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RESUMO

As hemoglobinopatias constituem o grupo mais prevalente de doengas monogénicas
no mundo e representam um relevante problema de saude publica no Brasil,
especialmente nas regides Norte e Nordeste, onde a contribuicdo da ancestralidade
africana é marcante. Este estudo teve como objetivo estimar a prevaléncia e
caracterizar qualitativa e quantitativamente as hemoglobinas variantes em doadores
de sangue atendidos pela hemorrede publica do Maranh&o ao longo do ano de 2023.
Foram analisadas 88.064 amostras unicas por eletroforese de hemoglobinas (ELH),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e, em casos selecionados, por técnicas
de biologia molecular. A prevaléncia global de hemoglobinopatias foi de 4,09%, com
destaque para o trago falciforme (Hb AS, 3,28%), seguido por Hb AC (0,59%) e [3-
talassemia (0,08%). Foram também identificadas 36 amostras com Hb Korle-Bu,
incluindo um caso em homozigose, além de variantes menos frequentes, como Hb D-
Los Angeles, Hb Camperdown, Hb G-Philadelphia, Hb A2’, Hb Hope e Hb O-Arab. Ao
todo, 18 casos apresentaram coeranca entre Hb S e delecdes alfa-talassémicas. A
analise estatistica revelou associagao significativa entre hemonucleo e fenétipo (p <
0,05), com residuos ajustados indicando maior concentracdo de variantes nos
municipios de Codo, Caxias e Sao Luis. A aplicagdo de métodos moleculares foi
fundamental para confirmar variantes raras, esclarecer combinag¢des incomuns e
apoiar a reclassificacdo de fendtipos com sobreposicido eletroforética e
cromatografica. Esses achados reforcam a importdncia de uma abordagem
diagnostica integrada, na qual a biologia molecular atua como ferramenta
complementar a triagem fenotipica. Os dados obtidos contribuem para a segurancga
transfusional, a vigilancia epidemioldégica e a formulagdo de politicas publicas
adaptadas a realidade genética da populacdo maranhense, marcada por ampla

heterogeneidade e ancestralidade diversa.

Palavras-chave: Hemoglobinopatias; Doadores de sangue; HPLC; Eletroforese de

hemoglobina; Diagndstico molecular.



ABSTRACT

Hemoglobinopathies are the most prevalent group of monogenic diseases worldwide
and represent a significant public health concern in Brazil, particularly in the North and
Northeast regions, where African ancestry has a strong influence. This study aimed to
estimate the prevalence and to qualitatively and quantitatively characterize hemoglobin
variants in blood donors attended by the public blood transfusion network of Maranhao
throughout the year 2023. A total of 88,064 unique samples were analyzed using
hemoglobin electrophoresis (ELH), high-performance liquid chromatography (HPLC),
and, in selected cases, molecular biology techniques. The overall prevalence of
hemoglobinopathies was 4.09%, with the sickle cell trait (Hb AS, 3.28%) being the
most common, followed by Hb AC (0.59%) and B-thalassemia (0.08%). Additionally,
36 samples with Hb Korle-Bu were identified, including one homozygous case, along
with less frequent variants such as Hb D-Los Angeles, Hb Camperdown, Hb G-
Philadelphia, Hb A2', Hb Hope, and Hb O-Arab. A total of 18 cases showed coherance
between Hb S and alpha-thalassemia deletions. Statistical analysis revealed a
significant association between blood center and phenotype (p < 0.05), with adjusted
residuals indicating higher concentrations of variants in the municipalities of Codo,
Caxias, and Sao Luis. The application of molecular methods was essential to confirm
rare variants, clarify uncommon combinations, and support the reclassification of
phenotypes with overlapping electrophoretic and chromatographic profiles. These
findings highlight the importance of an integrated diagnostic approach, in which
molecular biology serves as a complementary tool to phenotypic screening. The results
contribute to transfusion safety, epidemiological surveillance, and the development of
public health policies tailored to the genetic landscape of the Maranhdo population,

characterized by high heterogeneity and diverse ancestry.

Keywords: Hemoglobinopathies; Blood donors; HPLC; Hemoglobin electrophoresis;

Molecular diagnosis.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacao da estrutura quaternaria da hemoglobina.

Figura 2. Representagdo diagramatica dos locais e taxas de sintese de diferentes

cadeias de globina nos periodos embrionario e fetal e durante a infancia.

Figura 3. Representagdao da Familia de genes do tipo alfa (localizagdo 16p13.3) e a

Familia de genes do tipo beta (localizagado 11p15.5).
Figura 4. Mapa tematico das regides de saude de Maranh&o.

Figura 5. Cromatogramas representativos de variantes raras de hemoglobina

detectadas por HPLC em doadores de sangue da hemorrede publica do Maranh&o.



LISTA DE APENDICES

APENDICE 1. Documento de aprovacdo do Comité de Etica da UFMS com justificativa
para dispensa do TCLE, conforme parecer n° 6.782.645.

APENDICE 2. Fluxograma do protocolo diagndstico para investigagdo de
hemoglobinas variantes a partir de HPLC.



11

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLA

APAE Associagao dