pélo-JM, sito

na Avenida do Brasil.

e Internamento de doentes forenses e de evolucao prolongada, no P6lo-MB,

sito na Rua Almeida Amaral.

e Estruturas comunitéarias localizadas:
o No Concelho de Lishoa: na Rua Gomes Freire n® 161 e na Rua Padre Abel
Varzim -Olivais

o Nos Concelhos de Sintra, Odivelas e Torres Vedras.
e Unidade de reabilitacdo localizada: Rua da Bela Vista a Graca, n°® 152 — Lisboa

e Estruturas residenciais autonomas, (Unidade de Vida Apoiada) de

reabilitacdo, localizadas: nos Bairros de Alvalade e de Marvila, em Lisboa.

e Unidades de ocupacdes protegidas: Lavandaria, Quiosque-Bar e Guarita, no
P6lo-JM.

e Consultas externas:
= Psiquiatria, no Pdlo-JM, Olivais, Alverca, Loures, Mafra, Vila
Franca de Xira, Sintra, Odivelas e Torres Vedras.
= Neurofisiologia e Neuropsicologia, no Pélo-JM

= Psicoterapia, no Pélo-JM

e Consultas internas — de Neurologia, Estomatologia, Medicina Interna,

Anestesia, Clinica Geral, Dietética / Nutri¢cdo e Reducdo doRisco Tabagico

Relatério de Estdgio CHPL 3
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e Estruturas ambulatérias:

2.2. Internamento

Terapia Ocupacional

cabeleireiro, costura e jardinagem)
Unidade de Patologia Clinica (UPC)
= Unidade de Radiologia

= Unidade de Neurofisiologia

Hospital de Dia, nos Po6los-JM e MB

Formacéao Profissional (informatica, ajudantes de cozinha, de

O Internamento tem uma lotacdo oficial de 518 camas e integra 0s Servicos

discriminados no quadro seguinte:

Tabela 1 - Distribuicdo da lotag8o por servicos

SERVICOS CAMAS
Clinica Psiquiatrica | (Pavilhdo 29-R/C) 28
g Clinica Psiquiatrica Il (Pavilhdo 18-A) 26
o
5} Clinica Psiquiatrica 111 (Pavilhdo 21-1°) 30
[«5)
g Clinica Psiquiatrica 1V (Pavilhdo 24-A-1°) 30
O
g Clinica Psiquiatrica V (Pavilhdo 21-R/C) 18
(2]
Clinica Psiquiatrica VI (Pavilhdo 24-A-R/C) 36
Residéncia Psiquiétrica | 54
§ 3 Residéncia Psiquiatrica Il 50
S &
g 2 Residéncia Psiquiatrica 111 48
o [5)
S
Residéncia (P6lo-MB) 59
Transicao (P6lo-MB) 20
5 Undidade Transicao <> Casa Do Parque 1 26
o]
E Casa das Olaias 12
ke .
§ Casa das Tilias 8
§ Casa de S. Rita 8
@®©
§ Residéncias Auténomas (no Exterior) 13
>
o Casa dos Platanos | 10
Casa dos Platanos Il 10

Relatério de Estdgio CHPL



CARACTERIZAGCAO CHPL

SERVICOS (Cont.) CAMAS
©
S E 8
8 .% § Internamento Forense (P6lo-MB) 32
C T O
D5 L
(o
TOTAL GERAL 518

Fonte: Gabinete Estatistica CHPL, em 31 de Julho de 2009

2.3. Servico de urgéncia

A Urgéncia Psiquiatrica estd integrada no Servico de Urgéncia Geral do HCC,

funcionando em permanéncia durante 24 horas/dia.

Hé& ainda uma cobertura de Urgéncia Interna:

e No P6lo-JM, nos dias uteis, das 20.00 as 09.00h e durante 24 horas aos fins-de-

semana; apoiada nos dias Uteis, entre as 14.00 e as 20.00h, por Consultas de

Prevencéo Interna;

e No Po6lo-MB, uma cobertura de Prevencdo Interna para os doentes internados

entre as 14.00 e as 21.00h nos dias Uteis e de 24/24 horas aos fins-de-semana.
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2.4. Recursos Humanos

A estrutura organica do CHPL apresentava, em termos de Recursos Humanos, em 31 de

Julho de 2009, um universo de 859 trabalhadores, distribuidos da seguinte forma:

Tabela 2 - Recursos Humanos do CHPL

Julho 2009
CATEGORIAS PROFISSIONAIS

Total Efectivos

Orgéos de Direccio 4

Dirigentes 5
Técnicos Superiores 108
Meédicos 106
Enfermeiros 235
Técnicos Diagnostico e Terapéutica / Monitores 47
Administrativos 87
Auxiliar de Accao Médica 203

g Auxiliar de Apoio e Vigilancia 21

§_ Auxiliar de Alimentacdo 5

% Operario Qualificado 13

g Operario de Lavandaria 3

§- Telefonista 1

é Cozinheiro 4

@

g Barbeiro 1

Motorista 6

Capeldo 2

Pessoal Informatico 8
TOTAL 859

Fonte: Gabinete Estatistica CHPL, em 31 de Julho de 2009
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3. CARACTERIZACAO DA UPC

3.1. Estrutura e Instalacfes

A UPC, instalada no Pavilhdo 24-B, possui as valéncias de Hematologia, Bioguimica

Clinica, Imunologia, Endocrinologia e Microbiologia.

Para além das areas Técnicas, e ap0s obras de remodelacdo efectuadas em 1999, ficou
dotada de outras destinadas a Sala de Espera, Recepcdo e Arquivo, Sala de Colheitas
gerais e especiais, Triagem, Lavagem e Esterilizacdo, Armazém, Sala de Reunides,

Gabinete Médico, Copa e Sanitarios para pessoal e utentes, conforme planta.

_—
|

- —
LA T

Radiologia

]

Figura 1- Planta da UPC

Fonte: Servico de Instalacbes e Equipamento CHPL

[ ) BT | =T

Legenda:

A — Gabinete do Responsavel do Servico; B — Sala de Reunifes; C — Recepgdo; D — Sala de Colheitas; E -
Seccao Hematologia; F — Secgdo Bioquimica; G — Sala de espera; H — Seccao Imunologia / Endocrinologia;

| — Sala de lavagens; J — Sec¢do Microbiologia; K,L — Sala pessoal/Copa; M - Armazém
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3.2. Acesso

A UPC da resposta as solicitacdes internas dos doentes, com origem nos Servicos de

Internamento e em regime ambulatorio.

Em relag&o a procura externa, os utentes podem ter diversas proveniéncias.

Tabela 3 - Proveniéncia de Utentes a UPC

PROVENIENCIA UTENTES PROTOCOLOS

Utentes da area de influéncia do
CHPL

Com a sub-regido de Lisboa

Servigo Nacional de Saude Instituto Portugués do

Utentes dos Centros de Salde da
N ] Sangue
regido de Lisboa

Subsistemas de Salde Utentes de qualquer area geografica

Particulares Utentes de qualquer &rea geografica

3.3. Funcionamento

Para as analises solicitadas pelos Servicos de Internamento do Pélo-JM, as colheitas de
amostras de produtos biol6gicos, no caso de doentes intransportaveis, sdo efectuadas
pelo pessoal de enfermagem dos respectivos servigos, que posteriormente as enviam a
UPC acompanhadas pelas respectivas requisicdes. Os doentes que se podem

movimentar dirigem-se acompanhados a UPC, para a realizagéo das colheitas.

Dada a estrutura pavilhonar do CHPL, a saida da UPC para efectuar colheitas restringe-
se as dos doentes do Polo-MB e a situacOes dificeis que o pessoal de enfermagem néo

consiga resolver.

As requisicdes das analises dos Servicos de Internamento, Consulta Externa e Saude
Ocupacional so efectuadas em modelos especificos e ndo carecem de marcagao prévia.
Esté para breve a instalagdo de uma aplicacdo informatica que permita a “requisi¢do on-

line”.
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Relativamente as solicitacdes de analises urgentes, a colheita e a sua execucdo pode ser
realizada de imediato na UPC, visto que hé presenca efectiva de um TDT até as 18.00h,
dos dias uteis, embora o horario normal de atendimento ao publico se efectue entre as
08.00 e as 15.00h dos mesmos dias.

Todos os boletins de resultados personalizados, sdo colocados em envelope fechado, e a
excepc¢do dos utentes do exterior que os levantam na UPC, séo protocolados e entregues
nos Servicos de solicitacdo, embora fiquem disponiveis para consulta on-line, assim que

vao sendo biopatol6gicamente validados.

3.4. Informética

A UPC dispBe de duas aplicagbes informaticas, Sonho e Sislab, esta Ultima

desenvolvida pela empresa Glintt.

A aplicagdo Sonho do IGIF encontra-se a funcionar na UPC desde 2000. Quanto ao
Sislab encontra-se a funcionar desde Junho de 2009, altura em que substituiu o Softlab

que existia, desde Agosto de 1994.

Com vista a salvaguarda da confidencialidade dos dados dos utentes existem diversos
niveis de acesso, de acordo com a qualificacdo e a tarefa desempenhada pelos diversos

intervenientes no circuito analitico.

A comunicacdo entre 0s equipamentos e o sistema informético concretiza-se de forma
bidirecional para o auto-analisador de bioquimica clinica, ABX Pentra 400, e para 0

equipamento de imunoensaio multiparamétrico, VIDAS.

Sempre que se procede a introducdo de uma nova aplicagdo informaética é sabido que se
exige um esfor¢co suplementar a todo o pessoal envolvido, mas é também reconhecido
que a informatizacdo € um instrumento de trabalho indispensavel num laboratorio
porque colabora, a varios niveis, com a organizacdo do servi¢co, a promoc¢do da

qualidade do trabalho e permite uma maior rapidez na emisséo dos resultados.

A UPC dispde ainda de uma aplicacdo, a Glintt-HS, que permite fazer a gestdo de

consumos / stocks e as encomendas de reagentes e consumiveis, por via informatica.
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3.5. Recursos Humanos

Dispbe de dois Médicos Patologistas Clinicos, cinco TDTs, sendo quatro da area das
ACSP e um de Farmécia, dois Assistentes Técnicos e uma Assistente Operacional,

todos em regime de 35 horas semanais.

3.6. Equipamentos em utilizacéo

Tabela 4 - Equipamentos da UPC

Equipamentos Pertenca do CHPL Dig:]rtr:\;sgocnzlgﬁiios
ABX Pentra 60 * v
Roller 10 v
Option Plus v
ABX Pentra 400 * Horiba ABX
Spotlyte Na/K/CI/Li v
HA - 8140 A. Menarini
Genio * v
Immulite 1000 Siemens
VIDAS * bio Mérieux
Aution Jet * A. Menarini

* - Ligados em rede

Todos o0s equipamentos possuem, junto de si, normas escritas de utilizacdo e
manutencdo facilmente consultaveis pelo pessoal, para além de existirem dossiers
individuais onde estdo arquivados 0s seus manuais e todos os documentos resultantes
dos procedimentos de inspeccdo, limpeza, manutencdo e verificacGes periddicas a que

sdo sujeitos, de acordo com os contratos de manutencdo anualmente negociados.

Todos os equipamentos utilizam reagentes, controlos e calibradores comerciais, dentro
do prazo de validade, produzidos e distribuidos pelas firmas a que pertencem ou a quem

foram adquiridos, respeitando as especificagdes por elas recomendadas.

Se a sua conservacgdo for em frio, faz-se a temperatura adequada, em frigorificos de
proximidade aos equipamentos a que respeitam e em areas distintas das de conservagao

das amostras.
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3.7. Controlo de Qualidade Interno e Avaliacdo Externa da Qualidade

O Controlo da Qualidade Interno executa-se de forma regular, como parte da rotina da
UPC, e com uma frequéncia pré-estabelecida e adequada a cada parametro e técnica

analitica, conforme indicac6es implementadas pela Direccéo Técnica.

Diariamente, sdo efectuadas analises a amostras controlo, cujos resultados sdo
previamente conhecidos, de forma a avaliar e corrigir, se necessario, a calibracdo dos
analisadores. ApoOs validacdo dos resultados da amostra controlo, os valores dos
diferentes parametros sdo registados em cartas de Levey-Jennings, para posterior

interpretacdo segundo as regras de Westgard.

A Avaliagdo Externa da Qualidade faz-se através do PNAEQ, do INSA de Lisboa, em
Endocrinologia, Coagulacdo, Quimica Clinica e Contagens celulares em sangue total.
Embora seja uma avaliacdo retrospectiva, permite a comparacdo inter-laboratorial, a
andlise da prestacdo do sistema analitico de que se dispde e a ponderacdo quanto a uma,

eventual, necessidade de mudanc¢a do método em uso.

3.8. Seroteca

A UPC dispde de uma unidade com temperatura de congelacédo entre -17 e -23°C para
congelar as amostras sobre as quais se efectuem analises relacionadas com o despiste e /
ou diagndstico de doencas causadas por agentes virais e infecciosos, com vista ao
acompanhamento da evolucdo de titulos de anticorpos ou ao esclarecimento de alguma

discrepancia de resultados por recurso a uma, eventual, contra-analise.

3.9. Arquivo

A informacdo em suporte de papel € fisicamente arquivada na UPC, e também em
suporte electronico com backups diarios feitos e detidos pelo Servico de Informatica do
CHPL.

A aplicacdo Sonho, do IGIF tem arquivada a informac&o dos utentes desde o ano 2000.
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3.10. Residuos

O CHPL contratualizou com o SUCH, a recolha, transporte, tratamento e
eliminacdo dos residuos solidos e liquidos perigosos produzidos na UPC. Se para
0s primeiros a prestacdo desse servico ja vem de ha longa data, para os segundos é

muito recente.

3.11. Aquisicao de servico de analises clinicas ao exterior

As anélises clinicas solicitadas a UPC e que nela ndo se executam por falta de
capacidade técnica instalada ou por falta de rentabilidade econdmica, sdo
realizadas pelo sector privado ap6s um concurso anualmente aberto pelo Servico
de Aprovisionamento do CHPL. Actualmente o prestador deste servico é o
Laboratério A. Reis Valle, Lda.

As condicdes de colheita e conservacdo das amostras séo conformes com o exigido

pelo laboratério contratualizado, que assegura o seu transporte.

3.12.0rientacdo de Estagios

3.12.1. - ERISA

Desde o ano lectivo de 2007-2008 que a ERISA tem enviado alunos para estagio
nas valéncias existentes na UPC. Para melhor aprendizagem o numero de alunos,

em cada periodo de estagio, é condicionado a dois elementos.

3.12.2. — Instituto do Emprego e Formagéo Profissional, 1.P.

Este ano e pela primeira vez, foi-lhe solicitado estagio de 200 horas de Formacéao
Pratica em Contexto de Trabalho para 4 formandos inscritos no Centro de
Formacao Profissional do Seixal, que ja decorreu.

3.12.3. - APEF

Agendados para 0 més de Setembro estdo estagios extra-curriculares para dois
associados da APEF.
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3.13. Investigacao

A UPC mantém, desde 2006, colaboragao no ensaio clinico com o titulo “Open-
Label Study of intramuscular Olanzapina Depot in Patients with Schizophrenia or
Schizoaffective Disorders” promovido pela Lilly Portugal — Produtos
Farmacéuticos, Lda, sob a coordenacgdo do Investigador Principal, Dr. Rui Durval
(Psiquiatra).

3.14. Formacéao Profissional

A formacdo dos profissionais constitui um direito e um dever dos préprios e das
instituicBes onde desempenham as suas funcoes.

As accgOes de formagdo sdo um meio de valorizagdo dos recursos humanos e devem
ter por objectivo o aumento da eficacia desses recursos.

Por estas razGes, a UPC é parte activa e interessada no levantamento das
necessidades de formacdo, que anualmente é feito pelo Gabinete de Formacéo e
Desenvolvimento do CHPL. Como para além disto a responsavel da UPC é
simultaneamente a Coordenadora da CCIH e no Plano de Accdo Anual desta
Comissdo consta a organizacdo e participacdo em ac¢bes de formacdo, é facil
perceber que o espirito dominante seja o de incentivo e facilitacdo a frequéncia e

va até ao convite a colaboradores, para participarem como formadores.

3.15. Producéao

E com base nos dados arquivados na aplicacdo Sonho, que se contabiliza a
actividade da UPC, expressa no numero de andlises nela inscrita. Por esta razdo
esta sempre sujeita as modificacdes que ocorram na codificacdo das andlises, que
constam nas tabelas de precos a praticar pelas instituicdes e servigos integrados no

Servigo Nacional de Saude

Tabela 5 - NUmero de analises realizadas na UPC

ANO CHPL EXTERIOR TOTAIS
2008 52 442 21 287 73729
2009 50 533 26 466 76 999

Fonte: Gabinete Estatistica CHPL
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4. ESTAGIO PROFISSIONAL

Para a realizacdo do estadgio profissional, foram escolhidas as Valéncias de
Bioquimica Clinica, Hematologia e Imunologia.

Como a “doenga” ndo € a unica causa possivel de resultados analiticos anormais,
das fases do circuito analitico, sdo a pré-analitica e a analitica as que mais deverdo

deter atengéo.

4.1. Fase pré-analitica

E a fase mais dificil de controlar porque envolve um grande nimero de
profissionais que podem ou ndo pertencer ao Laboratério. Desde o médico
requisitante, que elabora uma requisicdo, nem sempre legivel ou adequada ao
utente, até ao seu registo por pessoal administrativo, muitas vezes desconhecedor
da terminologia usada, esta fase pode passar por profissionais que, por nao terem
uma adequada formacdo, sdo incapazes de uma boa pratica na colheita e/ou no
transporte dos produtos bioldgicos. Dai que o laboratério deva ter influéncia na
correccdo e melhoria destas varidveis ao estabelecer e ao divulgar normas de
colheita, acondicionamento e transporte das amostras.

E impossivel obter um resultado sobre o qual se elabore um correcto raciocinio
clinico, se ndo se trabalhar sobre uma boa e conveniente amostra, se ndo se tiver
uma cuidada execucdo técnica e se nao se dispuser de um método analitico o mais
exacto, preciso, sensivel e especifico possivel.

E importante um servico de apoio ao pessoal administrativo para esclarecimento de
qualquer davida e para a conferéncia dos pedidos antes da emissdo das folhas de
trabalho do dia.

Também dispbe de indicacdes escritas que permitem uma clara informacdo, com
vista a uma boa preparacao dos utentes, bem como a obtencdo da amostra correcta
para a satisfacdo dos pedidos ou a execucdo de provas funcionais como sejam a de
O’ Sullivan ou as de Tolerancia a Glucose Oral em criangas, gravidas e adultos,
que ndo gravidas.

Como material para venipuncéo, privilegia os sistemas fechados e usa etiquetas de
codigos de barras para a identificacdo dos tubos e contentores de amostras,

emitidos no acto de inscri¢do do utente.
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Todo o pessoal da UPC tem acesso a equipamentos de proteccdo individual e esta
informado quanto aos procedimentos a seguir em caso de acidente em servico.

Para facil consulta existe um dossier de registo das informacgdes relevantes, como a
dificuldade na colheita ou terapéuticas em curso (anticoagulantes; antibioticos) e
das desconformidades, que se verifiguem nesta fase, como falta de produto

bioldgico para analise.

4.2. Fase analitica

Como procedimento comum a todas as Valéncias frequentadas, antes de se
processarem as amostras e de se fazer a sua validagdo técnica é sempre necessario
verificar os indicadores de bom funcionamento instrumental e conferir uma
correcta resposta aos Controlos da Qualidade Internos, efectuados a partir de
material liofilizado com diferentes concentragfes, que permitem testar a exactidao
e a precisao das técnicas em uso.

E essencial ter conhecimento do tempo méaximo toleravel entre a colheita e
separacao das amostras e a sua execucdo técnica, em funcdo do tipo de amostra e
da determinacdo a satisfazer.

De igual modo, tem de se saber como conservar uma amostra de forma a
minimizar ou a impedir a sua deterioracdo, no caso de ser sujeita a um atraso
imponderado, no seu processamento.

As repeticBes, para confirmacdo de um qualquer resultado, s6 sdo permitidas
depois de observado o género e a idade, questionada a colheita, conferida a
qualidade da amostra, consultado o historico de dados do utente, se o houver,
conferida alguma informacao clinica inscrita na requisicdo, se existir, e ponderado
0 conjunto dos resultados obtidos nesse utente.

O responsavel pela execucdo da andlise deve colocar observacdes nos resultados
que tiver de repetir, inscrever comentarios sobre as caracteristicas macroscopicas
da amostra, acrescentar parametros que se possam revelar como primeiros achados
e pbr em destaque certas alteracdes que se observem, como acontece com 0S

tracados da separacdo electroforética das proteinas séricas.
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4.2.1. Valéncia de Bioquimica Clinica

Nesta Valéncia faz-se o estudo bioquimico do sangue, urina e LCR, para além das
fezes.

E a Valéncia com maior peso estatistico dentro da UPC e com maior diversidade
de parametros a determinar.

Como a maior parte das determinacfes se executa em soro torna-se imperativo dar
atencdo ao tempo necessario a coagulacdo da amostra, a velocidade e tempo de
centrifugacdo e a qualidade e separacdo promovida pelo gel, que se quer
competente.

Todas as amostras de urina, destinadas a analise sumaria, processam-se de modo a
que a observacdo do sedimento se articule com os dados fisico-quimicos
fornecidos pelo analisador semi-automatico, em utilizagdo na UPC.

Foram executadas as determinacdes dos parametros que constam do Quadro 5.

Tabela 6 - Andlises realizadas na sec¢do de Bioguimica Clinica

PARAMETRO PRODUTO BIOLOGICO METODO
GLUCIDOS
Enzimatico Colorimétrico
Glicose Soro / Urina/LCR (Glucose oxidase/Peroxidase)
Hemoglobina Glicosilada Sangue total Cromatografia liquida de alta Resolucéo
PROTEINAS
Albumina Soro Colorimétrico (Verde de Bromocresol)
Proteinas Totais Soro Colorimétrico (Biureto)
Acetato de celulose / Ponceau S
Electroforese de Proteinas Soro Densitometria
Proteina C Reactiva Soro Imunoturbidimetria
Transferrina Soro Turbidimetria
Ferritina Soro Enzimoimunoensaio
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LIPIDOS
Enzimético Colorimétrico
Colesterol Total Soro (Colesterol esterase/Peroxidase)
Colesterol - HDL Soro Enzimatico Colorimétrico
Célculo:
(Férmula de Friedewald-Levy-
Colesterol - LDL e VLDL Soro Fredrikson)
N&o aplicavel se
Triglicéridos > 400 mg/dL (Jejum)
Enzimético Colorimétrico
Triglicéridos Sel (Lipase/Glicerol-3-fosfato
Oxidase/Peroxidase)
ENZIMAS
Enzimético Colorimétrico
Alfa-Amilase Soro (Substrato 4,6-etilideno-(G7)-p-
nitrofenil-(G1)-alfa-D-maltoheptadsido)
Cinético Enzimatico U.V.
Creatinafosfoquinase (CK) Soro (Substrato fosfato de creatina e activador
N-acetilcisteina)
Cinético Enzimatico U.V.
Creatinafosfoquinase Mb Soro (com prévia imunoinibigéo da sub-
unidade M com anticorpos especificos)
Cinético Enzimético U.V.
Desidrogenase Lactica (LDH) Soro
(Substrato Piruvato)
Cinético Enzimético Colorimétrico
Fosfatase Alcalina (ALP) Soro
(Substrato p-Nitrofenilfosfato)
Gama-Glutamiltransferase Cinético Colorimétrico
GGT) Soro -
( (Szasz, modificado)
Cinético Enzimético U.V.
Transaminase (ALT) Soro
(sem fosfato de piridoxal)
Cinético Enzimatico U.V.
Transaminase (AST) Soro

(sem fosfato de piridoxal)

IOES E EQUILIBRIO HIDROELECTROLITICO

Célcio Soro / Urina Colorimétrico (o-Cresolftaleina)
Fosforo Soro / Urina Colorimétrico (Fosfomolibdato)
Magnésio Soro / Urina Colorimétrico (Azul de Xilidil)
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Ferro Soro Colorimétrico (Ferene-S)
Capacidade Total De Fixagdo Soro Colorimétrico (Ferene-S)
De Ferro
Sodio Soro / Urina Eléctrodos Selectivos (Potenciometria)
Potéssio Soro / Urina Eléctrodos Selectivos (Potenciometria)
Cloretos Soro / Urina Eléctrodos Selectivos (Potenciometria)
Soro / Urina

Osmolaridade

Caélculo

PIGMENTOS BILIARES

Bilirrubina Total e Directa

Soro

Jendrassik-Grof, modificado

Bilirrubina Indirecta

Soro

Célculo

COMPOSTOS NITROG

ENADOS NAO PROTEICOS E METABOLISMO PURINICO

Cinético Enzimatico

Ureia Soro
(Urease / Glutamato desidrogenase)
Cinético colorimétrico
Creatinina Soro / Urina
(Jaffé, sem desproteinizacao)
indice de Depuragéo da ' .
Creatinina Soro e Urina Caleulo
) ) Enzimatico Colorimétrico
Acido Urico Soro / Urina
(Uricase / Peroxidase)
HORMONAS
Tireo-Estimulante Soro Enzimoimunoensaio
Tiroxina Total e Livre Soro Enzimoimunoensaio
Triiodotironina Total e Livre Soro Enzimoimunoensaio
Foliculo-Estimulante Soro Enzimoimunoensaio
Luteo-Estimulante Soro Enzimoimunoensaio
Prolactina Soro Enzimoimunoensaio
Progesterona Soro Enzimoimunoensaio
17-Beta Estradiol Soro Enzimoimunoensaio
Testosterona Total Soro Enzimoimunoensaio
Pesquisa Gonadotrofina Urina Aglutinacdo em Iamina

Coriénica Humana
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VITAMINAS
Vitamina B12 Soro Quimioluminescéncia
Folatos Soro Quimioluminescéncia

FARMACOS E DROGAS DE ABUSO

Carbamazepina Soro Quimioluminescéncia
Acido Valproico Soro Quimioluminescéncia
i, Eléctrodos Selectivos
Litio Soro - .
(Potenciometria)
Pesquisa Anfetaminas Urina Imunocromatografia
Pesquisa Cocaina Urina Imunocromatografia
Pesquisa Canabinoides Urina Imunocromatografia
Pesquisa Opiaceos Urina Imunocromatografia
Pesquisa Benzodiazepinas Urina Imunocromatografia
Pesquisa Metadona Urina Imunocromatografia
OUTROS
Pesquisa de Sangue Oculto Fezes Imunocromatografia
Grau de Digestdo dos . S
19 Fezes Microscopia optica
Alimentos
- - . . Auto-analisador semi-automatico
Analise Sumaria da Urina Urina . S
Microscopia Optica
Exame macroscépico
Espermograma

Esperma Microscopia Optica
(Exame a fresco e apés coloracdo MGG)

FT3 - Novos Intervalos de Referéncia

Aproveitando o tempo de estdgio e porque vinha sendo notorio um desvio
sistematico dos valores observados nos doseamentos de triiodotironina livre, nas
amostras dos utentes, procedeu-se ao tratamento estatistico dos mais recentes 695
resultados de FT3, com o intuito de estabelecer novos intervalos de referéncia
ajustados a populacdo que a UPC atende. Durante o periodo de tempo em que
foram recolhidos os resultados, tanto os valores do CQl como da AEQ se

encontravam dentro dos respectivos intervalos de referéncia.
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Assim, o intervalo de referéncia de 2,6 a 5,4 pg/ml, aconselhado pela casa

comercial Biomérieux Portugal, foi corrigido, para 1,58 a 4.04 pg/ml.

Da analise estatistica retrospectiva dos resultados das determinagdes de FT3 resultou:

Tabela 7 — Resultados da Analise Estatistica dos valores de FT3

Resultado
Média 2,6631
Erro-padréo 0,0228
Mediana 2,68
Moda 2,70
Desvio-padréo 0,6023
Variancia da amostra 0,3628
Curtose 0,4323
Assimetria 0,2094
Intervalo 3,75
Minimo 1,02
Méaximo 477
Soma 1851
Contagem 695
Nivel de Confianga (95,0%) 0,0449

Distribuidos da seguinte forma:

Tabela 8 - Distribuicao dos valores de FT3

Intervalos Frequéncia

Menos 1,5 18
15-18 45
18-21 51
21-24 122
2,4-27 129
2,7-3 145
3-33 98
3,3-36 48
3,6-39 19
39-4.2 11
42-45

Mais 4,5 4
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Figura 2 — Distribuicao dos valores de FT3

Tabela 9 — Analise dos resultados dos valores de FT3

Distribuicdo Normal (Interior)

Probabilidade = 0,9509

Media
Desvio-padréo
Valor de X a esquerda =

Valor de X a direita =

95% Intervalo de Referéncia

2,6631

0,6023

Meétodo baseado na Distribuicdo Normal
Limite Inferior 1,5784
90% ClI 1,5039 to 1,6566
Limite Superior 4,0379
90% ClI 3,8473 t0 4,2379

Analisando os resultados, é possivel visualisar uma distribuicdo normal nos valores das
determinacfes de FT3, mas com um desvio na curva para a esquerda, 0 que evidencia a

desadequacdo do intervalo de referéncia a populacédo em estudo.

Tendo em conta a grandeza da correccdo, 0 passo seguinte sera o de fazer o
levantamento dos medicamentos prescritos aos utentes, de forma a tentar perceber
se haverd algum possivel responsavel por esta redugdo da fracgédo livre da referida
hormona.
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4.2.2. Valéncia de Hematologia

A Valéncia de Hematologia comporta duas areas distintas: Citologia e Hemostase.

As amostras sdo, maioritariamente, colhidas com anticoagulante que, para cada caso,

deve ser o mais adequado.

O hemograma continua a estar na primeira linha dos exames de rotina. E essencial para
o diagnostico das doencas hematoldgicas, atraves da analise quantitativa e qualitativa
dos elementos das trés séries hematopoiéticas e também permite a avaliacdo das
repercussdes hematoldgicas de muitas outras patologias e sua evolucdo sob efeitos

terapéuticos.

Para uma boa avaliacdo da morfologia celular, os esfregacos de sangue periférico
executam-se, preferencialmente, no acto da colheita e directamente a partir da amostra
de sangue sem anticoagulante. Depois sdo pre-seleccionados, para serem corados por
MGG, todos aqueles que corresponderem as amostras que apresentem alteracdes
celulares quantitativas e / ou levem a emissao de “alarmes”, pelo contador que se utiliza
na UPC e que, para a contagem diferencial de leucdcitos, discrimina as cinco
subpopulacdes normais. A Ultima escolha pertence aos Patologistas Clinicos que

solicitam os que entenderem observar.

A hemostase € um processo complexo que depende da interaccdo dinamica entre 0s

factores da parede vascular, plaquetas circulantes e proteinas plasmaticas.

As provas de coagulagdo que se realizam tém em vista ndo s6 o diagnostico de doencas
hemorragicas e trombdticas, mas também o evidenciar da influéncia que outras

patologias e suas terapéuticas tém sobre a hemostase.

E de salientar a importancia que o laboratorio tem no controlo e monitorizacdo dos
doentes com terapéutica anticoagulante em curso. Portanto, perante uma alteracdo aos
valores de referéncia exige-se: a consulta da requisi¢do para saber da existéncia ou nao
de alguma medicacdo, referida como informacéo clinica ou inquirida por quem tiver
atendido o utente; pedido de informacéo sobre a dificuldade que possa ter existido no
acto de colheita e a inspeccdo do tubo no que respeita a proporcdo relativa de

sangue/anticoagulante e & eventual presenca de coagulos observaveis.
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O Controlo da Qualidade Interno, executado diariamente, € inscrito numa base de dados

para tratamento estatistico e obteng&o das cartas de Levey-Jennings.

Foram executadas as determinag¢des que constam na tabela 10.

Tabela 10 - Analises realizadas na sec¢do de Hematologia

PARAMETRO PRODUTO BIOLOGICO METODO

CONTAGENS CELULARES

Eritrograma Sangue total Impedancia / VCS

Leucograma Sangue total Impedancia / VCS

Microscopia 6ptica
Reticulécitos Sangue total

(Coloragéo supra-vital)

ESTUDO DA COAGULACAO

Tempo de Hemorragia Sangue total vy
Contagem de Plaquetas Sangue total Impedancia/ VCS
Tempo de Protrombina Plasma Optico
Tempo de Tromboplastina o L.
Parcial Activada Plasma Optico
Fibrinogénio Plasma Optico
OUTROS
Velocidade de Sedimentacdo Sangue total Microfotometria capilar
Pesqmsa. de Células Sangue total Reducdo com metabissulfito
Falciformes
Despiste de Hem_o globinas Sangue total Cromatografia liquida de alta pressdo
Anormais
Microscopia dptica
Pesquisa de Hematozoario Sangue total
(Gota espessa)
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4.2.3. Valéncia de Imunologia

Nesta Valéncia a maior parte dos pedidos destinam-se a estabelecer a etiologia de
uma hepatite aguda ou cronica e o seu estado evolutivo, detectar portadores
assintomaticos de hepatite B ou C e determinar o estado de imunidade prévio a
vacinacgao de grupos de risco.

Se se obtiver positividade para anticorpos anti-HIV1 e HIVV2 no enzimoimunoensaio
ELFA, executa-se um outro, EIA em fase sélida, para detectar qual o virus responsavel
pela positividade e mesmo assim recomenda-se teste confirmatdrio pelo método
Western Blot. Todos 0s casos positivos sdo registados, bem como o método em que essa
positividade se obteve, com o objectivo de no futuro se obviar a duplicacdo dos testes
confirmatérios.

A pratica diaria revelou que é relativamente frequente observarem-se utentes
infectados com mais do que um virus.

O doseamento de marcadores tumorais revela-se importante no auxilio ao
diagnostico de neoplasias e também na monitorizacdo, avaliacdo terapéutica e
revelacao precoce de recidivas nos doentes do foro oncoldégico.

No Controlo da Qualidade Interno usam-se soros controlo, normal e patoldgico (nos
testes quantitativos) e negativo e positivo (nos testes qualitativos).

Foram executadas as determinacdes dos parametros que constam na tabela 11.

Tabela 11 - Andlises realizadas na seccéo de Imunologia

PARAMETRO PRODUTO BIOLOGICO METODO

MARCADORES TUMORAIS

Antigénio Carcino- Lo .
.. Soro Enzimoimunoensaio
Embrionario
Antigénio Especifico da
Prostata
Soro Enzimoimunoensaio
Total e Livre
Antigénio Ca 125 Soro Enzimoimunoensaio
Antigénio Ca 19-9 Soro Enzimoimunoensaio
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AGENTES VIRAIS E NFECCIOSOS

Anticorpo Anti- Rubéola IgM Soro Enzimoimunoensaio
Anticorpo Anti- Rubéola IgG Soro Enzimoimunoensaio
Anticorpo Anti . .
Soro Enzimoimunoensaio
Toxoplasmose IgM
Anticorpo Anti- L .
Soro Enzimoimunoensaio
Toxoplasmose 1gG
Anticorpo Anti- L .
. . Soro Enzimoimunoensaio
Citomegalovirus Igm
Anticorpo Anti- — .
. . Soro Enzimoimunoensaio
Citomegalovirus 19G
Anticorpo Anti-Hbs Soro Enzimoimunoensaio
Anticorpo Anti-Hbe Soro Enzimoimunoensaio
Anticorpo Anti-Hbc Total Soro Enzimoimunoensaio
Antigénio Hbs Soro Enzimoimunoensaio
Antigénio Hbe Soro Enzimoimunoensaio
Anticorpo Anti-HIV 1 E 2 Soro Enzimoimunoensaio
Anticorpo Anti-HIV 1 E 2 Soro Enzimoimunoensaio , em fase sélida
Pesquisa do Antigénio P24 Soro Enzimoimunoensaio
doHIV 1
Anticorpo Anti-HVC Soro Enzimoimunoensaio , em fase sdlida
Pesquisa De Anticorpos Anti- - o
.. Soro Aglutinacdo em lamina
Estreptolisina O g ¢
Floculacdo com visualizacéo
RPR Carvéo Soro ¢ . ¢
macroscopica
Reacc¢do de Widal Soro Aglutinacdo em lamina
Reaccéo de Hudlesson Soro Aglutina¢do em lamina

AUTO-IMUNIDADE

Anticorpos Anti-Tiroideus Soro Quimioluminescéncia
RA Teste Soro Aglutinacdo em lamina
Reacc¢do de Waaler-Rose Soro Hemaglutinagdo

IMUNOHEMATOLOGIA

Sistema ABO (Fenotipagem) Sangue total Aglutinacéo em lamina

Sistema Rh (Fenotipagem) Sangue total Aglutinagdo em lamina
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4.3. Fase pos-analitica

No caso da UPC do CHPL, a validacdo bio-patoldgica final é médica e consiste na
verificacdo da verosimilhanca e coeréncia do conjunto dos resultados das analises
efectuadas a cada utente, tendo em conta o seu estado clinico, os tratamentos a que esta

ou esteve submetido e os resultados anteriores.

Esta validacdo medica faz-se sobre uma validacao técnica que devera ter cumprido com
todos os pressupostos estabelecidos e que se destinam a garantir que os resultados sdo

obtidos nas melhores condicdes técnicas.

E muito importante o raciocinio desenvolvido sobre cada uma das situagdes em anélise,
bem como a experiéncia acumulada por estes profissionais ao longo dos anos de
exercicio das suas fungdes, para perceberem a inverosimilhanca de algumas situacdes e
a urgéncia do didlogo com o médico assistente do utente, sempre que se deparem com

resultados que pdem em jogo um prognostico vital.

E frequente a aposicdo de reparos e sugestdes, especialmente nas analises

microbioldgicas.

No caso da UPC do CHPL, todos os relatérios originais de resultados de amostras
enviadas ao Laboratério com que hé acordo de colaboracdo, sdo agrafados e seguem

conjuntamente com os nela efectuados.

A possibilidade de haver a consulta de resultados on-line, faz com que seja préatica

corrente a validag&o parcial dos resultados & medida que véo ficando disponiveis.

A garantia de qualidade nesta fase relaciona-se com a emissao correcta e atempada dos

boletins de resultados e sua interpretagéo.

Todo o pessoal da UPC, incluindo estagiarios, estd informado sobre o dever de

confidencialidade no que respeita aos resultados nominativos das analises.
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5. POLITICA ASSISTENCIAL DA UPC

E notdrio que, ndo pondo em causa 0 principio de que a requisicdo de analises é um acto
médico da inteira responsabilidade de cada médico prescritor, a UPC tende a
racionalizar os pedidos, muitas vezes excessivos e desnecessarios, e a estabelecer

acordos com os Clinicos do CHPL.

Com esse objectivo, foram anteriormente criados perfis basicos para doentes internados
pelo Servico de Urgéncia do HCC e que dai ndo trouxessem analises. A instituicdo de
uma abordagem padronizada a esses doentes, pretende evitar recorrentes duplicagcdes de
pedidos, e regular as andlises a executar de acordo com o histérico ja existente e

consultavel em caso de reinternamento.

Em articulacdo com a Farmécia Hospitalar e para facilitar a pratica dos Clinicos, foi
também atribuida a UPC a responsabilidade de convocar os doentes em inicio de
administracdo de Clozapina, um antipsicotico de recurso nas esquizofrenias severas.
Nestes casos, 0 hemograma tem de ser executado 10 dias antes do inicio do tratamento,
para estabelecer os valores basais individuais, e depois semanalmente durante 18
semanas, porque € durante este periodo que ha maior probabilidade de surgirem
reaccOes adversas, e posteriormente a intervalos de 1 més, enquanto durar a medicacao,
e ainda 1 més depois de suspenso o farmaco. As avaliacbes mensais devem abranger a

funcdo hepatica e renal.

Esta pratica mostrou-se Util e é desejavel que seja aplicada por todos os clinicos do
CHPL, para obviar a situa¢cbes como a do seguinte caso clinico, vivenciado durante o
estdgio, em que a agranulocitose se manifestou como reaccdo idiossincratica a
Clozapina, durante o periodo de um més em que ndo houve vigilancia hematoldgica.
Neste caso ndo havia associagdes com outros medicamentos que pudessem aumentar o

risco de aparecimento de tal complicacéo.
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Caso clinico:

MEDV, sexo feminino, 79 anos de idade, Caucasiana, internada pela Urgéncia do HCC,

com o diagndstico de perturbagdo psico-afectiva.
Antecedentes pessoais — um internamento ha 20 anos no HIM.

Antecedentes familiares — um filho com esquizofrenia.

Tabela 12 — Evolugdo dos parametros hematoldgicos avaliados na terapéutica com Clozapina

Terapéutica com Contagem de

Contagem de

Internamento Datas Clozapina (dose Unica L 3 Granulécitos
. Leucocitos / mm - 3
ao deitar) Neutrofilos / mm
Servigo de
Psico-Geriartria 27.04.2010
08.05.2010 Inicia 50 mg
13.05.2010 Aumenta para 150 mg 7.000 5.558
14.05.2010 Voltaa 50 mg

15.05.2010 | Passa e mantém 100 mg

22.05.2010 6.000 4.008
26.05.2010 6.700 4.127
30.06.2010 1.400 148

Conforme ha perfis analiticos para vigiar a instalacdo e a manutencdo da terapéutica
com Clozapina, também a administracdo de outros farmacos deve ser monitorizada néo
sO para estabelecer a dose minima eficaz, como para despistar o aparecimento de efeitos

adversos.

Tomando como exemplo 3 dos farmacos mais utilizados: Carbamazepina, Acido
Valproico e Litio, a intervengdo do Laboratério, para além dos seus doseamentos, deve

ser a de executar:
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Tabela 13 — Parametros a analisar na administragio de Carbamazepina, Acido Valproico e Litio

FARMACO ADMINISTRADO

PARAMETROS A EXECUTAR

Carbamazepina

Hemograma com plaquetas */**
Funcéo hepatica (ALT e GGT) **
Funcéo renal (Creatinina) **
Colesterol HDL

Funcdo tirdideia (FT4 e TSH)

Acido Valproico

Hemograma com plaquetas

Amilase

Diagnostico Imunolégico de Gravidez (DIG)
Funcdo hepética (ALT e GGT) ***

Litio

Hemograma

Creatinina

Acido drico

Glicose

Funcéo tirdideia (FT4 e TSH) ****
Balango electrolitico

Diagndstico Imunoldgico de Gravidez

Paratormona

* - A cada 2 semanas nos 2 primeiros meses e depois aos 3, 6, 9 e 12 meses

** - Mensal até aos 6 meses

*** - Repetir a0 més:

POLITICA ASSISTENCIAL UPC

a) Vigiar a cada 1 ou 2 semanas se o valor da actividade das transaminases < ao triplo

do seu valor de referéncia;

b) Depois conferir a intervalos de 1 més ou de cada 3 meses, se 0 valor estabilizar

**x*% - A cada 6 — 12 meses
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6. CONCLUSOES

As analises clinicas assumem um lugar fundamental na Medicina Moderna, constituindo

um meio complementar de diagnostico essencial para todas as especialidades medicas.

Para o ser efectivamente, € indispensavel que todos os profissionais assumam uma
postura activa e sobretudo critica na manutencdo, acompanhamento e controlo de todo o

processo que culmina com a obtencgéo de resultados.

As respostas as solicitacdes efectuadas a UPC devem ser precisas, exactas e reais, uma
vez que a obtencdo de um resultado errado, pode induzir medidas inapropriadas e causar
danos irreversiveis na vida de um individuo.

Se a credibilidade de resultados pode ser sustentada nos processos internos e externos
de Controlo de Qualidade, com monitorizacdo permanente de parametros mensuraveis,
existem variaveis cujo controlo é dificil e em muitos casos dependem da consciéncia e

competéncia de cada um.

E importante fomentar a inovacio e a melhoria continua de todos, procurando a
permanente actualizacdo de conhecimentos e a aquisicao de potencial técnico-cientifico
que permita acompanhar a constante evolucdo e inerente automatizacdo e

informatizacdo dos processos analiticos.

Este MAC foi principalmente isso, a possibilidade de aquisicdo de novos
conhecimentos e consolidacdo de conceitos outrora adquiridos.

O estagio, por sua vez, permitiu fazer a ponte entre a teoria e a pratica, entre os saberes
teoricos e a sua aplicacdo. Porém, o contacto com a realidade laboratorial foi mais que
isso. Existem pormenores praticos que ndo sdo referenciados na literatura, mas que
podem fazer toda a diferenca. A titulo de exemplo, a simples colocacéo do recipiente do
lixo a direita ou a esquerda na bancada, pode ser importante para diminuir o risco de
contaminacdes e aumentar a proteccdo do operador e do ambiente de trabalho no
processamento de amostras. A concepcéo e organizacgao dos locais, sistemas de trabalho
e métodos adoptados podem reduzir os riscos inerentes ao contacto com amostras
bioldgicas potencialmente perigosas, mas também, diminuir consideravelmente os erros

por confusdo ou falta de atencdo. Por outro lado, a implementacdo de um
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esquema/meétodo de trabalho bem concebido e com aplicacdo criteriosa permite

rentabilizar recursos/tempo.

Este estagio permitiu sobretudo uma maior consciencializacdo para os critérios de
repeticdo de resultados dando relevéancia ao enquadramento dos mesmos como um todo
e tendo em conta a possibilidade de um diagnostico e a informacgdo clinica

disponibilizada pelo médico prescritor.

A necessidade de trabalho em equipa assume também grande relevancia. Um método de
trabalho bem predefinido, das diferentes pessoas que intervém no processamento de
uma mesma amostra, permite rentabilizar o esfor¢co de cada um contribuindo para a

obtencéo de resultados rapidos, fiaveis e em tempo util.

Ha quem imagine que um laboratério de qualidade ¢ aquele que faz os exames “bem-
feitos”, mas isso ndo ¢ qualidade, ¢ obrigacdo. A qualidade deve ser apoiada em trés
pontos fundamentais: recursos humanos, infra-estruturas e recursos tecnoldgicos. As
boas praticas em Analises Clinicas sdo importantes para identificar, reduzir e/ou
eliminar as potenciais fontes de erro no diagndstico laboratorial. E importante o
desempenho de funcdes de forma correcta, racional e adequada na procura de resultados

que reflictam a variabilidade biolégica de cada individuo.

Concluido o tempo de estagio, e apesar dos objectivos terem sido atingidos, o tempo foi
insuficiente, muita coisa ficou e ficara sempre por saber, no entanto, 0 mais importante
sera sempre cultivar uma ideia de insatisfacdo constante com o nivel atingido,
estabelecendo sempre novas metas e nunca relaxar ou desistir na busca incessante da
qualidade e do conhecimento que permitam uma maior satisfacdo a nivel pessoal e

profissional.
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RESUMO

As hemoglobinopatias sdo um grupo de doengas em que a molécula de hemoglobina é
afectada e que se transmitem de forma autossomica recessiva, sendo responsaveis, nos
estados homozigdticos, por anemias cronicas severas. As talassemias e a drepanocitose
estdo entre as doencas monogénicas mundialmente mais frequentes. Inicialmente
descritas nas regides tropicais e subtropicais, sdo agora comuns em todo o mundo
devido ao fendmeno da migracdo. Um levantamento epidemiolégico global de
hemoglobinopatias foi feito e publicado, em 2008, pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS). Os dados recolhidos em 229 paises, mostram claramente que as
hemoglobinopatias constituem um importante problema de salde publica em 71%
desses paises, que abrangem 89% de todos os nascimentos mundiais. A prevaléncia de
portadores de hemoglobinopatias a nivel mundial é de cerca de 5-7% e 0 numero de
novos casos de criancas afectadas esta estimado em 300 000 por ano. Entre elas, 60 000
nascem com B-talassémia major, por ano, e das restantes 199 200 com drepanocitose.
Apesar de trataveis, as hemoglobinopatias ndo podem ser "curadas" a menos que um
transplante de medula Ossea seja realizado com sucesso. Portugal é um pais
Mediterranico, com elevado nivel de imigrac&o proveniente de Africa e, na actualidade,
do Brasil, da Asia e da Europa de Leste. Isto justifica a importancia do diagndstico
precoce e de programas de prevencdo com sensibilizagdo e informacao sobre a doenca,
rastreio da populacdo e aconselhamento genético para portadores, bem como

diagndstico pré-natal para casais com um filho afectado.'?

Palavras-chave: Anemia hereditaria; hemoglobinopatia; talassemia; drepanocitose;

diagnostico.
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ABSTRACT

Hemoglobinopathies are a group of inherited autosomal recessive hemoglobin
disorders, resulting in the homozygous state, in chronic severe anemias. Thalassemias
and sickle cell diseases constitute the most frequent monogenic hemoglobin disorders
worldwide. Initially described in the tropical and subtropical regions, they are now
common all around the world because of migration. A global epidemiological database
for hemoglobin disorders has been established and published in 2008 by the World
Health Organization (WHO). The data, collected in 229 countries, clearly indicated that
hemoglobinopathies constitute a significant health problem in 71% of those countries
which include 89% of all births worldwide. The prevalence of carriers of
hemoglobinopathies is within the range of 5-7% in the world and the number of new
cases of affected infants is estimated at 300 000 per year. Among them, 60 000 are born
with B-thalassemia major annually, the remaining 199 200 with sickle cell disease.
Although treatable the hemoglobinopathies cannot be “cured” unless a bone marrow
transplant is successfully performed. Portugal is a Mediterranean country with high
level of immigration from Africa and, nowadays, from Brazil, Asia and Eastern Europe.
This justifies the importance of early diagnosis, and prevention programs with
awareness-raising and information about the disease, population screening and genetic

counselling for carriers, and prenatal diagnosis, for couples with affected children.?

Keywords: Hereditary anaemia; hemoglobinopathies; thalassemias; sickle cell disease;

diagnosis.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

As hemoglobinopatias sdo um grupo de patologias hereditarias associadas a sintese da
hemoglobina (Hb). Dividem-se genericamente em dois grupos: as variantes estruturais
da Hb, resultantes de defeitos qualitativos que determinam a producdo de cadeias
polipeptidicas anormais; e as talassémias, que sdo caracterizadas pela supressao parcial
ou total da sintese de uma ou mais cadeias de globina. Ainda que com menor

frequéncia, estes dois fenétipos podem também ocorrer em associagéo.®*

As variantes estruturais da Hb, na sua maioria, resultam da substituicdo de um dnico
aminoacido nas cadeias a- ou B- e geralmente ndo causam alteracdes perceptiveis, mas
podem modificar a estabilidade ou a funcionalidade da Hb, em especial no que respeita

a sua afinidade para 0 0,.2

As hemoglobinopatias em que se incluem as a- ¢ B-talassémias, constituem um grupo
nosolégico muito heterogéneo, com mais de 250 alelos mutantes ja descritos, o que faz
com que sejam, ndo s6 as doencas monogénicas mais disseminadas e numericamente
importantes no Mundo, mas também as mais estudadas e cujas alteracdes genéticas sao

melhor conhecidas.’

Possuem, maioritariamente, uma transmissdo autossomica recessiva e estima-se que,
aproximadamente, 5-7% da populacdo mundial seja portadora dos diferentes disturbios
da Hb. Os portadores de uma mutagdo (heterozigotos) ndo séo doentes, no entanto,
quando se cruzam entre si, tém 25% de probabilidade de gerar filhos com as duas

mutacdes (homozigotos), que sdo geralmente doentes com um quadro clinico grave.®’

A sua distribuicdo nas diferentes populaces é muito varidvel, atingindo incidéncias
mais elevadas nas de origem mediterranica, africana e oriental. Portugal apresenta uma
frequéncia moderada de portadores com uma distribuicdo geografica heterogénea. A
maior incidéncia verifica-se no Centro e no Sul do Pais, havendo distritos onde a

prevaléncia é superior a 2%.°
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Este trabalho pretende alertar para a necessidade de se proceder & caracterizacao
nacional desta patologia e para uma efectiva aplicacdo da legislacdo em vigor que
recomenda a deteccdo e a informacdo precoce, preferencialmente pré-concepcional, dos
portadores; a identificacdo e o aconselhamento genético dos casais em risco; e, quando

necessario, a oferta de diagnéstico pré-natal.’

Neste contexto, é fundamental a sensibilizacdo e consciencializagdo ndo s6 das
populacdes de risco, mas também da sociedade em geral e dos profissionais de salde,
sejam eles prestadores dos cuidados de satde primarios, como o0s Médicos de Familia e
de Planeamento Familiar, ou especialistas em Procriagdo Medicamente Assistida,

Ginecologia/Obstetricia e Pediatria.

As hemoglobinopatias ndo tém cura, mas podem ser controladas. A alta prevaléncia
destas patologias, associada a gravidade das manifestagdes clinicas dos doentes, faz
delas um importante problema de Saide Publica. O diagndstico precoce, associado a um
tratamento adequado, pode contribuir para uma reducédo significativa na morbilidade e

mortalidade dos individuos afectados.
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METODOS

2. METODOS

Nesta monografia procedeu-se a uma andlise documental baseada na pesquisa
bibliografica. Assim, analisaram-se documentos e artigos de revistas cientificas sobre o
tema na sua globalidade de forma a identificar e sistematizar os principais conceitos e

definicdes do assunto em questdo. Para tal, utilizaram-se palavras-chave como:

“hemoglobinopathies”; “thalassemias”; “sickle cell disease”; “diagnosis hereditary
anaemia”;  “early  diagnosis of hemoglobinopathies”;  “hemoglobinopathies
screening”;  “Prenatal  diagnosis  of  hemoglobinopathies”;  “therapy  of
hemoglobinopathies”.

Esta pesquisa foi realizada, sobretudo a nivel internacional, através de base de dados
electronicas reconhecidas, como o PubMed, a B-On, o National Center for
Biotechnology Information ou o Google Scholar, e de publicacdes especializadas.
Foram também consultadas as péaginas oficiais de organizacbes nacionais e
internacionais, como o Instituto Nacional de Salde Dr. Ricardo Jorge (INSA), a
Direccdo-Geral da Saude (DGS) e a OMS. Foram, ainda, consultados livros da
biblioteca da Faculdade de Farméacia da Universidade de Lisboa. Ndo foi imposta
qualquer restricdo relativamente a data de publicacao.

Apos avaliacdo dos titulos, palavras-chave e resumos, foram incluidos na revisdo todos
os artigos que fizessem referéncia as hemoglobinopatias. A partir desses artigos, foram
seleccionados e incluidos outros, citados e referenciados nas respectivas bibliografias.
Com base na pesquisa bibliografica, elaborou-se o referencial teérico da monografia e
identificou-se a realidade de diferentes paises, em diferentes continentes, relativamente
a problemaética das hemoglobinopatias, tendo sido atribuida especial atencéo a Portugal.
Na tentativa de melhor caracterizar a situacdo do pais foram contactados: clinicos de
saude familiar, a exercerem as suas fungGes no ambito do planeamento familiar;
profissionais do Centro de Genética Médica Jacinto de Magalhdes (CGMJM-Porto)
responsaveis pelo programa de diagndstico neonatal; profissionais do INSA com
actividade no &mbito do diagndstico de hemoglobinopatias e a Associacdo Portuguesa

de Pais e Doentes com Hemoglobinopatias (APPDH).
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3. HEMOGLOBINOPATIAS

Designam-se genericamente, por hemoglobinopatias, as doencas que afectam a

molécula de Hb.°

Sdo doencas hereditarias que resultam de mutacdes genéticas em um, ou mais, dos
genes responsaveis pela sintese da Hb e fazem-no de uma forma qualitativa ou

quantitativa.’

¢ Nas hemoglobinopatias qualitativas verifica-se uma alteracdo na sequéncia dos
aminoacidos das cadeias globinicas, que vai alterar tanto a estrutura, como a
funcdo, da molécula de Hb sintetizada.

¢ Nas hemoglobinopatias quantitativas apenas ha uma reducdo na sintese da Hb e,
portanto, uma diminuigdo no teor de Hb que se expressa por uma anemia e leva
0 organismo a produzir outras hemoglobinas (Hbs), que ndo sendo afectadas

pela mutagdo, véo tentar compensar o estado de anemia.”

Mais de 1 000 variantes estruturais de Hb foram ja descritas. Cerca de 1 a 2% da
populacdo mundial é composta por heterozigotos da HbS e 3% de heterozigotos da f-
talassémia. Para além destas duas, as que tém maior relevancia clinica sdo a HbC, HbE,
HbD-Punjab e HbO-Arab.*%

Existem, também, formas raras que resultam da producdo de cadeias globinicas
hibridas, cadeias alongadas devido a inser¢fes ou mutacdes que alteram o quadro de
leitura, cadeias encurtadas devido a coddes de terminagéo precoce e cadeias com dupla

substituicdo de aminoacidos.*?

3.1. Estrutura da Hemoglobina

A Hb ¢ o principal constituinte proteico dos eritrocitos. Tem como funcdes o transporte
de oxigénio (O;) dos pulmdes para os tecidos e o transporte do didéxido de carbono

(CO,) e dos protdes (H*) no sentido inverso.*®
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E uma proteina formada por quatro mondmeros, unidos entre si por ligacdes néo

covalentes, numa estrutura quaternaria.*

Cada monomero é constituido por uma fracgdo proteica - a globina e por um grupo
prostético - o heme - que é um anel tetrapirrélico com um Fe?* central, ligado aos quatro
atomos de azoto de cada molécula de pirrol e a histidina proximal da cadeia

polipeptidica respectiva.***>°

Estruturalmente, € uma proteina globular, formada por quatro subunidades, compostas
por dois pares de cadeias globinicas, polipeptidicas, sendo um par denominado de
cadeias do tipo a € 0 outro par de cadeias do tipo ndo-o, formadas por 141 e 146
aminoacidos, respectivamente. A descricdo da sua estrutural tridimensional deu ao Dr.

Max Perutz, o prémio Nobel da Quimica, em 1962 (Figura 3).*4>*®

Figura 3- Estrutura da hemoglobina. Vermelho e azul: subunidades proteicas; Verde: grupos heme *'

As combinagdes entre as diversas cadeias de proteinas dao origem as diferentes Hbs
presentes nos eritrocitos, que vdo sendo produzidas ao longo das diversas etapas do

desenvolvimento humano, desde o periodo embrionario até a fase adulta.*®

Desoxi-Hb é o termo usado para designar a Hb quando néo esta ligada ao oxigénio e

Oxi-Hb quando se encontra ligada ao O, com o ferro bivalente.**

A ligacdo estabelecida entre a molécula de Hb e o O, condiciona alteracbes na
conformacdo proteica, a custa das ligacfes entre os mondémeros assimétricos. Como
consequéncia, as duas formas de Hb apresentam estruturas cristalinas e espectros de

absorcéo diferentes.™
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A funcéo da globina na molécula de Hb ndo é somente estrutural ou de modulacéo da
afinidade do heme para o O, mas também a de tornar possivel a reversibilidade da
ligacdo entre o ferro e 0 O,. O atomo de Fe®, por si s6, é incapaz de se ligar
reversivelmente ao Oy, porque se auto-oxida. Por isso a globina tem uma conformacao

tal que o heme fica envolvido por uma bolsa hidrofdbica, que evita a sua oxidacao.

Cada molécula de Hb transporta quatro moléculas de O,.***°

3.2. Estrutura dos genes de globina

Os genes funcionais das globinas tém a mesma estrutura geral.

Apresentam-se divididos em trés regides codificantes — os exdes — e duas regides nao
codificantes, denominadas intrdes ou intervening sequence — IVS constituidas por
sequéncias ndo traduzidas que separam os exdes. O desenvolvimento especifico da
expressdo de cada gene é determinado por interacgdes entre 0s seus promotores € as
respectivas regides de regulacéo.’®

O homem possui 8 genes de globina funcionais:

e Trés deles, 0 & o0 a-1 ¢ o a-2 estdo localizados na regido telomérica do brago
curto do cromossoma 16 (16p13.3) e constituem o agrupamento génico da o-
globina que codifica para as cadeias globinicas do tipo alfa.

e Os cinco restantes, 0 €, os Gy e Ay, o0 & e 0 B, estdo localizados no brago curto do
cromossoma 11 (11p15.5) e constituem o agrupamento génico da p-globina, que

4,19

codifica para as cadeias globinicas do tipo beta.

Estes genes estdo dispostos na mesma sequéncia da sua activagdo temporal. (Figura 4)

Cromossoma 16 (16p13.3) Cromossoma 11 (11p15.5)

HS-40 &2 Wil Wo2 Wal g £ Gy Ay

T i

Adaptado da Ref.2 20

Figura 4 - Esquema representativo dos agrupamentos génicos da a- e da B-globina.
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3.3. As hemoglobinas ao longo da ontogenia

As primeiras células que contém Hb sdo produzidas no saco vitelino, s6 mais tarde séo
activadas as eritropoieses hepatica e esplénica, e, por ultimo, a medular. Em cada um
destes 6rgaos, verifica-se a producéo preferencial de um tipo de globina.'

Ao longo do desenvolvimento embrionario, fetal, pos parto e vida adulta, a estrutura da
Hb vai variando de acordo com as globinas que a constituem. Isto verifica-se devido a
activacdo e inactivacdo sequenciada, dos genes que codificam para essas cadeias de

globinas.™

No periodo embrionario os genes activos presentes nos eritroblastos, localizados no
saco vitelino, promovem a producdo da globina &, que, combinada com a globina e,
forma a hemoglobina Gower 1 (&¢2). Esta mesma globina &, combinada com a globina
y, forma a Hb Portland (&2y,). Quando se inicia a producdo das globinas o, estas

combinam-se com a globina ¢ ¢ formam a hemoglobina Gower 2 (az¢,).**%*

A producdo das Hbs embrionarias ocorre durante um periodo de até trés meses apds o

inicio da gestacdo.”

O local seguinte de transcricdo dos genes de globina ¢é o figado fetal. A HbF (ayy2) ai
produzida é preponderante durante grande parte da vida intra-uterina devido ao
incremento de producdo e combinacdo das globinas o e vy, apds a cessagao da producdo
das globinas & e e. As 34-36 semanas de gestacio, a Hb F representa 90-95% de toda a
Hb do feto e, por altura do parto, apresenta valores de 53-95% contra os 20-30% de
HbA. Mantém-se sem alteracdo durante as duas primeiras semanas de vida e, a partir
dai, diminui cerca de 3% em cada semana para atingir 0s niveis normais ao 6° més de

vida.?
O ultimo e definitivo local de transcricdo dos genes da globina é a medula 6ssea.**

Apdbs 0 nascimento, comeca a ser sintetizada a globina B, que, conjuntamente com a a
vai dar origem a HbA (o2p2), a também designada hemoglobina do adulto, que ja é a Hb
predominante aos 3 meses de idade. Durante 6 a 7 meses, apds o0 nascimento, a sintese
das globinas y vai, pois, progressivamente diminuindo, embora continuem a ser

sintetizadas ao longo da vida.*
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A producéo de globinas 6, que, quando ligadas as globinas a, ddo origem a HbA; (0,29,),
tem o0 seu inicio por volta da 25* semana da gestacdo, a niveis reduzidos, e assim
permanece até ao nascimento. Nessa altura a sua producéo vai aumentando lentamente,

estabilizando-se por volta do sexto més de vida.'®

Em resumo e conforme Figura 5:

Tabela 14 — Composicdo da Hb ao longo da ontogenia™®

Tipo de Hemoglobina Periodo de sintese Cadeias globinicas
Gower - 1 Embrido até 3° més de gestacdo &6p
Portland Embrido até 3° més de gestacdo &2
Gower - 2 Embrido até 3° més de gestacdo 026
Hb Fetal Feto até 6° més de vida oYz
Hb A, Feto / Vida adulta 00,
Hb A Vida adulta a2

A existéncia de um tipo diferente de Hb no feto esta relacionada com o facto do sangue
fetal ser oxigenado a partir do sangue materno. A HbF apresenta uma grande afinidade
para 0 Oy, 0 que permite que este seja transferido da circulacdo materna, em que a
pressdo do O, é baixa, para a circulacéo fetal através da placenta.**

Local da eritropoiese

Figado Baco Medula éssea
\ Periodo Periodo Periodo
Saco : & Embrionario Fetal Adulto
embrionario 7 5,

i - S— Hb Gower 1 HbA
& - (Ge) (02B2)
©
I Hb Gower 2 HbF HbA,
§ 20 = (a222) (o272) (2207)
e I
5 (] —
. Nl omesddaaznnszare” Hb Portland
& o S S y——y i I 1 Sy I o
6 12 18 24 30 3 6 12 18 24 30 36 42 48 Gr2)
Idade pos-concepcional Idade pés-natal
(semanas) (semanas)

Figura 5 - Representacdo esquematica da sintese das cadeias de globina durante o desenvolvimento,
assim como dos 6rgdos onde ocorre a hematopoiese.
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Assim, seis meses apds o nascimento e durante toda a vida adulta, a distribuicdo das
Hbs normais deve ser de cerca de 95% de HbA, <3,5 % de Hb A2 e <1% a 2% de HbF.*

3.4. Mutacoes nos genes da a- e da -globina

Todo o processo atras descrito pode ser perturbado por diversos tipos de mutagdes
genéticas que vao desde a simples substituicdo de um ou dois amino&cidos da cadeia de
globina, dando origem as variantes de Hbs mais comuns, até as extensdes de cadeias e
fusdo de genes, que sdo as mutacdes menos frequentes, passando pelas dele¢bes ou
inserces de um ou mais nucledtidos que estdo na base das hemoglobinopatias

quantitativas.**

As alteracGes nos genes das cadeias o manifestam-se logo no periodo fetal, enquanto
que as alteracBes nos genes das cadeias  se manifestam apenas apds seis meses sobre o

nascimento.?®

E possivel a co-heranca de mutag@es nos genes das cadeias o e nos das cadeias p. Sao
disso exemplo os doentes que herdam drepanocitose e B-talassémia, uma de cada

progenitor, e expressam uma mistura dos dois quadros clinicos.**

Em Portugal as formas graves mais comuns sdo a drepanocitose e as B-talassémia major

e intermédia, todas com transmissdo hereditaria autossomica recessiva.’

3.5. Modo de transmissao

Refere-se a associagdo entre 0 nimero de mutacBes genéticas e a gravidade do defeito

genético resultante, que varia consoante o gene de Hb envolvido.*

Os portadores de uma mutacao (heterozigotos) sédo, de um modo geral, assintomaticos.
No entanto quando casam entre si, ttm 25% de probabilidade, em cada gravidez, de
originar filhos com as duas mutacbes (homozigotos), que sdo doentes com um quadro

clinico grave e, geralmente, com elevada morbilidade e mortalidade.’
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Para a primeira situacdo pode usar-se o termo “traco” e para a segunda a designagdo

“doenca”.* (Figura 6).

Father AS) Mother AS)
Has sickle Has sickle Key
cell trait cell trait
One copy of One copy of Normal gene
sickle cell gene sickle cell gene Mormal
hemaglobin
A)
= Sickle call
gene
Abmormal
hemaoglobin
(5)
Child an) | chid A3 | chid sa) | chid Ss
Dees net have Has sickle Has sickle Has sickle
sinkle_eell cell trait cell trait cell anemia
Sl One copy of One copy of Two copies of
Two copies of sickle cell gene sickle cell gene sickle cell gene
normal gene
o -’

Figura 6 - Transmissdo autossémica recessiva de Hemoglobinopatias®*

Como num individuo normal a informacdo para a producéo de cadeias globinicas é dada
por quatro genes a, dois herdados de cada progenitor, e por dois genes 3, um de cada
progenitor, as mutagdes num dos genes [ terdo um maior impacto, uma vez que vao

afectar metade das cadeias produzidas.”®

3.6. Fisiopatologia

O impacto que a mutacdo tera na funcdo das Hbs e portanto, na expressao da doenca,
vai depender do tipo do aminoacido substituido, do local em que ele se encontra na

cadeia de globina e do niimero de mutagdes existentes.*

Porque as caracteristicas fisico-quimicas das Hbs anormais sdo responsaveis pelas
alteracdes fisiopatologicas, ha autores que as dividem em 4 grupos de acordo com a
repercussdo clinica que promovem: 1. causam anemia hemolitica, como acontece com a
HbS e as Hbs instaveis; 2. produzem metahemoglobinémia e cianose, como € 0 caso da
HbM; 3. alteram a afinidade da Hb para o O; 4. ndo causam alteracdo clinica ou

funcional.*
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3.7. Nomenclatura

A partir do 8° Congresso da Sociedade Internacional de Hematologia (Tdéquio-1960) e
do Congresso do México (1962) fixaram-se directrizes sobre a nomenclatura das Hbs, a
fim de evitar que, na sequéncia de sucessivas descobertas de novos tipos, cada autor as
denominasse a seu bel-prazer. Assim, deixaram-se ficar as Hbs de A a Q ja designadas,

ndo utilizando as letras seguintes, salvo a S.**?>2°

As Hbs descobertas posteriormente passaram a ser denominadas pelo ponto geografico
de origem e, quando a alteracdo da formula da globina ja é conhecida, esta deve indicar-

se, temos como exemplo a HbG-Filadélfia e a HbG-Copenhaga. >

Em alternativa, também se pode recorrer a designacdes cientificas detalhadas, como é o
caso da formula Bs (A3) Glu—Val da HbS que indica que o acido glutdmico foi

substituido pela valina, na hélice A da sexta posicdo da cadeia f. *

4. DREPANOCITOSE

“Anemia de células falciformes”, ¢ o termo usado para descrever um grupo de
hemoglobinopatias sintomaticas em que os doentes expressam HbSS, HbAS ou HbS
combinada com outras mutagdes da cadeia 3, como € o caso das variantes HbSC e

HbS/B-talassémia, que sdo as mais frequentes.*

A doenca foi observada pela primeira vez, em 1910, por James B. Herrick, cardiologista
de Chicago, num estudante proveniente da india Ocidental que apresentava uma anemia
severa caracterizada pela presenca, no sangue circulante, de eritrécitos em bastonete e
falciformes, lembrando um crescente ou uma foice. Assim nasceu a designacao de
“anemia de células falciformes”, inspirada no aspecto morfologico dos glébulos

vermelhos.'>?°

Em 1917, Emmel percebeu que a presenca de células falciformes se podia encontrar em

pessoas, com e sem anemia.’®
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Dez anos depois, Hahn e Gillespie compreenderam e demonstraram, que a
falciformacéo dos eritrdcitos ocorria sempre que eram expostos a baixos niveis de O e

que esse processo era reversivel.*®

Em 1946, Beet percebeu que os doentes com este tipo de anemia apresentavam uma
menor parasitémia nas infeccbes a Plasmodium falciparum, porque esta Hb anormal
conferia uma resisténcia parcial contra o paludismo. No mesmo ano, Sherman suspeitou
que a Hb das células falciformes deveria ser molecularmente diferente da Hb normal e
comunicou isso a Linus Pauling e colaboradores, que, em 1949, conseguiram mostrar
essa diferenca por meio da mobilidade electroforética, atribuindo esse fenomeno a
mudanca de carga eléctrica da globina. Demonstraram a origem genética da doenca e a

existéncia de casos de heterozigotia (HbAS) e de homozigotia (HbSS).**’

Em 1956, Vernon Ingram, utilizando a técnica de fingerprint (electroforese

bidimensional associada com cromatografia), esclareceu a anomalia quimica da HbS.?®

4.1. Caracterizacdo Genética e Fisiopatologia

A anemia de células falciformes foi a primeira doenca monogénica humana a ser
caracterizada a nivel molecular e, por isso, sabe-se que a substituicdo pontual da base
azotada adenina por timina, no coddo 6, do exdo 1, do gene da B-globina, determina a
substituicdo do &cido glutdmico pela valina, na sequéncia dos aminoacidos e define-se

, Ju—Val 4,2
pela formula estrutural opB,° V2% o

Esta mutacdo genética da origem a HbS que apresenta propriedades fisico-quimicas
diferentes das Hbs normais. Isto explica-se porque o acido glutamico tem carga eléctrica
negativa, enquanto a valina € um aminoacido neutro, e da sua substituicdo resulta a
perda de duas cargas negativas por molécula de Hb. Esta alteracdo reflecte-se na
mobilidade electroforética, que se torna mais lenta em comparacdo com a HbA, e é
também responsavel por alteracdes na sua estabilidade e solubilidade. Engquanto na
molécula de HbA: 1. os aminoacidos polares externos conferem solubilidade e
previnem interaccOes intermoleculares; 2. os internos sdo apolares e possibilitam a
ligacdo ao O,, sem que ocorra oxidacdo do heme; 3. os tetrdmeros individuais de Hb,

dentro dos eritrocitos, ndo interagem uns com o0s outros, o que lhes permite a
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deformabilidade necessaria ao seu percurso ao longo da microcirculacao para levarem o
O, a todos os tecidos do organismo, na HbS a exposicdo a ambientes de baixa tensdo de
O, acciona uma modificagdo na sua conformacdo molecular, porque o aminodcido
valina, ao invés do acido glutdmico, é polar e é exposto a superficie da cadeia B. A
valina vai interagir com o receptor fenilalanina (B-85) e leucina (-88) da molécula de
HbS adjacente, e esta interaccdo de natureza hidrofébica desencadeia a formagdo de
polimeros que criam uma estrutura multipolimérica rigida e indeformavel, no interior da
célula, o que lhe confere o aspecto de foice e explica o aumento de viscosidade

sanguinea, os processos de oclusdo vascular e a hemélise. *829°

Grosso modo, a velocidade e a grandeza deste evento dependem essencialmente de 3
variaveis: a tensdo de O, a concentracdo intracelular de HbS e a presenca ou auséncia
de HbF, mas a inflamacdo, activacdo endotelial, anomalias da membrana eritrocitaria,
adesdo de leucdcitos, activacdo e agregacdo plaquetaria, activacdo da coagulacdo e
biodisponibilidade anormal de varios factores vaso-activos desempenham um

importante papel nos fenémenos vaso-oclusivos.

Ao que tudo indica, existe um estado de inflamacéo cronico nestes doentes que leva a
que os leucdcitos, em numero constantemente aumentado, adiram ao endotélio

inflamado e interajam com as células falciformadas.*

Por sua vez o endotélio também ndo é normal porque as suas células tém expressdo
aumentada das moléculas de adesdo intercelular ICAM-1, das moléculas de adesdo
vascular VCAM-1 e do factor tecidular, aumento esse induzido pelos elevados niveis
plasmaticos de citocinas inflamatdrias. Proteinas de adesdo como a E-selectina, a P-
selectina, a laminina, a fibronectina e a integrina aVP3, interagem com receptores de
adesdo expressos pelos eritrocitos falciformados e pelos leucdcitos, promovendo a

ocluséo vascular.1%

Outros estudos tém demonstrado que a biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO) esta
reduzida nesta doenca, como em outras anemias hemoliticas. O NO € um géas
sinalizador, com uma semi-vida de segundos, produzido no endotélio a partir do
aminoacido L-arginina pela accdo da enzima NO sintetase. A sua principal funcao é
regular a vasodilatacdo e o tonus muscular sistémico e pulmonar. O NO &, ainda, um
importante inibidor da expressdo das moléculas de adesdo nas células endoteliais e de

activacdo dos leucocitos. Ele é consumido pela oxi-Hb, em reacgdes que geram
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metahemoglobina e nitrato, e pela desoxi-Hb, com producédo de Fe-nitrosilhemoglobina.
Na drepanocitose, a sua redugdo parece dever-se ao processo de hemdlise intravascular,
do maior consumo pelo excesso de espécies reactivas de O, geradas no plasma e no
endotélio, e pela reaccdo com a Hb livre no plasma, libertada durante a hemolise. Menor
biodisponibilidade de NO resulta em vasoconstricdo com aumento de activacdo
plaquetéria e de expressdo das moléculas de adesdo nos leucocitos e nas células

endoteliais.*

A HbS é a variante estrutural mais comum da Hb e transmite-se com um caracter

autossomico recessivo.**?

Conhecem-se centenas de variantes, mas s6 quatro tém significado clinico: HbSS,
HbAS, também designada por trago drepanocitico, HbSC e a HbS/p-talassémia.’

4.2. Epidemiologia

A maior incidéncia do trago drepanocitico ocorre em Africa e, mais de trés quartos, na
Africa Subsariana, com uma frequéncia que varia entre 20 e 40% e onde a mortalidade é
elevada, devido a falta de intervencdo terapéutica e profilatica. Também se encontra na
regido Mediterranica, Médio Oriente, india, Caribe e Américas Central e do Sul.?*

Figura 7 — Distribuicéo geografica das talassémias, anemia falciforme e outras hemoglobinopatias
comuns. Adaptado da Ref2 4
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Nos EUA, cerca de 12% dos Afro-Americanos tém uma variante de Hb e a incidéncia
de homozigotia (HbSS) é de 1 em cada 375 nascimentos. A heterozigotia simples é
estimada em 8% e as situacdes de heterozigotia composta por associacdo com a HbC e a
B-talassémia, nomeadamente as situagdes de HbSC e de HbS/B-talassémia, estimam-se

em 0,12% e 0,16%, respectivamente.4

Em Portugal e através da distribuicdo geografica dos haplotipos BS (Benim, Banto e
Senegal), a caracterizarem diferentes regides de origem em Africa, pensa-se que a
importacdo do gene se verificou em duas épocas diferentes: entre os séculos VIl e XIlI
proveniente da regido mediterranica (haplotipo Benim), com os Arabes, e, depois do
séc. XV, com os descobrimentos portugueses e o0 subsequente trafico de escravos
(haplotipo Senegal e Banto). A prevaléncia de portadores de HbS, concluiu-se ser de
0.32%, de acordo com um estudo prospectivo em mancebos, da responsabilidade do

INSA, realizado entre 1983 e 1985, em 15208 amostras aleatorias.>

Actualmente, h&4 a considerar também a migracdo interna no pais, bem como a
imigracdo oriunda de outros paises como o Brasil, onde a drepanocitose possui uma

muito significativa incidéncia na populago.®

Pela importancia que esta doenca tem no mundo, a Organizacdo das NacGes Unidas,
numa recente resolucdo, reconheceu a drepanocitose como uma prioridade de saude
publica e declarou o dia 19 de Junho, de cada ano, como o dia internacional de luta

contra esta afeccdo.!

4.3. Quadro Clinico

A drepanocitose, em geral, sO se repercute notavelmente na saide do portador quando
assume o tipo de anemia drepanocitica. Contudo, certas formas heterozigéticas também
se exteriorizam por sintomas em directa correlacdo com a grandeza da anomalia
hemoglobinica e, visivelmente, a partir do 6° més de vida e a medida que a HbF vai

diminuindo.*

Quando a gravidade do processo ndo leva & morte, a crianga apresenta um torax em

barril, por aumento antero-posterior do diametro toracico, um abdémen proeminente
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cujo perfil contrasta com a lordose lombar e a cifose dorsal superior. Os membros sdo
magros, especialmente as pernas. Se a crianga vence 0S primeiros anos entdo estas
alteragBes somaéticas tornam-se mais nitidas destacando-se a dismorfia cefalica, a face
um pouco mongoldide, o pescogo curto, o térax longo e estreito e 0s membros longos,
magros, sendo frequente um tipo de maos delicadas, de dedos finos e longos, que
merecem 0 nome de maos de aranha, de Winsor e Burch. Completa o quadro, um certo
hipogonadismo, mais nitido nos homens, e que se assevera pela hipoplasia ou atrofia

testicular, hipotricose facial e tonalidade elevada da voz.”

E de supor que a anemia cronica provogque na drepanocitose, como em outras
eritropatias congénitas, alteracfes estruturais do esqueleto como consequéncia, ndo s
da variacdo do regime circulatorio dos 0ssos, mas também da hiperplasia medular
reaccional & espoliacdo hemolitica constante.?

O exame radiolédgico do cranio mostra, nos adolescentes e adultos, alteracGes que vao
desde a perda de nitidez do desenho dsseo até a osteoporose, sendo 0s estadios
intermédios constituidos pela imagem em escova, produzida pela orientacdo das

espiculas em sentido perpendicular & tabua interna.?

Também a coluna apresenta osteoporose, podendo haver achatamento e colapso de

corpos de vértebras, com a consequente imagem em cunha.?

Os o0ssos dos membros apresentam esclerose com engrossamento cortical que pode

chegar até & completa obliteragdo do canal medular.?®

Sobretudo em adultos e em grande nimero de casos, encontram-se processos necroticos
da pele, em especial sob a forma de Ulceras de perna junto aos maléolos. A patogenia
deste processo ulceroso tem sido relacionada com a obstrucdo vascular, mas também Ihe

importa o grau de anemia existente.”

Sobre as glandulas enddcrinas ja se percebeu a tendéncia para o tipo hipogonadal e

hipopituitario, atestados pela hipoplasia genital e pela tendéncia para o nanismo.?

Nos homens nédo é raro o priapismo que se deve a fendmenos obstrutivos dos corpos
cavernosos, resultantes de trombose e estase. Na mulher encontra-se atrofia da mama e

genitais externos e, com frequéncia, ha irregularidade dos ciclos menstruais e menarquia
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tardia o0 que revela a accdo deletéria e inibidora desta doenca sobre a procriacdo na

mulher. 13192

A drepanocitose parece ser a eritropatia congenita que determina, com maior
intensidade, alteracBes cardiacas que resultam da interacgdo de véarios factores, como a
anoxia cronica provocada pela anemia e a obstrucdo vascular consecutiva a
aglomeracéo celular. Se a primeira, ndo s6 determina lesdes nas fibras do miocéardio,
como exige um aumento da actividade cardiaca para nutrir convenientemente a

periferia, a segunda promove a trombose e a endocardite. %

Séo ainda estas alteracBes vasculares que a nivel da rede pulmonar vao dar origem a
sintomatologia de cor pulmonale crénico que se traduz por dispneia de esforco com
palpitacdes e que pode chegar a colocar dificuldades de diagnostico diferencial com a

clinica que acompanha a estenose mitral. 1>

Como grande numero de doentes se queixa de dores articulares acompanhadas, por
vezes, de febre, é habitual a confusdo com o reumatismo poliarticular agudo e o

diagnostico diferencial pode ser extremamente dificil se ndo se pensar na drepanocitose.

Nalguns doentes as artralgias acompanham ou precedem quadros dolorosos abdominais
com diferentes graus de intensidade e que podem acompanhar-se de nadseas, vomitos,
rigidez ou defesa abdominal, febre precedida de calafrios, ictericia, sintomas de choque
e alteracbes do sistema nervoso com convulsdes e com progressiva alteracdo da
consciéncia até ao coma. Simultaneamente acentua-se a anemia e aparece leucocitose,
dai que ja tenha acontecido executarem-se intervencdes cirlrgicas nestes doentes. Estas
crises abdominais explicam-se pelos fendmenos obstrutivos dos vasos dos respectivos
0rgdos, mas quando o choque se instala, serdo as suas alteracbes hemodindmicas que
agravam a andxia tecidular, ja presente pela anemia, e que aumenta a tendéncia para a
falciformacéo que predispde para a atonia capilar e fecha o ciclo fisiopatologico que

conduz a morte, 1%%°

Julga-se que certas crises abdominais se podem explicar por compressdo das raizes
nervosas provocadas por alteracGes Osseas da coluna ou dependem de processos
inflamatdrios ganglionares retroperitoneais. Outras podem ser devidas a verdadeiras
colicas hepaticas, causadas pela litiase biliar que acompanha as anemias hemoliticas

congénitas. ™
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A literatura também refere com frequéncia, o desencadeamento de crises abdominais,
mais ou menos graves, como consequéncia de viagens de avido e que se podem
manifestar durante o0 voo ou entre meia a uma hora ap6s o0 voo. A explicagdo assenta na
baixa de tensdo parcial do O, no ar respirado, que se repercute nos respectivos valores
no sangue circulante e provoca a falciformagdo. Segundo Sullivan, nas formas
homozigo6ticas a formacdo de drepandcitos ocorre quando a tensdo de O, atinge 45 mm
Hg, enquanto que na forma heterozigotica é necesséario que este valor desca até 18
mmHg. E claro que qualquer diferenca neste valor sera consequéncia da quantidade

proporcional de HbS existente. %

A presenca de HbF contraria, de certo modo, a cristalizacdo da HbS porque ndo entra na
constituicdo dos cristais de Hb, enquanto que a HbA é englobada com a HbS na
formacdo dos cristais e funciona, portanto, como material cristalizavel. Assim, a

presenca de mais de 20% de HbF, tende a moderar a gravidade da doenca.”

O baco é o 6rgao abdominal com maior predisposicdo para o enfarte, visto que tem um
pequeno nimero de anastomoses entre 0s ramos da artéria esplénica. Por isso, quando
hd formacdo de drepandcitos no baco, a circulacdo afrouxa devido ao aumento da
viscosidade sanguinea. Esta estase aumenta a saida do O, do sangue, com consequente
acumulacdo de CO; e baixa do pH sanguineo, condi¢fes Optimas para a falciformacédo

em massa, que fecha o ciclo da anéxia e provoca a obstrugo vascular e enfarte.”®

Na drepanocitose homozigética o baco atrofia-se progressivamente, como consequéncia

de enfartes sucessivos ocorridos ao longo da infancia.?

Esta inferioridade bioldgica e tendéncia para a infecgdo explicam a marcha grave da
tuberculose que atinge um érgdo de rara preferéncia, como o figado. Também aqui, cré-
se que a obstrugéo vascular criard melhores condicdes para o desenvolvimento do bacilo

de Koch e agravamento do quadro clinico.?

No rim surge faléncia nos mecanismos de concentracdo da urina, pode instalar-se uma

papilite necrosante e a hematria torna-se uma queixa.?

Sdo frequentes as alteracdes neurologicas consecutivas a estase e aos processos
obliterativos vasculares e os sintomas fundamentais consistem em cefaleia, tonturas,
discretos sinais meningeos, sonoléncia que nas formas graves chega ao estado

confusional, estupor, coma e variados sinais focais desde afasia até hemiplegia.'®?
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De forma esquematica, podem-se considerar varios tipos clinicos consoante 0s
agrupamentos sintomaticos dominantes: 1. sindrome febril decorrendo como pirexia de
causa desconhecida; 2. tipo artralgico; 3. tipo cardiovascular; 4. sindroma neuroldgico

predominante; 5. tipo pneumaénico agudo.”

4.4. Heterozigotia composta

44.1.ComHbC

E a heterozigotia composta mais comum, atingindo 25% da populacdo da Africa

Ocidental e cerca de 1 em cada 833 nascimentos, nos EUA.*

Atrasa e perturba o crescimento, os fendmenos vaso-oclusivos estdo presentes, embora
menos graves, mas a retinopatia proliferativa € mais comum e mais grave do que na
drepanocitose, bem como as infeccGes respiratdrias a S. Pneumoniae. Por estas razdes, a
morbilidade e mortalidade sdo consideraveis, especialmente a partir dos 30 anos de

idade.*

4.4.2. Com Hb C-Harlem (Hb C-Georgetown)

Esta hemoglobina apresenta uma dupla substitui¢do na cadeia B, mas cursa de forma
assintomatica, a menos que haja uma heterozigotia composta com HbS e ai a clinica é a
de uma HbSS.*

4.4.3. ComHb O-Arab

Mesmo na sua forma homozigotica, cursa praticamente de forma assintomatica, mas
numa dupla heterozigotia com a HbS toma proporgdes clinicas idénticas as observadas
na HbSS.*

4.4.4. Com B-talassémia

Esta heterozigotia composta é a causa mais comum da sindrome drepanocitica em
doentes com descendéncia da area Mediterranica. A gravidade clinica vai depender da

maior ou menor dificuldade observada na producao das cadeias B.4
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4.45. Com Hb D e Hb G-Filadélfia

Na primeira associacdo observa-se uma anemia hemolitica entre 0 severo e 0 grave,
visto que sdo as duas cadeias P que estdo afectadas. Na segunda, tudo passa
despercebido porque a HbG ¢ devida a uma mutagdo na cadeia o, que ndo compromete

a producéo suficiente de HbA.*

4.5. Quadro Laboratorial

Nada tem de caracteristico em relagdo as séries plaquetéria e leucocitaria. Se para a
primeira ha a apontar a presenca de uma certa anisocitose e, por vezes, trombocitose, na

segunda, os leucécitos s aumentam durante as crises hemoliticas.*

A série vermelha exibe uma anemia normocitica e normocrémica e a observacdo do
esfregaco de sangue periférico mostra uma impressionante anisopoiquilocitose com
células em alvo, cuja percentagem varia em funcdo da heterozigotia presente. Na
drepanocitose heterozig6tica a percentagem nao ultrapassa 0s 4%, mas na homozigética
pode chegar aos 30%, sendo que valores mais elevados, da ordem dos 60 a 85%, se
encontram nas HbSC. Tal como noutras situacBes de hiper-regeneracdo da série
vermelha, também aqui se encontram eritroblastos e células com restos nucleares, anéis
de Cabot, corpos de Howell-Jolly, corpos de Pappenheimer e pontuado baso6filo. HA um
aumento de reticuldcitos, e tal como noutras anemias hemoliticas corpusculares, ha
aumento da bilirrubina indirecta e de siderémia, com baixa da capacidade de fixacdo do

ferro 4192

5. HEMOGLOBINOPATIA C

Esta hemoglobinopatia foi descrita logo a seguir a drepanocitose, em 1953, por Spaet e
Ranney que identificaram um caso de homozigotia (HbCC). E a terceira mais comum

em todo o mundo.**®

Encontrando-se em 17 a 28 % da populacio da Africa Ocidental e em 2 a 3 % dos Afro-

Americanos.*
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A hemoglobinopatia C assemelha-se a HbS na forma de transmissdo e etiologia, dado
que 0 &cido glutdmico ¢ substituido por lisina, na sexta posi¢do da cadeia B, do que

, lu—Lys 4,19,34
resulta uma formula estrutural de a2[326G A

Neste caso, a lisina tem carga eléctrica positiva o que confere & molécula de Hb um
efeito estrutural diferente do que acontece na HbS, bem como no seu comportamento
face a baixa da tensdo de O,. A polimerizacdo da Hb nédo causa grande deformidade ao
eritrocito e por isso ndo ha fendmenos de vaso-oclusdo e as crises esplénicas sdo

diminutas.*

N&o é necessario tratamento especifico e a doenca sé se torna problemaética quando uma

infeccéo ocorre ou se, havendo uma ligeira hemdlise, a litiase vesicular se instalar.*

5.1. Quadro Laboratorial

A anemia € predominantemente de tipo normocitico e normocrémico e, no esfregaco,
encontram-se muitas células em alvo e, por vezes, eritrécitos deformados pelos cristais
tetragonais da HbC, que também podem aparecer livres, sem evidéncia de membrana

celular.***

Na electroforese alcalina, em acetato de celulose, migra na mesma posi¢édo da HbA,,
HbE e HbO-Arab.*

Numa situacdo de homozigotia pode estar presente em niveis > 90%, acompanhada de
HbF < 7% e HbA, de, aproximadamente, 2%.*

No traco HbAC, cerca de 60% é HbA e 30% é HbC.*

6. HEMOGLOBINOPATIA D-Punjab

Existem muitas variantes de HbD, denominadas de acordo com o local em que foram
descobertas. A HbD-Punjab ocorre em cerca de 3% da populagio do Punjab, na india.
Apresenta uma substitui¢do do acido glutamico por glicina, na 121* posi¢ao da cadeia f3

globinlca (GZBZ 121Glu—>GIn)' 4,35

A Importancia do Diagnéstico Precoce de Hemoglobinopatias 56



REVISAO LITERATURA

Na electroforese a pH alcalino migra na mesma zona da HbS, mas néo falciformiza e da

resultado negativo no teste de solubilidade.*

E assintomatica e ndo é necessario tratamento especifico tanto na forma heterozigotica,
como na homozigoética, que cursa com uma discreta anemia hemolitica e

esplenomegalia crénica ndo progressiva.*

7. HEMOGLOBINOPATIA E

Foi descrita em 1954, ocorre com uma incidéncia de 30% no Sudeste Asiatico e tem-se

26Glu—Lys

expandido por via migratoria. E uma ayp; , semelhante a HbC, mas em que,

apesar do ganho de carga positiva, a posi¢cdo da substituicdo ndo origina polimerizagédo

da molécula.**3¢

7.1. Quadro Laboratorial

Na homozigotia, com niveis de HbE > 90%, pode haver uma anemia moderada com
microcitos e células em alvo. O tempo de semi-vida dos eritrocitos estd diminuido, mas
ndo se observa ictericia nem esplenomegalia e a clinica é semelhante a do traco

talassémico.*>®

N&o necessita de tratamento especifico, excepto na associagcdo com a p-talassémia, em

que as transfusdes de sangue podem ter de ser frequentes.*

Porque a maior incidéncia desta Hb é na regido da Tailandia onde a malaria é
prevalente, admite-se que o Plasmodium falciparum se multiplica mais lentamente no
eritrocitos com HbEE, do que nos que tenham HbAE ou HbAA, o que pode conferir

alguma proteccdo contra a maléria.*

No trago HbAE ndo ha queixas, mas se se associar a B-talassémia, a expressao clinica é

a de uma p-talassémia major.”
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8. HEMOGLOBINOPATIA O-Arab

E outra variante da cadeia B globinica, que apresenta na sua 121? posi¢io a substitui¢o

- A - 121Glu—Lysy 4
do 4cido glutdmico por lisina (0B 2™ ~H%),

Encontra-se no Quénia, Israel, Egipto, Bulgéria e em 0,4% de Afro-Americanos.*

Migra com a HbA;,, HbC e HbE na separacdo electroforética, em acetato de celulose, a

pH alcalino.*

E assintomatica, embora a homozigotia curse com uma esplenomegalia moderada,
resultado da hemdlise crénica. No esfregaco de sangue periférico apresenta muitas

células em alvo.*

9. TALASSEMIAS

Cientificamente, a primeira descri¢do clinica das talassémias é atribuida aos pediatras
Thomas B. Cooley e Pearl Lee. Em 1925 Cooley identificou um tipo de anemia grave
em criangas com esplenomegalia, aspectos faciais mongoldides e com alteraces 0sseas
do cranio e dos ossos faciais. Na analise do esfregaco sanguineo dessas crian¢as, Cooley

descreveu um acentuado grau de anemia com presenca de muitos eritroblastos.**°

A clareza e a qualidade do artigo, levou a que por muitos anos essa forma de talassémia
grave, que hoje se classifica como - talassémia major, fosse reconhecida e citada como
anemia de Cooley. Por outro lado, e por inicialmente se acreditar que se tratava de uma
doenga restrita a regido mediterranica, a designacdo de anemia mediterranica foi

também utilizada.*®’

Por esse motivo, surgiu a designagao actual “thalassemia”, palavra de origem grega que

significa mar (thalassa) e sangue (haema), sugerida por George Whipple em 1936.*3

Em 1940, foi possivel estabelecer a sua base genética.*

Actualmente, as talassemias sdo das doencas mais estudadas e melhor caracterizadas em

termos cientificos, médicos, sociais e demograficos.™
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9.1. Caracterizacdo Genética e Fisiopatologia

As talassémias sdao um grupo heterogéneo de patologias caracterizadas por auséncia ou
diminuicdo da sintese de uma ou de varias, cadeias de globina e séo classificadas de
acordo com o tipo de cadeia globinica, cuja producao estd afectada, em: a, 3, y, 0, o e
voB, sendo as talassémias o € B as que apresentam maior frequéncia e importancia

clinica.*?*°

As mutacdes descritas nos genes que codificam para as cadeias P sdo sobretudo
mutagdes pontuais, enquanto que nos genes que codificam para as cadeias a ocorrem

grandes delecdes, que podem retirar um ou dois dos genes o

Qualquer mutacdo que afecte um dos genes P tera maior impacto, uma vez que vai
afectar metade das cadeias produzidas, dai ser a B-talassémia a hemoglobinopatia mais
frequente. As formas mais graves sdo as que cursam com total auséncia das cadeias 3
globinicas e as mais moderadas sdo as que apresentam auséncia parcial dessas mesmas

cadeias. >

Neste tipo genético, o impedimento da formacao da cadeia B leva ao predominio da
sintese de cadeias y e 8, pelo que aparecem globinas 02y € 0,02, isto €, cadeias de HbF e

HbA,, em vez da HbA normal.*

A determinacdo da percentagem de HbF e HbA,, pode, pois, assumir importancia na

caracterizagdo destas hemoglobinopatias.’

9.2. a-Talassémias

O principal mecanismo molecular das o-talassémias consiste em delegdes que removem
um ou mais dos genes que codificam as cadeias o globinicas. Como estas sdo
compartilhadas tanto pelas hemoglobinas do adulto (HbA e HbA;) como pela fetal
(HbF), a producdo deficiente de cadeias o reflecte-se em ambas as fases do

desenvolvimento. *

A Importancia do Diagnéstico Precoce de Hemoglobinopatias 59



REVISAO LITERATURA

No feto, uma taxa reduzida destas cadeias leva a um excesso na produgdo de cadeias y
que se tetramerizam (y4) e formam a Hb de Bart. No adulto as cadeias B em excesso
também se tetramerizam (B4) dando origem a HbH.*

Como existem dois genes a por genoma haploide, sendo quatro numa célula dipldide
normal (ao/aa), neste tipo de talassémias quanto maior for o nimero de genes afectados

mais grave ela sera.*%**

+ Um Gene afectado — Heterozigotia do tipo a'-talassémia (-a/o)

N&o existem repercussdes, sendo o hemograma normal, uma vez que os restantes 3
genes asseguram a produgdo de cadeias . Estes individuos sdo chamados de portadores

silenciosos; %

+ Dois Genes afectados — Heterozigotia do tipo o’-talassémia (--/ac) ou

homozigotia do tipo o’ -talassémia (-o/-a)

Os individuos afectados apresentam eritropoiese normal com anemia microcitica e
hipocromica ligeira, que pode ser confundida com anemia ferropénica. Estes individuos

s30 0s que tém traco a-talassémico; *°

+ Trés Genes afectados — Doenca da HbH (--/-a)

Esta alteracdo é responsavel pela formacdo de HbH que, sendo instavel precipita
formando os corpos de Heinz e que tendo uma maior afinidade para o O,, do que a
HbA, vai proporcionar menos O, aos tecidos. Na fase inicial da vida do eritrocito, a
HbH mantém-se sollvel, ndo causando eritropoiese ineficaz. Deste modo a anemia nao
¢ to severa em comparagdo com a que € vista nos doentes com P-talassémia, que tém
deficiéncia equivalente de producdao de cadeias . Clinicamente existe uma anemia
microcitica e hipocrémica, com hemdlise discreta, devida a hemocaterese dos eritrocitos

com corpos de inclusdo, e esplenomegalia, mas sem necessidade de transfusdes. **34

+ Quatro genes afectados — Sindrome de hidropsia fetal (--/--)

D4 origem a uma situacdo incompativel com a vida. A maior parte dos recém-nascidos
sdo nados-mortos com sindrome de hidropsia fetal por insuficiéncia cardiaca congestiva

com anasarca fetoplacentaria, e 0os nados-vivos morrem pouco depois do nascimento.
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Ha pouca Hb circulante, e a que predomina é a Hb de Bart (y4), com 5 a 20% de Hb
Portland (&,y2) e vestigios de HbH (B4).*°

A Hb de Bart tem alta afinidade para 0 O, pelo que néo o transporta aos tecidos.

Os fetos sobrevivem até ao terceiro trimestre suportados pela Hb Portland. Como esta
Hb n&o pode assegurar o total desenvolvimento do feto, este morre em parto prematuro,

0 que é grave para a mae devido a toxémia e hemorragia p6s-parto.**2

9.3. B-Talassémias

A severidade da doenca depende da natureza da mutacdo. Se a mutagdo causar a total
auséncia de cadeias B pelo alelo atingido, entfo trata-se de uma B°-talassémia. Se, por
outro lado continuarem a formar-se algumas cadeias B pelo alelo atingido, entdo a
talassémia classifica-se como B*. Qualquer destas situagdes, da origem a diminuicdo da
sintese de Hb e acumulacéo de cadeias a, que se ligam a membrana do eritrocito com

prejuizo da mesma. Quanto ao niimero de alelos afectados: *°

+ Um alelo afectado — p-talassémia minor (B° ou p* heterozigético)
Expressa uma anemia microcitica ligeira que, na maioria dos casos, é assintomatica

. ~ . o . !
porque o excesso de cadeias o ndo ¢ suficiente para causar hemolise significativa; *°

+  Ambos os alelos afectados — B-talassémia major (B% B°)
D& origem a uma anemia microcitica e hipocrémica e a uma hemdlise graves, cujo

controlo depende de transfusdes Pode ocorrer sobrecarga de ferro; “°

Talassémia intermédia - consiste numa situagdo intermédia entre as formas major e
minor. A hemdlise € moderada e a anemia é grave, mas sem dependéncia de

transfusdes. A principal ameaca & vida ¢ a sobrecarga de ferro.*°
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9.3.1. Epidemiologia

Hé& cerca de 200 alelos mutantes descritos, 0 que faz com que esta seja a doenca mais

disseminada e numericamente mais importante no Mundo.™

A migracdo das populacdes e o casamento entre pessoas de diferentes grupos étnicos
tém permitido a introducdo desta anomalia genética em quase todos os paises do

mundo, incluindo o Norte da Europa, onde a talassémia nio existia antes.*?

Estimativas realizadas, indicam que cerca de 1,5% da populacdo global (80 a 90
milhGes de pessoas) sdo portadores de B- talassémia. Esta percentagem inclui cerca de
60 000 individuos sintomaticos nascidos anualmente, a sua grande maioria nos paises

em vias de desenvolvimento.*?

As talassémias sdo predominantes nos paises do Mediterraneo, Médio Oriente, Asia

Central, india, Sul da China e do Extremo Oriente, bem como nos paises ao longo da

costa do Norte de Africa e na América do Sul.*?

IVS1 110G —A VST 110 GA
CD39C-T CD39CHT
IVS16T-C V52 1G-A
IVST1G—A WS15G-C
IVS2 745 C»G CD8-AA

CD6-A Cb44-C

Figura 8 — Distribuicio global das mutaces de p-talassémias *°
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Figura 9 — Distribuicdo global de o-talassémias * i e
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Na Europa, a maior frequéncia é relatada no Chipre (14%), Sardenha (10,3%) e Grécia,
enquanto que no Sudoeste Asiatico sdo a Tailandia e 0 Cambodja os mais afectados. A
elevada incidéncia do gene da p-talassémia nestas regides estd provavelmente,
relacionada com a selec¢do positiva desta patologia para a infeccdo por Plasmodium

falciparum, devido a um mecanismo ainda ndo esclarecido.**®

Em Portugal a prevaléncia de portadores de p-talassemia, concluiu-se ser de 0.45%, de
acordo com um estudo prospectivo em mancebos, da responsabilidade do INSA,
realizado entre 1983 e 1985, em 15208 amostras aleatdrias. >

9.3.2. Quadro Clinico

9.3.2.1. Forma Major

+ PB'-talassémia (B*/B%) (B*/B)
+  B-talassémia (B%/p°)

¢ Hb Lepore (Hb Lepore/Hb Lepore) *

A talassémia major corresponde a forma homozigotica e grave da p-talassémia. Aparece
na maior parte dos casos em criancas, no primeiro ou segundo ano de vida, instalando-
se insidiosamente até ao quadro caracteristico descrito por Cooley. Este é constituido
pela anemia, que confere ao doente uma cor palida amarela suja ou citrica, pela facies
mongoloide, pelas alteracbes sométicas que se exprimem pelo atraso de

desenvolvimento, alteragdes 0sseas e esplenomegalia.?®

A facies tipica resulta da intercorréncia de dois factores.
Por um lado, a tara hereditaria implica ja por si certas
anormalidades cranio-faciais que sdo comuns a todas as
formas de talassémia e determinam a facies
microcitémica de Silvestroni e Gentili. Nesta reconhece-
se o tipo infantil do nariz de perfil cobncavo e larga base

de implantacdo, o discreto afastamento do angulo interno

das fendas palpebrais, a proeminéncia dos arcos Figura 10 — Aparéncia facial tipica de
uma crianga com p-talassémia major **
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zigomaticos. Por outro lado, como acontece com outras doencas hemoliticas, as
alteraces circulatdrias do 0sso e a hiperplasia da medula éssea vado deformando o bloco
cranio-facial acentuando a nota orientaldide pelo aumento de volume dos 0ss0s
zigomaticos e dos maxilares superiores, que por vezes implica a procidéncia dos

incisivos superiores o que faz lembrar um roedor (esquilo). *°

Nos casos avancados o exame radiografico da cabeca mostra: 1. Inibicdo da
pneumatizacgao dos seios perinasais, sobretudo dos maxilares, com integridade dos seios
etmoidais; 2. Aumento do volume dos maxilares superiores; 3. Aumento do diploé
craniano com atrofia da tabua externa e disposicao
«em escova» das trabéculas diploicas, por estas serem
perpendiculares a tabua interna. Esta alteracdo
estrutural costuma iniciar-se no frontal e poupa, na

maioria dos casos, a lamina do occipital.?

Figura 11 — Alteracdes 6sseas na p-talassémia major *

Estas alteracdes, embora ja se possam ver antes dos 6 meses, sdo absolutamente nitidas
depois do primeiro ano de vida, porque é entre 0 6° e 0 8° més de vida que, na crianca
normal, a HbF comeca a diminuir para progressivamente dar lugar a forma do adulto, a
HbA. Nestas criancas a inexisténcia (B%/B°) ou o nimero muito reduzido de cadeias B
(B*/B") impede que a HbA se forme em quantidade normal. As cadeias o em excesso
precipitam no interior dos eritrocitos que vdo ser destruidos na medula 6ssea
(eritropoiese ineficaz) ou na sua passagem pelo baco (hemdlise por sequestracao
esplénica). Como mecanismos de compensacdo assiste-se a hiperplasia da série

eritrocitaria medular e a eritropoiese extra-medular.**3

Logo de inicio, verifica-se a existéncia de hepatomegalia, embora menos nitida do que a
esplenomegalia que é elemento obrigatdério da sindrome e que, na fase adulta, ocupa

todo 0 abdémen e dificulta os movimentos de flex&o do tronco.?®

Os o0ssos longos e a coluna participam também, mais ou menos activamente, na
eritropoiese extra-medular, consoante o tempo de evolucéo e a gravidade da doenca e,

de uma maneira geral, aparece osteoporose.?
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A diminuicdo da actividade medular dos ossos progride de forma centripeta, de tal

modo que nos adultos se encontra limitada aos ossos do tronco. *°

Se a morte ndo é precoce assiste-se a uma progressiva limitacdo do crescimento, com

dismorfia fisica muito tipica e que se denomina de nanismo esplénico. ?

Os sinais cardiocirculatorios resultam da insuficiéncia e da cardiomegalia, secundéria a

hemocromatose, que acaba por ser a maior causa de morte. 2

A forma clinica descrita corresponde ao tipo mais caracteristico, que atinge as criancas
na 22 e 3% infancia, mas existe uma forma grave do lactente, em que é a anemia que leva
a morte, assim como existem formas menos graves, mas igualmente letais, por doenca
intercorrente ou insuficiéncia circulatoria, que permitem sobrevivéncias até a 3% ou 4?

década da vida. ®

A anemia hemolitica € grave, com uma grande dependéncia de transfusdes que se
iniciam no 1° ano de vida, com garantido risco de sobrecarga de ferro no organismo.
Este acumular de ferro leva a complicacdes cardiacas, hepaticas e enddcrinas, como a
pigmentacdo escura da pele, diabetes, hipopituitarismo, hipotiroidismo,
hipoparatiroidismo, hipogonadismo e cirrose. N&o é desprezivel o risco de se poder

contrair uma doenca infecciosa, como complicacdo das frequentes transfusdes.™

9.3.2.2. Forma minor

Ocorre em individuos heterozigoticos em que s6 uma cadeia 3 esta afectada:

#  B’-talassémia (B*/B)

+ p’-talassémia (B%P)

+ 5B -talassémia (5p° /5B)

+ Hb Lepore talassémia (Hb Lepore/p) *

E uma alteracio geralmente assintomatica, que expressa uma anemia microcitica e
hipocromica discreta. A importancia do diagndstico prende-se com a necessidade de
aconselhamento genético e a prevencdo da administracdo iatrogénica de compostos

ferrosos.?
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Geralmente o trago [ talassémico pode ser diagnosticado de forma fiavel por HPLC ou
electroforese de Hbs, conjuntamente com uma andlise quantitativa de HbA, e HbF.

Doentes com uma [ talassémia minor apresentam uma taxa elevada de HbA2 (>3.5%).%

9.3.2.3. Forma Interméda

¢ B*S-talassémia (B*°/ *°)

*  3p°-talassémia (8B°/ 5p°)

O gendtipo desta talassémia é muito heterogéneo e por isso a sintomatologia fica
compreendida entre a major e a minor. Os portadores podem ser assintomaticos ou
interpretados como tendo uma anemia ferropénica, até que uma situacao de stress, como
a gravidez, venha expor a patologia subjacente e criar uma situacdo de risco para a mée,
que tem de ser politransfundida, e para o feto, que normalmente apresenta baixo peso ao

nascer.**

Embora a doenca se inicie na infancia, em regra a sintomatologia s6 atinge todo o
desenvolvimento na idade adulta. A anemia hemolitica é moderada, com niveis de Hb

entre 7 e 9 g/dL, e exige algumas transfusdes, mas ndo de forma crénica.™

Com o avangar da idade, os doentes podem desenvolver complicagdes tromboticas e de
hipercoagulabilidade, hipertensdo pulmonar grave e osteoporose.™

9.3.2.4. Portador silencioso

B++S-talassémia (B++S/ B)

Aplica-se a aos doentes que apresentam alteracfes genéticas num ou nos dois genes de
cadeias B, mas de que nao resultam anomalias hematoldgicas, porque sendo a
perturbag@o tao insignificante, a diminuigdo de produgao de cadeias f ndo altera muito a

propor¢ao de cadeias o/cadeias P. 4
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9.3.2.5. Heterozigotia composta

9.3.25.1.ComHb S

A heterozigotia composta HbS/ B-talassemia € um achado frequente na populacdo que
tenha ascendéncia em Africa. As duas anomalias genéticas sdo co-herdadas. A
quantidade de HbS encontrada € inferior a dos portadores de traco drepanocitico.
Concorrendo para a auséncia de sintomas esta também a percentagem aumentada de

HbF nestes doentes.*

A hereditariedade da heterozigotia composta HbS/B-talassémia é diferente porque um

progenitor transmite o gene da p-talassémia e o outro, o da HbS.*

Geograficamente encontra-se em Africa, bacia do Mediterraneo, Médio Oriente e

india.*

A clinica varia em fungdo do tipo de mutagdo p—talassémia herdada, sendo a forma mais
grave a que envolve a B° talassémia em que a clinica é a da drepanocitose e o

diagnéstico diferencial faz-se com base na microcitose e aumento de HbA,.*

9.3.252.ComHb C

Cursa com hemolise e esplenomegalia. Apresenta anemia microcitica e hipocromica,
com muitos diandcitos. O padrdo electroforético varia de acordo com a variedade de p-
talassémia, sendo tanto mais elevada a concentragdo de HbC, quanto menor ou

inexistente for a producdo de cadeias B.4

9.3.253.ComHb E

Esta heterozigotia composta é relevante no Sudeste Asiatico em que ha alta prevaléncia
destas duas mutacdes geneticas. O quadro clinico oscila entre o de uma talassémia

intermédia e o de uma B-talassémia homozigética, dependente de transfusoes.*
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9.3.3. Quadro Laboratorial

A talassémia major €, provavelmente, a eritropatia em que se verifica a mais acentuada
anisocitose e o decréscimo do volume globular ndo depende apenas da diminuigdo do
diametro da célula mas, também, da sua reduzida espessura. Disto resulta que sdo

glébulos que apresentam uma elevada resisténcia aos solutos hipoténicos.**

A poiquilocitose também € exuberante, com esquizocitose. Os diandcitos podem

aparecer em percentagem variavel.

Uma reticulocitose moderada é uma constante, bem como a presenca de eritroblastos no

sangue periférico.?®
Em Pediatria, é a causa mais frequente de anemia microcitica.*

Os dados relativos a série branca sdo variaveis e as plaquetas, geralmente em numero

normal, podem apresentar algunas plaquetas gigantes.?

Se bem que hipocrémica, a talassémia cursa com elevados niveis de siderémia e a
hemossiderina pode encontrar-se na urina. Também h& aumento de bilirrubina indirecta
e 0 espectro proteico mostra, na electroforese, discreta reducdo de albumina, um pouco

mais moderada das globulinas ol e a2 e aumento marcado da fracgo y.%°

Os tipos de Hb encontados variam de acordo com o tipo de P-talassémia. Na BO-
talassémia homozigética, a Hb A esta ausente e a Hb F constitui 92-95% do total da Hb.
Na p*-talassémia homozigotica e na heterozigotia composta p*/p-talassémia, o nivel de
Hb A varia entre 10 e 30% e o de Hb F entre 70 a 90%. A percentagem de Hb A, é
variavel na B-talassémia homozigotica, revelando, contudo um aumento na B-talassémia

minor.*?
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10. DIAGNOSTICO DE HEMOGLOBINOPATIAS

1. Histéria clinica e antecedentes familiares
2. Exame objectivo

3. Diagnostico laboratorial:

O numero de variantes de Hb descritas na literatura tem aumentado significativamente e
0s métodos e as estratégias de diagnostico laboratorial, utilizados para a identificacéo
destas patologias, também tém sofrido modificac6es. Como os defeitos na molécula de
Hb tém diversas bases genéticas e diferentes tipos clinicos, sdo necessarios laboratorios
de analises especializadas para um correcto diagndstico, com vista a uma conveniente
deciséo terap@utica. E unanime o reconhecimento da importancia e utilidade da biologia
molecular na compreensao e deteccdo das hemoglobinopatias, porém, e principalmente

devido & componente econdmica, ndo sdo utilizadas como testes de primeira linha.

Embora hoje em dia nenhum pais esteja imune a sua ocorréncia, 0s programas de
prevencdo e controlo de hemoglobinopatias variam em funcéo da prevaléncia local da
doenca, dos recursos humanos e laboratoriais e sobretudo dos econémicos de que
possam dispor. E por isso que alguns paises como o Reino Unido optam, ao
implementarem esses programas, pela utilizagéo preferencial de sistemas automatizados
e técnicas mais diferenciadas como o HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Resolucéo)
ou a IEF (Focagem lsoeléctrica), em detrimento das separacOes electroforéticas. Por
outro lado héa paises, como a Italia, que optam por estabelecer uma marcha diagndstica
ou de rastreio que comeca por técnicas mais simples e econémicas, como € por exemplo
o teste de falciformac&o eritrocitéria, a observacdo de um esfregagco sanguineo e mesmo

a execucdo de um hemograma.?*

Cada teste tem a sua importéncia, isoladamente ou em combinacéo, para fundamentar

com seguranga o diagnostico correcto das hemoglobinopatias.*®

A escolha da metodologia e dos equipamentos a utilizar devera ter em consideragao
aspectos como: o volume de trabalho, o tipo de amostra (sangue liquido ou seco sobre

papel), a facilidade de manuseamento, a reprodutibilidade e o custo.*®
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O diagndstico das hemoglobinopatias € complexo, porque muitas variantes de Hb néo
apresentam manifestacfes clinicas e também ndo produzem alteracbes em muitos

parametros hematoldgicos realizados por rotina.?

Além disso, varios outros factores, como a idade no momento da colheita ou o tempo e
condicdes de armazenamento da amostra, devem ser tidos em consideracdo para evitar

erros de diagndstico.*

Nos recém-nascidos suspeitos de hemoglobinopatias, principalmente as que envolvem a
sintese das cadeias B- globinicas, os testes laboratoriais de triagem ou diagnostico s
poderdo confirmar um perfil hemoglobinico anormal ap6s o sexto més de vida, porque
até af a deteccdo de HbF pode traduzir uma situagéo fisiolégica e néo patoldgica.*®
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Figura 12 — Expressdo das diferentes hemoglobinas durante o desenvolvimento normal.?

10.1. Hemograma

A suspeita de hemoglobinopatia, corroborada pelo hemograma anormal e pela histéria
familiar, deve ser o ponto de partida para a execucdo adicional de outros exames
hematologicos que permitam a confirmagéo do diagndstico presuntivo e a identificagdo
do tipo de anomalia. No entanto, h4 que ter em atencdo que ndo permite detectar os
heterozigotos das Hbs anormais, HbS, HbC e HbD, uma vez que estes doentes podem
apresentar um hemograma com Volume Globular Médio (VGM) e Hemoglobina
Globular Média (HGM) normais.®*
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No hemograma, a HGM € um parametro mais estavel e mais conveniente do que o
VGM para o rastreio das talassémias e sempre que se verificar uma microcitose e
hipocromia dos eritrécitos, em presenca de siderémia normal, essa serd a hipdtese
diagnostica mais provavel. A investigacdo de hemoglobinopatia deve ser efectuada em
qualquer microcitose inexplicavel, mesmo que os indices globulares da célula vermelha

ndo sejam tipicos de talassémia ou de outra hemoglobinopatia.?

Na auséncia de uma variante de Hb, de uma B ou op-talassémia heterozigotica, a
possibilidade de um portador de a-talassémia deve ser considerada sempre que a HGM
for <27pg. O diagnodstico diferencial deve ser feito relativamente a uma anemia

ferropénica.?

Os portadores heterozigdticos de a-talassémias geralmente tém uma HGM entre 25 e 28

pg e um nivel normal de HbA,, pelo que cerca de um terco dos casos é silencioso.?

Se a HGM for <25 pg, pode estar-se perante portadores de o’-talassémia, portadores de
o'-talassémia ou anemia ferropénica. Das trés possibilidades, s6 a heterozigotia o’-
talassémia importa despistar, porque o cruzamento com um heterozigoto B-talassémico

pode dar origem a um «’-talassémico homozigético.”

O RDW (indice de distribuicdo dos globulos vermelhos) apresenta valores elevados na
anemia ferropénica e normais nas talassémias. A observacdo do esfregaco de sangue
periférico pode ser bastante Gtil como pista para possiveis hemoglobinopatias,
nomeadamente na drepanocitose e ajuda a distinguir as talassémias das anemias
ferropénicas, porque as primeiras mostram células em alvo e ponteado basdfilo, que

faltam nas segundas.*®

10.2. Contagem de reticuldcitos em coloragéo supravital

A coloragéo supravital dos eritrdcitos, com o azul de cresil brilhante, serve, ndo sé para
evidenciar a regeneracdo celular que a hemolise cronica ocasiona, mas também para
detectar a possivel presenca de HbH, em que as inclusbes conferem aos eritrdcitos o
aspecto de “bolas de golfe”. Estas inclusdes ndo sao mais do que tetrameros [a
precipitados no interior dos eritrdcitos, que na doenca da HbH estdo presentes em cerca

de 5% dessas células.?
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A sua observacao microscopica ¢ possivel quando ha um excesso de cadeias de -

globina, resultantes da deficiente producéo de cadeias de a-globina.?!

As inclusoes de HbH podem ser detectadas em portadores de a-talassémia, na doenca da
HbH e na tentativa de distingdo entre homozigotos o (-o/-0) e heterozigotos o (--/a0).
Estas duas condi¢des sdo hematologicamente indistinguiveis, embora apenas a ultima

possa originar um feto com Hb de Bart e hidropsia fetal em estado homozigético.*

A auséncia de corpos de Heinz ndo permite descartar totalmente um diagnostico de a-
talassémia num paciente cuja origem étnica € de risco. Quando a deficiéncia em ferro é
descartada para uma mulher gravida que também apresenta uma pesquisa negativa de
corpos de Heinz, o rastreio do parceiro é crucial para determinar o risco do feto ser

afectados por uma hidropsia fetal associada & Hb de Bart. *°

10.3. Prova de falciformacao eritrocitaria

A prova de falciformacdo € um teste qualitativo simples que procura despistar a
presenca de HbS, e ndo de outros tipos de variantes de Hb, nos eritrocitos. O seu
principio baseia-se na inducdo da falciformacdo dos eritrocitos por desoxigenacao da
Hb e, usando ditionito, foi pela primeira vez descrita por Itano e Pauling, em 1949.
Melhorado por Nalbandian e colaboradores, este teste era, em 1970, considerado como
rapido, automatizavel e possivel de ser utilizado em grandes rastreios de forma que, em
1974, havia 7 kits disponiveis no mercado. Hoje este teste ndo deve ser utilizado

isoladamente e muito menos como técnica de rastreio em recém-nascidos.>

Pode ser executado sempre que surja uma Hb desconhecida conjuntamente com técnicas
de electroforese, HPLC ou IEF.>°

10.4. Teste de Solubilidade da Hb S

Actualmente existem apresentacGes comerciais destes testes com sensibilidade

suficiente para detectar concentracdes de HbS inferiores a 20%. 2
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Falsos resultados positivos foram descritos em pacientes com elevados niveis de
proteinas plasmaticas e em doentes anémicos, quando se usa o dobro do volume de
amostra. Isto pode ser evitado utilizando um concentrado de glébulos previamente

lavados.?

Todos os testes de solubilidade com resultados positivos ou duvidosos devem ser
confirmados por HPLC ou outra técnica alternativa que ndo so evidencie a HbS como,
simultaneamente, permita distinguir os individuos homozigoticos dos heterozigéticos

para a drepanocitose.?

Em situacdes de emergéncia que exijam anestesia, o despiste pode ser realizado, com
razoavel precisdo, combinando o resultado do teste de solubilidade com a observagédo do

esfregaco de sangue periférico e as contagens globulares.”*

Um resultado negativo ndo exclui a possibilidade de uma percentagem reduzida de Hb
S.Zl

Geralmente, este teste ndo se executa em criangas com menos de seis meses de idade,
porque pode dar um resultado erréneo, visto que a HbS pode ainda ndo ter substituido
em suficiéncia a HbF, que neste periodo é a Hb dominante.?*

10.5. Electroforese de Hemoglobinas

Depois do pioneirismo de Pauling, atrds referido, Smithies descreveu em 1955, um
protocolo de electroforese de zona em gel de amido e Kohn, em 1969, usou acetato de
celulose para a separagdo das Hbs, com boa resolu¢cdo numa migracdo de apenas 25

minutos.>

A electroforese de Hbs a pH 8.2-8.6, utilizando tiras de acetato de celulose, € uma
técnica simples, répida e fidvel, amplamente divulgada e que permite a identificacdo
exacta ou presuntiva das Hbs A, F, S/IG/D, A,/C/E/O-Arab, a HbH e de outras variantes

menos comuns.?

Para a diferenciacdo de Hbs que migram na mesma zona, a evolucdo neste tipo de

técnicas levou ao aparecimento de outras secundarias, como a electroforese em citrato

A Importancia do Diagnéstico Precoce de Hemoglobinopatias 73



REVISAO LITERATURA

agar ou em gel de agarose, a pH acido, e a adaptacdo de outras técnicas a este tipo de

separacdo como a HPLC e a IEF, que as tém vindo a substituir.*

A utilizagdo das técnicas alternativas permitird excluir a possibilidade de uma Unica
banda, nas posi¢bes de migracdo da HbS e HbC, poder corresponder a individuos

heterozigoticos com fenotipos HbSD e HbSG ou HbCE e HbCO-Arab, respectivamente.

A quantificacdo de HbA, por electroforese de hemoglobinas nao se recomenda, porque

ndo tem precisdo bastante para estabelecer o diagndstico de traco B-talassémico.?

10.6. Quantificacdo de HbA,

A quantificacdo de Hb A, pode ser um meio auxiliar importante para o diagndstico de

algumas anomalias da Hb e torna-se essencial quando a HGM é < 27 pg.*

A eluicdo e a leitura espectrofotométrica da banda obtida por separacdo electroforética
em acetato de celulosa, apenas deve ser feita em laborat6rios que realizem a técnica
regularmente e em que ndo haja um elevado volume de trabalho. A IEF e a

densitometria ndo se recomendam para este efeito.?

HPLC € a técnica mais satisfatoria para a quantificacdo da HbA,. A sua utilizacdo fica
limitada na presenca de HbE ou Hb Lepore, de cuja presenca se deve suspeitar, sempre
que o valor de HbA; seja > 10%. Em muitos destes sistemas a presenca de HbS

inflaciona os valores de HbA, e a baixa de ferro diminui-os.?

Nenhum teste confirmatério é necessario se a Hb A, estiver aumentada, mas < 10%, e se

os indices hematimétricos forem tipicos de p-talassémia.?!

Valores de Hb A; > 3.5% com HGM < 27 pg, sdo indicadores de [-talassémia
heterozigotica. Se HbA; > 4% com uma HGM normal isto pode indicar um estado

clinico minimo de portador de p-talassémia.?*

Outra ajuda em diagndstico diferencial faz-se entre homozigotia HbSS, em que HbA, <
4%, ¢ SP° -talassémia, em que HbA, > 4%.%
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Também o indice de Mentzer, embora indicativo, pode ajudar a distinguir as anemias
ferropénicas das talassémias. Se ao dividir o VGM pelo nimero de eritrocitos se obtiver
um valor > 14, isso é indicador de anemia ferropénica. Se for < 12 é mais favoravel a

traco talassémico.*

10.7. Quantificacédo de HbF

A quantificacdo de HbF é importante porque, fora da infancia, estd aumentada na
homozigotia B’-talassémia, P’-talassémia, 5p-talassémia, Hb Lepore e persisténcia
hereditaria de Hb Fetal (PHHF). Um aumento ligeiro ou moderado, também se pode

encontrar na B-talassémia minor.*

O teste classico de desnaturacdo alcalina baseia-se no facto de muitas Hbs se
desnaturarem quando expostas a fortes alcalis, 0 que ndo acontece com a HbF. E um
teste exacto e preciso nas quantificacbes de HbF < 15%, porque a concentracdes
superiores ha uma sub-valorizagdo. E também utilizavel no esclarecimento das co-
eluicdes da HPLC.#

A técnica de eluicdo acida em Iamina de Kleihauer-Betke, baseia-se no facto da HbA
ser eluida dos eritrdcitos, enquanto que a HbF permanece dentro da célula. E uma
técnica fastidiosa e vem sendo abandonada, até porque a citometria de fluxo pode

tornar-se a técnica padréo para a determinacéo de HbF.*

Num contexto de HGM < 27 pg, com um aumento isolado de HbF > 5%, a
possibilidade de identificagdo de uma heterozigotia 6p3-talassémia deve ser equacionada,

e deve ser recomendado o rastreio do progenitor masculino.?

Por outro lado, uma PHHF deve ser considerada num quadro que inclua valores
elevados de HbF e HGM normal.*
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10.8. HPLC

A sua automatizacdo, sensibilidade e rapidez de execucdo, levam muitos paises, com
pesada casuistica, a utilizarem esta técnica como a de primeira escolha, para o

diagndstico das hemoglobinopatias.***

Utiliza uma coluna de intercambio idénico com um gradiente pré-programado que vai
aumentando a forca idnica da fase movel, para separar as variantes de Hb existentes. O
tempo de retencdo, caracteristico de cada variante, é o tempo que decorre desde que se

injecta a amostra até que se obtém o ponto maximo de cada pico.*

A capacidade resolutiva desta técnica permite separar e identificar as Hbs A, Ay, F, S, C
e D-Punjab e G-Filadélfia.?*2

Embora as quantificacbes de HbA, sejam muito exactas por esta técnica, tanto a HbE
como a Hb Lepore e variantes da HbS podem eluir-se com ela, do mesmo modo que
outras Hbs podem ser co-eluidas com as Hbs A, S e F, vindo a ser necessario o uso de

outras técnicas para diferenciacéo e confirmagéo.?

A quantificacdo de HbF, por HPLC, tem a desvantagem da separacdo excluir os
derivados pés-translacionais, como a F; (acetilada) e a F11, 0 que pode subestimar niveis

elevados de HbF, de uma forma significativa.*

Outra desvantagem da HPLC, reside no facto de também separar a HbA;., 0 que pode

causar dificuldade na interpretacéo dos resultados.*

10.9. IEF

E uma técnica relativamente barata e muito satisfatoria para a analise de amostras de
sangue total, hemolisados ou sangue seco. Pode ser semi-automatica permitindo a

analise de um grande nimero de amostras.**

Proporciona uma boa separacdo da HbF, HbA e de outras variantes clinicamente

significativas (Hbs S, C, D-Punjab, E e O-Arab). No entanto, ndo esta validada para a
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quantificacdo da HbA; e tem a desvantagem de separar as Hbs nos seus derivados pos-

translacionais o que dificulta a interpretagdo dos resultados.?

Tanto a HPLC como a IEF possuem uma sensibilidade excelente, no entanto, a
interpretacdo dos resultados pode ser dificultada pela prematuridade do recém-nascido e

por transfusdes sanguineas prévias.>

10.10. Técnicas de Imunoensaio

Parecem ser tecnologias promissoras para identificacdo de Hbs. Hoje ja existem kits de
imunoensaio para Hbs A, S, C e E, mas ainda se aguardam melhorias, visto ndo serem

muito fiaveis.

Para as Hbs clinicamente mais relevantes, o nivel de detec¢do que apresentam pode ser

a abaixo de 10%, para umas, e de menos de 5% para outras.?

10.11. Espectrometria de massa

Usa sangue total e por analise das diferencas de massa das cadeias de globina, detecta as

substituicBes singulares de aminoacidos nessas cadeias.”

Complementa as descobertas feitas com base nas electroforeses.”

10.12. Determinaces bioquimicas

v" de bilirrubina indirecta no soro

Evidencia a existéncia de hemolise.*

v' de siderémia

Despista uma anemia ferropénica.”
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10.13. Estudos Moleculares

As técnicas moleculares conseguem identificar os genes mutantes das cadeias globinicas
e usam-se em situaces de dificil diagnostico, para aconselhamento genético e em
diagndstico pre-natal (DPN), especialmente quando as mutagdes genéticas dos pais sao
conhecidas ou suspeitadas, por serem as mais frequentes em certos grupos étnicos, o
que permite organizar painéis de micro-chips, com sondas dirigidas as mutacbes mais

frequentes. %3

Surgida nos anos 80, a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), constituiu-se
como o ponto de partida para outras técnicas que, hoje em dia, detectam as mutacdes
por andlise directa do DNA fetal e que apesar de dispendiosas estdo ja muito divulgadas
e disponiveis em sistemas analiticos semi-automatizados. Sao disso exemplo: a ARMS
(Amplification Refractory Mutation System), que se esgota quando as mutacdes, a
pesquisar, s&éo muito complexas; a RDB (Reverse Oligonucleotide-probe Analysis), que
melhora a informac&o e a eficiéncia da pesquisa; e a PCR em tempo real que, num sé
tempo, usando sondas de hibridacéo fluorescentes e analise de curvas de melting, tem a
vantagem de detectar, em simultaneo, muta¢cdes multiplas e contamina¢do materna, se a

amostra forem células de trofoblasto ou de liquido amni6tico, colhidas num DPN.>*>*

Quando ndo ha nenhuma pista a seguir, tém de se usar métodos alternativos, de forma a
rastrear todo o gene. Séo possiveis: a DGGE (Denaturing gradient gel electrophoresis);
a dHPLC (Denaturing High Pressure Liquid Chromatography); e a SSCP (Single
Strand Conformation Polymorphism), seguidas de sequenciagdo directa, analise que

permite caracterizar a mutagédo detectada pelos métodos de rastreio.>>>*

Se a mutagdo ndo for detectada pelas anélises de sequenciacao, faz-se a pesquisa de
pequenas delecgdes, por electroforese em gel de poliacrilamida, de amplicons escolhidos
para as mais frequentes deleccbes do gene da cadeia globinica. As grandes dele¢bes do
agrupamento génico podem ser identificadas por Southern-blotting ou, mais
recentemente, por MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification), para o

que ja existem kits comerciais.>>>*
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11. TERAPEUTICA DE HEMOGLOBINOPATIAS

Na drepanocitose, terapéuticas de suporte, imunizacBes e antibioterapia profilatica
iniciadas na infancia, transfusdes de concentrados eritrocitarios e transplante de medula
0ssea, tém permitido aumentar a esperanca de vida a estes doentes. Manter uma boa
hidratacdo, reduz os episodios de vaso-oclusdo. Evitar esforco fisico exagerado, altitude
e viagens aéreas sem pressurizacao, obvia a falciformacdo. Profilaxia com penicilina e
antibioterapia agressiva perante qualquer sinal de infecgcdo, bem como, nos menores de
6 anos, a imunizacdo contra infecgdes pneumocaocicas, reduzem a morbilidade e a

mortalidade.*

Vérios farmacos como a 5-azacitidina (agente hipometilante), o butirato de sodio
(inibidor de histona desacetilase) e a hidroxiureia tém por diferentes mecanismos, a
capacidade de reactivar 0s genes vy e elevar a produgdo de HbF, que ndo co-polimeriza
com a HbS. A toxicidade dessas drogas limita a sua utilizacdo e a hidroxiureia é a Gnica
aprovada pela FDA, para uso pediatrico, desde 1998. Estudos multicéntricos tém
demonstrado que, quando os doentes respondem, ela é altamente efectiva na reducédo
das crises dolorosas, na sindrome toracica aguda e nas necessidades transfusionais,

reduzindo a mortalidade em cerca de 40%.**°

A hidroxiureia, cujo mecanismo de ac¢do ainda ndo estd completamente esclarecido, é
um inibidor da ribonucle6tido redutase e tem sido usada, desde 1960 como terapia de
doencas mieloproliferativas. Por esta accdo mielossupressora consegue baixar, ndo s6 0s
reticulocitos, como os leucocitos circulantes e também os aderentes ao endotélio das
pequenas vénulas, diminuindo, deste modo, os fendmenos de vaso-oclusao e reduzindo
a inflamac#o local. E também capaz de produzir NO in vivo, afectar a hidratagdo dos

eritrocitos e a sua adesdo ao endotélio. '

Subsiste alguma reserva quanto ao seu uso a longo prazo, no que respeita ao seu

potencial carcinogénio.'%?%°

O aumento da producdo de HbF na f-talassémia poderia ser também uma hipotese
terapéutica, mas poucos casos respondem a hidroxiureia. Como aqui 0 excesso € de
cadeias o, terapias que possam suprimir a expressao dos genes o seriam a melhor ajuda

ao controlo da gravidade da doenca.'

A Importancia do Diagnéstico Precoce de Hemoglobinopatias 79



REVISAO LITERATURA

O uso de inibidores da enzima conversora da angiotensina demonstrou sucesso na
preservacdo da funcdo renal. Estudos preliminares observaram estabilizagdo da doenga
pulmonar crénica e reducdo do priapismo com inibidores da 5-fosfodiesterase.*®

H& ainda ensaios com agentes que impedem a desidratagdo do eritrdcito, tais como o
magnésio e bloqueadores do canal Gardos, como o clorotrimazol, que ainda esta na fase

de experimentagdo animal.”®

Nas talassémias a terapéutica passa por politransfusdes sanguineas regulares para
manter os niveis minimos de hemoglobina entre 9,5 e 10 g/dL e o uso de agentes
quelantes do ferro, porque a sobrecarga inicia-se apo6s transfusdo de 10 a 20
concentrados de eritrocitos. Os quelantes do ferro sdo pequenas moléculas que tém por
funcdo ligar-se ao ferro labil formando complexos quimicamente inertes que serdo
removidos do organismo. Cada atomo de ferro tem seis locais electroquimicos de
coordenacdo. Para formacdo de complexos com o ferro e sua eliminacdo, ha quelantes
cuja molécula tem capacidade de ligacdo aos seis locais do ferro — sdo os hexadentados.
Outros, necessitam de trés ou duas moléculas para neutralizar uma molécula de ferro —

sd0 os bidentados e os tridentados, respectivamente.®’

Os esquemas terapéuticos podem ser em monoterapia, terapia alternada ou combinada,
esta Ultima sequencial ou simultdnea. Presentemente, existem no mercado a
desferroxiamina para uso parentérico e o deferiprone e o deferasirox para uso oral.
Outros quelantes estdo ainda em fase experimental, como 0 40SDO2, em que a ligacédo
da desferroxiamina (DFO) ao hidro-etil-amido vai formar uma molécula de alto peso

molecular com semi-vida de varios dias e 0 GT56-252 como quelante oral.>’

A DFO é um quelante hexadentado de 12 linha com alta afinidade para o ferro livre, em
que cada molécula de DFO se liga a um atomo de ferro (1:1) formando um complexo
estavel a ferrioxamina, distribuido pelo espaco extracelular e incapaz de penetrar nas
células. E tdo eficaz a nivel hepatico como cardiaco, mas é o agente recomendado para
0 tratamento da lesdo cardiaca. No mercado desde 1963, apresenta como efeitos
adversos a espoliacdo de zinco e reac¢des no local de pungdo uma vez que, ao ter uma
semi-vida curta de 20 a 30 minutos, é administrado, geralmente, por via subcutanea,
durante 8-12h diarias e 5-7 vezes por semana através de uma bomba infusora. A via

endovenosa permite doses mais elevadas para usar em situagdes de urgéncia, mas €
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sempre demorada, cerca de 12-16h. S8o possiveis associacOes terapéuticas com a
deferiprona (L1).>

A L1 é um quelante oral de 22 linha, bidentado (3:1), utilizado desde 1982 para uso
exclusivo em doentes portadores de pB-talassémia, em que a DFO ndo seja possivel. A
administracdo faz-se por via oral em trés tomas diarias. Ndo tem grande efeito a nivel
hepatico dada a sua rapida gluconizacdo no figado. De entre os efeitos adversos
salienta-se a espoliacdo de zinco, principalmente em doentes diabéticos e pré-diabéticos,
a artrite e a possibilidade de agranulocitose que exige uma vigilancia hematoldgica

semanal.®’

O deferasirox € um quelante oral de 12 linha, tridentado (2:1), utilizado desde 2005, que
pela sua longa semi-vida, de 11-16h, permite uma s6 toma diaria. Tem uma eficacia
semelhante a da DFO com a vantagem de ndo induzir a excrecdo de outros ides como o
zinco ou o cobre ou alteracbes hematopoiéticas. Em contrapartida, os seus efeitos
colaterais passam por distlrbios gastrointestinais, raras opacidades do cristalino, perda
de audicdo e frequentes aumentos de creatinina e transaminases séricas, que exigem
monitorizacdo periddica a par da ferritina. Ndo esta indicado para terapéuticas

combinadas.®’

A sobrecarga de ferro cardiaco monitoriza-se através da ressonancia magnética T2* que,
para este efeito, é a técnica de referéncia. Correlaciona-se com a diminuicdo da frac¢cdo
de ejeccao do ventriculo esquerdo, sendo esta tanto mais grave quanto menor for a T2*.
Avalia-se em milissegundos, considerando-se valores normais T2* > 20 ms, de
sobrecarga ligeira entre 20 e 14 ms, moderada entre 14-10 ms e grave se < 10 ms. O

T2* nio se correlaciona com o ferro hepatico nem com a ferritina. 1%’

Valores baixos de hepcidina, em doentes politransfundidos, podem ser indicadores de
sobrecarga parenquimatosa de ferro e como parece que, nas sindromas talassémicas, ha
uma inibicdo da expressdo de hepcidina, este achado sera outro potencial alvo
terapéutico que, nesta doenca, poderd ser controlado mediante a administracdo de

hepcidina sintética, ou de agentes que aumentem a sua expressdo. %>’
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Para todas as hemoglobinopatias, estudos multicéntricos tém revelado que o transplante
alogénico de ceélulas hematopoiéticas de dadores relacionados e HLA-compativeis
resulta numa taxa de sobrevivéncia superior a 90% e de sobrevivéncia livre de eventos
de 85%.

especialmente em doentes com menos de 16 anos, que ainda nao acumularam as

E a opcdo de cura para quem tiver um dador compativel na familia,

disfungdes organicas que levam ao insucesso do transplante em doentes mais velhos. O
grande problema é que a maioria dos doentes ndo dispGe de dadores compativeis
relacionados e as outras alternativas como os dadores compativeis nao-relacionados ou

as células hematopoiéticas de sangue do cord&o ndo tém sido bem sucedidas. 2%

Recentemente denominadas por terapias de reparacdo proteica, estas terapias génicas
tém por finalidade utilizar moléculas especificas para repor a funcionalidade normal da
proteina mutada. No que respeita a terapia génica, permanece ainda por desenvolver um
sistema eficaz de transferéncia génica que possibilite a expressdo da proteina
terapéutica, no tempo/espaco e nas quantidades necessarias, para que seja capaz de
transformar um individuo doente num individuo saudavel. O aprofundar dos
conhecimentos bésicos da biologia da célula/tecido e da sua complexa relagdo com o
organismo como um todo, é sem ddvida um
Gene nonmal
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mas a sua instabilidade e a dificuldade de integracdo nesse tipo celular tém sido os
principais obstaculos ao seu avanco. Outras abordagens, como o silenciar do gene p°
por RNA de interferéncia, ou a recombina¢do homologa para substituicio do gene B°

pelo gene B, estdo a ser desenvolvidas.

Sdo técnicas promissoras, que ainda requerem melhoria nos métodos de transferéncia
génica e demonstracdo de eficdcia em modelos animais, mas que no futuro virdo a
corrigir estes defeitos, até porque ja se vai sabendo, com precisdo, onde eles residem,
como € o caso do gene responsavel pela variabilidade dos niveis da HbF, que se localiza

na regi&o 6023 e se designa por MYB.%

As [-talassémias, a drepanocitose e outras hemoglobinopatias, sendo patologias
monogeénicas, possuem um elevado potencial de intervencdo genética com sucesso,
podendo alcancar-se a cura com a introdu¢do ou correccdo de um Unico gene no

compartimento hematopoiético ou uma Unica célula estaminal.®

Também se deve ter em consideracdo que estes doentes apresentam preocupagdes
relacionadas com o crescimento, aprendizagem, integracdo profissional, apoio social e

dificuldades econdémicas.*

12. POLITICAS DE RASTREIO E DIAGNOSTICO DE
HEMOGLOBINOPATIAS NO MUNDO

Historicamente, a maioria das criancas portadoras de hemoglobinopatias morria das
suas complicagdes durante a primeira década de vida. Recentes e importantes avancos
tém promovido o aumento da sua sobrevivéncia e melhorado significativamente a sua
qualidade de vida. Uma melhor compreenséo da etiologia e dos mecanismos da anemia,
o diagndstico mais precoce, as novas abordagens terapéuticas e um melhor controlo da
sobrecarga de ferro, resultante das repetidas transfusdes, tem alterado o curso destas
doencas e ja ha casos bem sucedidos, de gestantes com B-talassémia major que, com a
ajuda dos actuais recursos terapéuticos, conseguem atingir uma gravidez de termo, para
0 que é imperativo uma funcdo cardiaca normal e niveis de Hb na ordem das 10
g/dL.10,46
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As hemoglobinopatias, que estdo entre as doencas hereditarias mais comuns no mundo,
aumentam devido & migracdo e miscigenacdo entre pessoas provenientes de regides
endémicas, onde as taxas de prevaléncia de portadores heterozigéticos oscilam entre 5 e

mais de 30%, de acordo com o ponto geografico de origem.®*

Podem tornar-se num relevante problema de satde publica e de pratica clinica, exigindo
o0 envolvimento de muitos profissionais de salde necessarios a aplicacao de terapéuticas
e a implementacdo de programas de medicina preventiva que deverdo ser ajustados a
prevaléncia que a doenca apresente nas populagdes. Estes ultimos podem desenvolver-
se a varios niveis, como seja 0 aconselhamento genético pré-concepcional de adultos
portadores, de forma a identificagdo precoce dos casais em risco, e os diagnosticos pré-

natal e neonatal.’

Por todo o Mundo, paises dos varios continentes, com diferentes prevaléncias das
diversas hemoglobinopatias tém desenvolvido politicas de satde publica, naturalmente
mais ou menos limitadas de acordo com a capacidade econémica que detenham, mas
sempre com o objectivo de exercerem uma medicina preventiva, de identificacdo dos
riscos de transmissdo da doenca e de reducdo da morbimortalidade, através de um

diagndstico e terapéutica precoces.

12.1. Portugal

No nosso pais, a distribuicdo das hemoglobinopatias € heterogénea, com zonas de maior
prevaléncia no Centro e Sul do pais. As diferencas entre o Norte e o Sul podem ser
devidas a varios factores de entre os quais avultam as migracdes provenientes da regido
mediterranica e certos condicionalismos locais ligados a uma maior prevaléncia de
paludismo nos vales dos rios Sado, Guadiana e Tejo e condigdes mais favoraveis ao
povoamento. Na realidade, as 4 mutagdes 3 mais comuns na regido mediterranica sao
também as mais frequentes em Portugal: p° CD39 (CAG-TAG), p° IVSI-1 (G-A), p°
IVSI-1 10 (G-A), B* IVSI-6 (T-C) e ainda a p° CD15 (TGG-TAG). As delecdes a
descritas no nosso pais sio do tipo o’ (03.7 e a4.2), sendo muito rara a ocorréncia de

delecdes o, sobretudo entre a populago autéctone.”*
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Em 1986, Portugal criou o Programa Nacional de Controlo das Hemoglobinopatias
(PNCH), em cooperagdo com a OMS e o INSA, tendo como objectivos a prevencgéo, o
diagnostico e o tratamento das formas graves das hemoglobinopatias. Definiu como
populacdo alvo os habitantes dos Distritos de Beja, Evora, Faro, Leiria, Lisboa,
Santaréem e SetUbal e os imigrantes provenientes de regides do globo com alta

prevaléncia desta patologia: paises africanos, sub-continente indiano, Timor e Brasil.’

As recentes alteracbes demograficas inerentes a migracdo interna no pais e ao
acolhimento de imigrantes provenientes ndo s6 daqueles paises, mas também da Europa
de Leste e da Asia, areas com prevaléncia de hemoglobinopatias geneticamente
distintas, conduziu, em 2004, a revisdo da metodologia até ai utilizada, na deteccdo de
casais em risco de terem filhos com formas graves destas doengas e no estabelecimento
de apoios adequados aos mesmos, e as respectivas familias, através de consultas de

aconselhamento genético e de DPN.’

Tendo por base estas consideragdes, a Direccdo-Geral de Saude, recomenda que seja
proposta a pesquisa de hemoglobinopatias a todas as mulheres em idade reprodutiva, em
particular, nas consultas de planeamento familiar, pré-concepcional ou, com caracter de

urgéncia, na 12 consulta da gravidez, com a seguinte metodologia:

A deteccdo de portadores de hemoglobinopatias é feita com base no hemograma e no
estudo das hemoglobinas, que compreende uma electroforese de Hbs e a quantificagéo

de HbA, e HbF, preferencialmente, por técnicas de HPLC. Quando ha suspeita de a-

talassémia, a confirmacéo s6 podera ser feita por técnicas de biologia molecular.’

A analise dos resultados deve ter em consideracdo que a alteracdo da Hb e/ou VGM
e/ou HGM com os valores de HbA,, HbF e electroforese de Hb normal, nao exclui a

hipdtese de se tratar de uma hemoglobinopatia. Se houver hemoglobinopatia no outro
elemento do casal, estd indicado o estudo molecular dos genes globinicos para a

pesquisa de a-talassémia ou de B-talassémia com HbA, normal. Do mesmo modo,

sempre que for detectado um portador, deve ser proposto e incentivado o estudo dos

familiares em idade fértil.’

A Circular Normativa determina ainda que o rastreio das hemoglobinopatias ndo deve

ser realizado a criancas, salvo em situacdes clinicas que o justifiquem.’
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Figura 14 — Orientacdo para prevencdo de hemoglobinopatias em Portugal ’

12.2. Espanha

Como o fenémeno da imigragdo em Espanha tem aumentado muito com a maioria dos
imigrantes pertencentes a populagdes de risco para as diversas hemoglobinopatias, a
Comunidade Auténoma das llhas Baleares fez um estudo piloto anénimo e néo

relacionado, no ano de 2007, em 6.756 amostras e sob o patrocinio da Associacdo
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Espanhola de Rastreio Neonatal. A pesquisa foi acrescentada ao rastreio de
hipotiroidismo congénito, fenilcetonuria e fibrose cistica, ja em curso, e executada por
HPLC. Concluiram que a incidéncia global das variantes de Hb foi de 9,9 %o recém-
nascidos analisados, com uma incidéncia de drepanocitose (fendtipo FS) de 0,15 %o
casos analisados e de portadores (fendtipo FAS) de 5 %o. Perante estes resultados
defendem que estas doengas cumprem com os critérios estabelecidos, em 1975, pelo
Comittee on Screening for Inborn Errors of Metabolism, Genetic Screening e que deve
respeitar os seguintes 6 pontos: 1. a doenca cursa com morbilidade mental ou fisica
grave, ou mortalidade, se ndo se diagnostica no periodo neonatal; 2. um simples exame
fisico ndo identifica a doenca nesse periodo; 3. tem um tratamento efectivo disponivel;
4. o tratamento precoce melhora significativamente o prognoéstico; 5. a doenga tem uma
incidéncia relativamente elevada, superior a 1 em cada 10.000 a 15.000 recém-nascidos,
e 6. existe um teste analitico de rastreio, rapido, simples, fiavel e de baixo custo.>®

Todas as Comunidades Autonomas Espanholas efectuam programas de rastreio
neonatal, mas s6 duas, Madrid e Catalunha, vém fazendo estudos de prevaléncia das

hemoglobinopatias.>?

Os ultimos dados de Madrid, num estudo universal de 2007, sobre uma amostra de
190.238 recém-nascidos, revelou uma incidéncia de homozigbticos para a
drepanocitose, de 0,14 %o e a de portadores, de 3,9 %o casos. Na Catalunha, um estudo
selectivo de 2006, ndo detectou nenhum homozigoto para drepanocitose, numa amostra
de 1.569 recém-nascidos de populacdo nativa e na de imigrantes foi de 1,23 %o, pelo que

sugerem que o rastreio desta doenca sé seja feita em populacdes de risco.*

12.3. ltalia

No inicio dos anos 60, Silvestroni e Bianco introduziram na regido do Lazio, o Centro
de Italia que compreende as provincias de Frosinone, Latina, Rieti, Roma e Viterbo, um
programa de prevencdo de talassémias que, de tdo bem sucedido, fez com que, desde
1993, a incidéncia da B-talassémia major seja, virtualmente, de zero na populacéo nativa
e que, desde 1994, toda a populacdo nativa esteja abrangida pelo programa.
Privilegiaram a informacdo e o despiste de portadores, para que 0s casais de risco
pudessem decidir antes que ocorresse uma gravidez ou dispor de acompanhamento

precoce no rastreio pré-natal que os ajude a tomar decisdes, embora o possam recusar.*’
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A campanha de prevencdo é universal e comeca nas escolas secundarias, por volta dos
13 anos de idade, onde se faz uma explicacdo teérica, em sala de aula de biologia, para
depois e através de uma prova visual de fragilidade osmdtica e observacdo da
morfologia eritrocitaria, se obter um primeiro despiste de eventuais portadores. A
existirem, os parentes também sdo examinados através de contagens hematologicas,
determinacOes de ferro e ferritina séricas, separagdes electroforéticas e identificacdes
por HPLC e técnicas de biologia molecular, como a sequenciacdo directa dos genes que
codificam para as cadeias de B-globina e outras, com o apoio do Centro de Referéncia

de Leiden.*’

Os dltimos dados revelaram: 22,2% de portadores de RB-talassémias; 50,25% de
portadores suspeitos de a-talassémias; 13,06% com HbS; 3,7% com HbF; 1,64% com
HbC e 4,18% portadores de variantes raras de Hb. Os 4,97% restantes, dizem respeito a
situacbes graves, resultantes de associa¢des com HbS, HbC, HbE, o’-talassémia e

mutacées raras de R-talassémias.*’

Embora ainda ndo sejam feitas Campanhas de Prevencdo dirigidas a grupos étnicos,
através do rastreio universal, e no periodo entre 2002-2007, perceberam que 0s
estudantes, provenientes de 140 nagdes diferentes, representavam 8,2% do total da
populacdo estudantil e que a adesdo das suas familias aos estudos complementares foi
da ordem dos 64%, maior do que nos nativos, 0 que revela que ndo se sentem

estigmatizados pela doenca.*’

12.4. Africa

As hemoglobinopatias séo as doengas autossomicas recessivas mais comuns no homem,
porque os portadores estdo protegidos da mortalidade infantil devida & malaria. Esta
vantagem contribuiu para que tivesse havido uma forte seleccdo em todas as areas
tropicais e sub-tropicais do mundo e, apesar de s6 17,8% do total dos nascimentos
ocorrer em Africa, mais de 70% de todas as hemoglobinopatias ai ocorrem em cada ano,
sendo que 85% sdo anemia de células falciformes e 3,5% sao B-talassémia major, s a
esta ultima correspondem mais de 1.500 novos casos por ano. A maior parte das a-

talassémias ndo existe em Africa.l*’
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Numa populacdo de 87 milhdes, os 5 paises do Norte de Africa: Mauritania, Marrocos,
Argélia, Tunisia e Libia, apresentam taxas de nascimento que vao dos 16,8 a 40,9%o dos
habitantes.*

Muitas das criancas afectadas ndo atingem os 10 anos de idade e os habitos sociais de
endogamia e elevada consanguinidade, que nos meios rurais ultrapassa os 70%,
apontam para que a intervencao se deva fazer através de: 1. Activa sensibilizacdo da
populacéo, especialmente junto dos jovens; 2. Obrigacdo de ter o estudo da Hb como
teste pré-marital; 3. Fornecer aconselhamento gratuito a casais de risco; 4. Estender o
rastreio neonatal a todas as regides de risco; e 5. Manter actualizados 0s registos de

hemoglobinopatias detectadas para accdes de prevencéo prospectivas.’

12.5. Holanda

Comparativamente com ha 10 anos atras, existe uma melhoria substancial na abordagem
a esta problematica. O seu atraso ficou a dever-se ndo a falta de meios, mas a falta de
estratégia, por ser um pais ndo endémico para as hemoglobinopatias, e que passou a ter

uma nova situagdo de satide publica para resolver.*’

Comecou por seguir um protocolo aleméo de despiste de portadores que apenas
contemplava as pessoas que, tendo anemia microcitica, ndo corrigiam com a terapéutica
marcial. Logo aqui ficavam por diagnosticar a maior parte de portadores de HbS, C e D

0 que representava cerca de 230 casais por ano.*’

Depois de um estudo piloto de controlo as primeiras gestagdes, na cidade de Gouda, a
Holanda Iniciou, no dia 1 de Janeiro de 2007, na cidade de Haia, um rastreio neonatal
com recurso a HPLC, a par do despiste das metabolopatias do recém-nascido. Também
aqui, durante 2 anos, houve uma sub-avalia¢do de casos de a-talassémia, porque alguns
laboratdrios de triagem consideraram como sendo normais, valores de 1-2% de HbA,

em recém-nascidos ndo prematuros, quando o valor normal é de 20%. *’

Embora ndo esteja, ainda, definido se interessa apenas identificar os doentes ou se
também os portadores e 0s rastreios em escolas estejam apenas a ser ponderados para as
grandes cidades, a vigilancia dos grupos étnicos e a aposta no controlo precoce das

gravidezes parecem ser as iniciativas mais promissoras.*’
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12.6. Reino Unido

Em 1972, foram os investigadores britanicos os primeiros a rastrear a presenca de HbSS
no sangue do corddo de recém-nascidos, observando os resultados obtidos nas técnicas
de separacao electroforética, em meio acido e alcalino. A adesdo da populacdo, a este

Programa, foi de apenas 45%.

Como no Reino Unido as hemoglobinopatias ja sdo, também um significativo problema
de salde publica e ha uma oferta crescente de métodos de diagndstico, foi preciso

estabelecer guidelines para o seu rastreio e diagndstico.?

Essas guidelines publicadas online a 13 de Janeiro de 2010, foram elaboradas por
compilacdo e revisdo de véria documentacdo existente, desde 1988, e ap6s ampla

discussio no meio académico, cientifico e social.?*

Definem que a identificacdo presuntiva de hemoglobinopatia deve apoiar-se num
minimo de duas técnicas com fundamentos diferentes e que a identificacdo definitiva se
faca por estudos moleculares, espectrometria de massa ou sequenciagdo proteica. Os
estudos familiares sdo também importantes para elucidar sobre a natureza da alteracédo

da sintese da Hb e estdo bem definidas as varias fases de intervencdo.?

12.6.1. Rastreio pré-concepcional

O teste pré-concepcional é recomendado em grupos de risco, nomeadamente em grupos
étnicos com significativa prevaléncia para a HbS (africanos, sul americanos, gregos,
italianos entre outros), a’-talassémias (chineses, cipriotas, turcos entre outros) e [-

talassémias (todos os grupos étnicos).?

O teste pré-concepcional é importante porque pode ser dificil o rastreio pré-natal, feito

nas primeiras 12 semanas de gestacdo, se o casal ndo tiver consciéncia do risco.?

E aqui que os clinicos devem estar alerta para a possibilidade dos elementos do casal
serem portadores de hemoglobinopatias e necessitarem de testes de rastreio para um, ou

para ambos, os progenitores.”*
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Estes testes devem ser realizados em mulheres com problemas de fertilidade que
necessitem de reproducdo assistida. Se a mulher for portadora de uma hemoglobinopatia
significativa, o parceiro ou o dador de esperma deve ser testado e facultado o necessario
aconselhamento. Do mesmo modo, dadoras de Ovulos devem ser avaliadas para as

hemoglobinopatias clinicamente relevantes.*

Contrariando esta perspectiva, no Reino Unido, existem alguns religiosos/grupos
étnicos que defendem como mais aceitavel o rastreio pré-matrimonial em detrimento do

rastreio pré-concepcional ou pré-natal.*

12.6.2. Rastreio pré-natal

O procedimento recomendado difere consoante se esteja numa area de alta ou de baixa

prevaléncia de drepanocitose e talassémias.?

Em areas de elevada prevaléncia o rastreio inclui um questionario para avaliar a origem
familiar e deve iniciar-se pela execu¢do de um hemograma e HPLC ou outra técnica
alternativa, adequada a andlise de amostras de sangue materno. Idealmente, os testes
efectuados as mulheres devem estar concluidos antes das 11 semanas de gestacdo e
quando for necesséria a avaliacdo do parceiro, ela deve estar finalizada nas primeiras 12

semanas de gestagdo.”*

Para &reas de baixa prevaléncia, o rastreio é baseado na avaliagdo individual do risco, ao
determinar a origem familiar da mulher e do seu parceiro. O hemograma deve ser
avaliado da mesma forma que para as areas de elevada prevaléncia, mas a
caracterizagdo da Hb fica confinada a mulheres cuja propria origem familiar ou do pai

da crianga, ndo seja o Norte da Europa ou seja desconhecida.?

Mesmo para as mulheres que apenas sejam avaliadas no final da gravidez, o rastreio
justifica-se porque os seus resultados poderdo ser relevantes tanto naquela como em

outras futuras gestacdes.?
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12.6.3. Rastreio neonatal

A politica do Comité Nacional de Rastreio do Reino Unido imp&e que seja pesquisada a
drepanocitose a todos os recém-nascidos. Esse despiste também se estende a todos os

bebés com menos de um ano e que sejam recém chegados ao pais.*

Este programa também detecta as P-talassémias major e intermédia, utilizando os
métodos analiticos actualmente disponiveis. Adicionalmente, a constatacdo de apenas
HbF no recém-nascido ou de uma percentagem muito baixa de HbA (<1.5%) permite

identificar, na maioria dos recém-nascidos, a p-talassémia major.?

12.6.4. Rastreio Pré-Operatorio

A deteccdo de drepanocitose antes de qualquer anestesia € importante. Todos o0s
pacientes oriundos de regibes com alta prevaléncia de HbS devem ser submetidos a
testes de rastreio. A presenca de doenca ligeira ou mesmo de HbS em heterozigotia deve
ser previamente conhecida, uma vez que pode influenciar a utilizacdo das técnicas de

anestesia, porque 0s baixos niveis de O, podem induzir a falciformacéo dos eritrécitos.?*

Em operacBes programadas de rotina, o hemograma e a analise da Hb, utilizando HPLC
ou um método alternativo, devem ser executadas. Em situacdes de emergéncia deve ser

efectuado um hemograma e um teste de solubilidade.*

12.7. Brasil

Mediante estudos realizados na populacéo brasileira estima-se que, em 2008, existiam
cerca de 10 milhdes de pessoas portadoras de Hbs anormais, e que por ano nascem,

aproximadamente, 3 mil pessoas com homozigotia.®

So para portadores de B-talassémia, na populacdo caucasiana, a frequéncia média é da
ordem de 1%. No Sudeste brasileiro ¢ a mutacdo f° CD39 a mais responséavel pela
doenga, com frequéncias que atingem os 50 e 60%, e a que corresponde uma forma
clinica grave. Na regido do Nordeste pontifica a mutagdo B'—IVSI-6, denominada do

tipo portugués, e a que corresponde uma evolucdo clinica mais benigna.*®

A Importancia do Diagnéstico Precoce de Hemoglobinopatias 92



REVISAO LITERATURA

O gene da HbS foi introduzido no Brasil pelo trafico de escravos e se, no Sudeste do
pais, a prevaléncia média de heterozigotos, em populacdo mista, € de cerca de 2%, no
Nordeste pode chegar aos 6%.%

Perante este problema de salde publica e como medida de prevencdo e controlo das
hemoglobinopatias, o Programa Nacional de Triagem Neonatal, instituido no Brasil
pelo Sistema Unico de Saude, passou a incluir, por determinacio da Portaria do
Ministério da Salde n° 822/01, de 6 de Junho, a triagem destas doencas a par de outras
trés doengas genéticas — a fenilcetonuria, o hipotiroidismo congénito e a fibrose cistica —

através do “teste do pézinho”, realizado, em grande parte, nas maternidades do pais.62

As criangas que neste teste de triagem neonatal ainda ndo apresentem HbA, devem ser
reavaliadas ap0s 6 meses ou ao ano para esclarecer, por electroforese, se nao sao

portadores de uma qualquer forma de talassémia ou se apenas eram prematuros. 42

Apbs a identificacdo dos doentes, é imprescindivel que haja um adequado e regular
acompanhamento clinico e defendem que o primeiro interveniente deve ser o pediatra, a
guem compete iniciar a terapéutica profilatica ao recém-nascido e o aconselhamento

genético aos pais, antes que se inicie 0 acompanhamento por especialista.

12.8. Estados Unidos da América

Depois de Kohn ter afinado as técnicas de separacdo electroforética das Hbs, aconteceu
que Garrick conjuntamente com Guthrie, o autor do Programa de Despiste de Erros
Metabolicos no Recém-nascido, percebeu que a eluicdo do sangue seco em papel de
filtro (Cartdo de Guthrie), podia ser usado nas técnicas electroforéticas. Estavam em
1973 e o grande desafio que tiveram de enfrentar foi o de evitar a degradacao oxidativa
da Hb, que ocorre ao fim de alguns dias neste tipo de amostra e que, gerando bandas
extra, complicava a interpretacdo dos resultados. Idealmente, as amostras devem ser
processadas dentro das 72 horas ap6s a colheita. Vencida esta dificuldade, em Abril de
1975, o Estado de New York foi o primeiro a usar esta metodologia para despistar, de
forma universal, a existéncia de HbSS e tornou-se o primeiro programa federal a ter por
objectivo o despiste de uma doenca genetica, com suporte legal de 16 de Maio de 1972,
entendida que foi a sua importancia na saude publica. Nesse mesmo ano, foi criado o

Laboratorio de Referéncia para as Hemoglobinopatias destinado a elaborar normas e
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protocolos analiticos de forma a padronizar, harmonizar e a controlar a pratica dos
diversos laboratérios que foram comecando a estudar as hemoglobinopatias. Esta
actividade manteve-se até 1993, altura em que deu lugar ao Laboratoério de Garantia da
Qualidade para o Rastreio em Recém-nascidos.**>*

Nestes rastreios, a recente introducdo da espectrometria de massa permite a
identificacdo simultanea de mais de 30 situagdes médicas a partir de um unico “Cartio
de Guthrie”, mas a identificacdo das hemoglobinopatias ndo € possivel por este método,
sendo que a maioria dos estados utiliza HPLC ou IEF, como métodos de primeira linha.
Os recém-nascidos com resultados sugestivos de possivel hemoglobinopatia devem ser
submetidos a um método complementar, utilizando um segundo papel de filtro com
sangue ou mesmo uma amostra liquida de sangue total. As politicas e as praticas de
testes confirmatrios variam também entre estados.>

Laboratorios de segunda linha para estudos moleculares existem em New York, Texas,
Washington e Califérnia.*

Amostras de DNA fetal podem ser obtidas a partir das manchas de sangue, amplificadas
por PCR e genotipadas para distinguir definitivamente: talassémia major de PHHF,
HbE/B-talassémia de HbEE ou doenga da HbH de portadores de a-talassémia.>

Mais de 200 mutagdes causadoras de P-talassémia foram ja caracterizadas a nivel
molecular, e a maioria sdo mutagdes pontuais ou pequenas delecbes/insercdes. Estas
muta¢des possuem uma especificidade regional e a sua frequéncia determina o risco nas
populacdes. A origem étnica e o estudo familiar sdo extremamente Uteis na orientacao
da sequéncia dos testes de diagnostico para hemoglobinopatias especificas. A tecnologia
de Microarrays foi recentemente defendida como uma ferramenta com muito potencial
para o rastreio neonatal, e a sua vantagem passa pela capacidade de rastrear, num sé
teste, muitas perturbacgdes genéticas e metabolicas, aumentando a eficiéncia do rastreio.
Actualmente os 51 Estados Americanos praticam o rastreio universal para a
drepanocitose e outras hemoglobinopatias, tendo sido o estado de New Hampshire o
ultimo a aderir, em 1 de Maio de 2006, depois de, em 1987, o Instituto Americano da
Salde (ANHI) ter recomendado o rastreio neonatal universal para a anemia
falciforme.>>!

Reconhecida a importancia de um diagndstico precoce, alguns estados tém
implementado estratégias que combinam programas de rastreio pré-natal e neonatal

procurando optimizar o aconselhamento pré-natal.*
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12.9. Canada

Segundo o recenseamento Canadiano de 2001, cerca de 12.5% da sua populacéo (3,7
milhdes de habitantes) tem origem em regides de elevado risco para talassémias e outras
hemoglobinopatias e € com base na origem geogréafica dessa populagdo migrante que a
Directiva Clinica n° 218, de Outubro de 2008, redigida pela Comissdo de Genética da
Sociedade de Obstetricia e Ginecologia do Canada e pelo Comité de Diagndstico Pré-
Natal do Colégio Canadiano de Médicos Geneticistas, aprovou as recomendacfes a
adoptar para o despiste de portadores de talassémias e hemoglobinopatias no pais. O
documento foi elaborado de modo a fornecer indicag¢fes aos profissionais do sistema de
salde canadiano para que a deteccdo destes distirbios seja efectuada antes da
concepcdo, ou precocemente na gravidez e as &reas geograficas de risco estéo

organizadas da seguinte maneira: *°

v" Continente africano;

v Regides Mediterranicas, como Sardenha, Cérsega, Sicilia, Italia, Espanha,
Grécia, Portugal, Chipre, Turquia, Egipto, Argélia, Libia, Tunisia, Marrocos,
Malta;

v Médio Oriente, como Irdo, Iraque, Siria, Jordania, Arabia Saudita e outros paises
Peninsula Arabe, Qatar, Libano, Palestina, Kwait e Israel onde tanto os arabes

como os judeus sdo afectados;

v' Sudeste da Asia, como India, Afeganistdo, Paquistdo, Indonésia, Bangladesh,
Tailandia, Myanmar;

v Regido Oeste do Pacifico, como China, Vietname, Filipinas, Malasia, Camboja,
Laos;
v’ Paises das Caraibas;

v Paises da América do Sul.®®
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12.9.1. Recomendac0des

=

O despiste de portadores de hemoglobinopatias é facultado as mulheres e seus
parceiros sempre que um, ou ambos, sejam identificados como pertencentes a
uma populacdo étnica de risco elevado. Idealmente, o rastreio deve ser efectuado

antes da concepcao ou precocemente na gravidez; *°

O despiste inicial compreende um hemograma, electroforese de Hbs ou HPLC,
com quantificacdo de HbA, e HbF.

Se se verificar um VGM < 80 fL e uma HGM < 27pg com resultados normais na
electroforese de Hbs ou HPLC, devem ser pesquisados os Corpos de Heinz e

doseada a ferritina; %

Quando este rastreio inicial é anormal e evidencia uma variante de Hb, o
parceiro deve também ser submetido aos mesmos testes para despiste de

hemoglobinopatias; *°

Quando se constate que ambos 0os membros do casal séo portadores de uma
hemoglobinopatia, devem ser encaminhados para 0s servi¢cos de aconselhamento
genético para que estudos moleculares suplementares clarifiguem o estado dos

progenitores e deduzam qual é o risco para o feto; *°

O DPN ¢ disponibilizado a mulheres gravidas/casais que corram o risco de ter
um feto afectado por uma hemoglobinopatia clinicamente significativa. S6 pode
ser efectuado com o consentimento informado do utente. Quando o DPN for
recusado, o despiste neo-natal deve ser executado no intuito de obter um
diagndstico precoce e poder encaminhar a crianga para um centro de

hematologia pediatrica; *°

O DPN, para analise do DNA fetal, pode ser efectuado através de células
obtidas por vilocentese ou amniocentese. As gestantes que recusarem esta
pratica invasiva, mas que corram risco de hidropisia fetal, ligada a Hb de Bart,
podem efectuar ecografias fetais seriadas, visando a evolucdo do indice
cardiotoracico fetal, que numa situagdo normal é < 0.5. Se a anomalia for

detectada, é recomendado o encaminhamento para centros de cuidados terciarios
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para a execucdo de analise do DNA fetal que, ao confirmar-se a patologia,

impde que a interrupcao da gravidez seja equacionada; *°

7. Se a hidropisia fetal so se detectar na ecografia do segundo ou terceiro trimestre
de gravidez, numa gestante de origem étnica de elevado risco para a-talassémia,
tanto ela como o outro progenitor devem, de imediato, ser estudados para a

eventualidade de serem portadores dessa patologia.*®

A figura abaixo sintetiza a abordagem que o Canada realiza para o despiste de

hemoglobinopatias.*®

Origine ethnique

l

Patiente ou son partenaire courant un risque 11 de thalassémie et/ou d’hémoglobinopathie

CBC (VCM et HCM) et
électrophorése ou HPLC de I'Hb

v

VCM =z 80 fL VCM < 80 fL ou WVCM < 80 L et/ou Variante Hb
HCM = 27 pg HCM < 27 pg, HCM <27 pg, avec taux (p. ex. HbS,
Electrophorése/ et électrophorése/ accru d'HbA2 ou d’'HbF HbC, HbD, HbE)

HPLC de I'Hb HPLC de I'Hb normale

normale |

Taux sérique de ferritine et frottis
visant les corps de Heinz pour la !
patiente, et dépistage du partenaire au HPLC de I'Hb et analyse

CBC, electrophorese/

moyen de CBC, électrophorése/ quantitative de I'HbAZ et Partenaire obtient
HPLC de I'Hb, HbA2. HbF de I'HbF pour le partenaire des résultats

— | totalement normaux
/ \ L 4

Partenaire obtient Trait 3 thal chez un Tous deux sont trait 3 thal Tous deux
des résultats partenaire ou I'un est trait [ thal et I'autre porteurs de

totalement normaux Trait & thal chez I'autre HbS, HbC, HbD ou Hb E Hbs, HbC
¥ HbD ou HbE

Tous deux positifs en ce qui concemne o thal par
froftis visant les corps de Heinz ou tous deux
peut-&tre trait o thal (faible VCM, faible HCM,
taux normal d'HbAZ2. taux normal de ferritine)

Consultation génétique recommandée pour la tenue d'études moléculaires supplémentaires, le cas
échéant, et services de counseling au sujet du risque que court le feetus de présenter une
hémoglobinopathie ou une thalassémie significative sur le plan clinique. Un diagnostic prénatal devrait
étre offert aux couples exposés au risque

Rassurance - faible risque d’hémoglobinopathie ou de thalassémie significative sur le plan clinique chez le feetus

Figura 15 — Protocolo para o rastreio de hemoglobinopatias no Canadé.*®
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12.10. Australia

A Australia € um pais onde ha muitas formas diferentes de a- e R-talassémias. Para além
da vertente laboratorial, o estudo familiar é considerado relevante neste processo e,
tanto a deteccdo precoce como a caracterizacdo das hemoglobinopatias, tornam-se
essenciais para que se possa accionar o aconselhamento adequado a casais e familias em

risco de desenvolverem estas patologias.”

Neste pais, 0 processo de investigacdo para o diagnostico das hemoglobinopatias inclui

trés etapas: °

1. Analise do hemograma com esfregaco de sangue periférico e doseamento de

ferro sérico;

2. Exames hematoldgicos especiais, incorrectamente designados de “rastreio das
talassémias”, e que incluem VAarios testes, a realizar em simultaneo, como a
electroforese de Hbs, a quantificacdo de HbA, e de HbF, o teste de Kleihauer-
Betke, a pesquisa de inclusdes de HbH, os testes da solubilidade, instabilidade e
afinidade para o O, e a espectrometria de massa, para caracterizar as variantes de
Hb; ®

3 Testes de DNA fetal. ®

Na deteccdo de casos particulares e no rastreio pré-natal, a andlise do DNA deve ser o
método escolhido e solicita-se quando a hemoglobinopatia ndo pode ser confirmada
pelos testes hematologicos realizados na fase anterior, ou a mutagcdo procurada seja a
base que confirma a hemoglobinopatia.’

Um diagnostico a este nivel pode ser realizado, efectuando uma anélise das mutacGes
(baseada em PCR), um scanning do DNA em que a dHPLC é o método de escolha, ou

uma sequenciacio do DNA.°
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13. CONCLUSOES

O principal objectivo de um rastreio de hemoglobinopatias é a determinacdo da
frequéncia de portadores na populacdo e a identificagdo dos casais de portadores em
risco de terem filhos com formas graves de anemias, com vista ao aconselhamento

genético e, quando indicado, ao diagnostico pré-natal.

Perante a migracdo crescente, a informacdo deve ser adequada as vérias culturas das
minorias étnicas, ndo por imposicdo de deliberacdo politica, mas sim veiculada por
médicos de familia e/ou pediatras, de forma a ndo se tornar estigmatizante ou fonte de
ansiedade, fazendo-lhes saber que, ao encaminhar os casais de risco para laboratorios de
genética, o portador ndo é um doente, nunca serd um doente, mas que pode gerar doenca

nos seus descendentes.

No geral, como ficou demonstrado pelas politicas relatadas, duas estratégias sao

possiveis:

+ Nas regides endémicas fazer. Aconselhamento Pré-marital e Pre-
concepcional.*’

“ Nas ndo endémicas fazer: Rastreio Neo-natal e prevencao retrospectiva a
casais de risco, a partir de casos referenciados pelo pediatra.*’

Um tema a merecer debate é o de se o rastreio neonatal deve ser selectivo, e em que
muitas das vezes se distingue as duas populagdes, a autdctone e a migrante, ou se deve

ser universal. Parece que a maioria dos autores defende a sua universalidade.

O DPN ¢ também uma peca fundamental para o controlo destas graves doencas
genéticas. Para que este possa proporcionar um resultado exacto, rapido e tdo cedo
quanto possivel, tem de cumprir com uns quantos requisitos: 1. Identificacdo atempada
dos casais em risco; 2. A caracterizacdo das mutacOes da sua doenca; 3. Obtencdo de
material fetal de forma répida e segura; 4. Investigacdo do gendtipo do DNA fetal, com

base nas mutagées parentais.>*

Enquanto a investigacdo progride para tornar o DPN um procedimento ndo invasivo, ele

continua a ser feito por anélise de amostras de DNA fetal obtidas a partir de amnidcitos,
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colhidos por amniocentese, depois das 15 semanas de gestacdo, seja por via
transcervical sob controlo ultrasénico ou por via transabdominal, ou a partir das
vilosidades coridnicas obtidas por vilocentese, executada entre as 10-12 semanas de

gravidez. H& a considerar 1 -2% de risco de morte fetal.}0?®

Nas situacdes de procriacdo medicamente assistida, todos os embrides destinados a
fertilizacBes in vitro devem ser sujeitos a este despiste e, neste caso, 0s riscos inerentes
s80 muito mais gravosos e duplicados pela obrigatoriedade de confirmacdo ap6s o

implante.

Os paises da bacia mediterranica foram pioneiros na efectuacdo de programas de
prevencdo dirigidos a casais de risco e, depois de 30 anos, Chipre, Itdlia e Grécia

conseguiram reduzir a p-talassémia a niveis préximos do zero, na populacdo nativa.*’

Outro exemplo bem sucedido é o da Sardenha que, em 1976, quando iniciou 0 seu
programa de DPN para a p-talassémia major tinha uma incidéncia da doenca de 1:250

nascimentos e agora é de 1:4 000.>

Na Europa Ocidental, tirando o Reino Unido, que possui um programa muito
abrangente e bem estruturado, s6 no virar do século é que paises como a Bélgica,
Holanda, Espanha e Franga comecaram a fazer prevencao.

Os paises nordicos sdo os mais atrasados nesse proposito, por terem sido os destinos
menos visados pelos imigrantes e os que, hoje em dia, podem vir a observar maiores
taxas de hemoglobinopatias, visto que os imigrantes de paises endémicos tendem a nédo
se cruzar com os habitantes locais, a ter mais filhos em média e a aumentar o seu grau

de consanguinidade.*’

Em Portugal, as variantes de Hb mais frequentes sdo a HbS e a HbLepore que € uma
variante de Hb com uma cadeia hibrida 6B, cuja extremidade N-terminal possui a
sequéncia de aminoéacidos da cadeia 6 e a extremidade C-terminal possui a sequéncia de
aminoacidos da cadeia de B-globina. E o produto de um gene hibrido, resultante de um
presumivel crossing-over desigual durante a meiose, que para 0s homozigoticos causa

anemia grave.?

Com base nos poucos estudos até agora efectuados e em que ainda néo se projectava a

actual realidade da imigracdo existente, estima-se que haja 1% de portadores de
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hemoglobinopatias e um total de 500 doentes em todo o pais Continental. Isto faz com
que estas patologias sejam consideradas doencas genéticas raras, embora crénicas e
Incapacitantes, porque tém uma prevaléncia inferior a 5 em 10.000 pessoas, conforme
Decisdo 1295/1999/CE do Parlamento Europeu e do Conselho de 29 de Abril de 1999.%

A gravidade das manifestacGes clinicas dos doentes homozigoticos, faz destas doencas
um importante problema de salude publica. O diagnostico precoce, associado a um
tratamento adequado, pode contribuir para um reducdo significativa da sua morbilidade
e mortalidade, mas como ndo tém uma cura facil, seja o transplante alogénico de medula
Ossea ou as terapias génicas emergentes, ndo sao enquadraveis no Programa Nacional de
Diagnostico Precoce (PNDP) e é duvidoso que o venham a ser, pelo disposto no
Despacho n°752/2010, de 12 de Janeiro, do Ministério da Sadde, em que se 1§;

“O PNDP teve um enorme sucesso e tem revelado uma elevada qualidade, que ¢ bem
patente na sua taxa de cobertura superior a 99 % dos recém-nascidos e pelo seu tempo
médio de intervencao terapéutica — 11/12 dias. Dirigido inicialmente a fenilcetonuria e
ao hipotiroidismo, duas doengas que, na crianga, quando néo tratadas acarretam atraso
mental, foi alargado mais tarde, em 2004, na Regido Norte e com ambito nacional em
2006, a mais 23 doencas hereditarias do metabolismo. Este alargamento da amplitude
deve -se a utilizacdo da tecnologia MS/MS, que permite o diagnostico de doencas
hereditarias do metabolismo numa Unica amostra de sangue. Outras doencas, como a
fibrose cistica, hiperplasia congénita da supra-renal e deficiéncia da biotinidase foram
rastreadas em estudos-piloto e poderdo futuramente vir a ser incluidas no Programa

Nacional.” &

A Unidade de Rastreio Neonatal deste PNDP, que ndo é obrigatério, esta sediada no
Centro de Genética Médica Jacinto de Magalhdes (CGMJM), no Porto e anuncia-se

como universal e independente da nacionalidade do recém-nascido.

Outro aspecto a merecer destaque, € o facto da Circular Normativa N°: 18/DSMIA de
07/09/04, da Direccdo-Geral da Saude apenas recomendar que a pesquisa de
hemoglobinopatias seja feita a todas as mulheres em idade reprodutiva, em particular,
nas consultas de planeamento familiar, pré-concepcional ou, com caracter de urgéncia,
na 12 consulta da gravidez e determinar que o rastreio das hemoglobinopatias ndo deve

ser realizado a criancas, salvo em situacdes clinicas que o justifiquem.’
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13.1. Consideracdes finais

Portugal ndo dispGe de dados actuais que reflictam a realidade do pais relativamente a
prevaléncia de hemoglobinopatias. Os Unicos resultados disponiveis com algum
significado e com relativa abrangéncia a nivel nacional tiveram, como populacéo alvo,

0s recrutas ao servico militar entre 1983 e 1985.°

As recentes alteracfes demogréaficas, com os inerentes fluxos migratorios dentro do pais
e de imigrantes oriundos de paises onde as hemoglobinopatias possuem taxas de
incidéncia significativas, nomeadamente os paises de Africa e, mais recentemente,
Brasil e Europa de Leste, alteraram a realidade do pais, contribuindo para o aumento
destas anomalias genéticas na sociedade portuguesa. Porém, a inexisténcia de dados
recentes, faz com que estas patologias continuem a ser consideradas raras, ndo sendo
por isso associadas a um possivel problema de salde publica, com mortalidade e
morbilidade expressivas. Deste modo, as entidades que regulamentam a Salde em
Portugal ndo irdo agir em conformidade com a gravidade que estas doengas hereditarias

terdo nas actuais e proximas geracoes.

A evidéncia da desarticulacdo de informacao entre as diferentes instituicdes e 0s varios
profissionais de saude, que deveriam estar alertados para esta problematica, constitui
outro obstaculo a importancia do diagnostico precoce de hemoglobinopatias. Se a
Circular Normativa n°18/DSMIA da Direccdo-Geral da Satde (DGS), de 2004, procura
de certa forma regulamentar e orientar os intervenientes no planeamento familiar para
os procedimentos a adoptar no despiste de hemoglobinopatias, a realidade é que nem
todos os profissionais estdo em sintonia, nem despertos para a importancia da pesquisa
destas patologias numa fase pré-concepcional ou o mais precocemente possivel na

gravidez.

Seria sem davida importante, que o Ministério da Saude como entidade responsavel,
com poder e capacidade de regulagéo, publicasse normas efectivas e ndo apenas de

recomendac&o, que definissem claramente quem faz o qué e em que circunstancias.

E importante a sensibilizagdo de todos os médicos de familia e em particular daqueles
que exercem a sua actividade no ambito do planeamento familiar, para a importancia da

deteccdo de portadores.
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A consciencializacdo para a necessidade de rastreio de hemoglobinopatias ao nivel dos
cuidados de saude primérios, pode assumir grande importancia no impedimento da

proliferacdo destas anomalias genéticas.

Concretamente nas gravidas se o perfil de abordagem laboratorial, indicado para o
primeiro trimestre (< 132 semana), incluisse uma electroforese de hemoglobinas e um
doseamento de HbA, para além do hemograma, que nem sempre revela algumas
variantes de Hb, poder-se-ia despistar uma gestante portadora. Perante um resultado
positivo, dever-se-ia analisar o cbénjuge como forma de fornecer o méaximo de
informacao possivel, que no caso de serem ambos portadores, permitisse avangar para o

diagnostico pré-natal ou para a interrupgéo da gravidez, se fosse essa a escolha do casal.
13.2. Sugestoes

Um procedimento efectivo e com utilidade no rastreio de hemoglobinopatias seria, em
primeiro lugar, atribuir ao teste do pézinho um caracter obrigatorio e, depois, incluir as
hemoglobinopatias no Programa Nacional de Diagnostico Precoce. Seria uma forma de
identificar possiveis portadores e garantir que, a partir de determinada data, toda a
populacdo estaria caracterizada, facilitando a intervencdo das entidades médicas e de

aconselhamento genético.

Por outro lado, e a imagem de paises como o Reino Unido, todos os imigrantes, ou pelo
menos as criancas até determinada idade que entrassem no pais, deveriam ser
submetidos a um programa de rastreio de hemoglobinopatias e os seus resultados
carregados numa base de dados.

Uma outra possivel forma de rastreio de portadores de hemoglobinopatias seria, tal
como se faz em Italia, regulamentar que criancas de idade pré-puberal fossem
submetidas a testes simples que conseguem despistar a presenca, pelo menos, das
hemoglobinopatias com significado clinico mais relevante. A titulo de exemplo, a
colheita de um simples tubo de sangue com EDTA permite efectuar, simultaneamente, o
hemograma, o teste de solubilidade, a pesquisa de corpos de Heinz, a avaliacdo

morfoldgica do sangue periférico ou até uma electroforese de hemoglobinas.

O diagnostico precoce de hemoglobinopatias € um meio util e fundamental para a
prevencao destas anemias hereditarias.
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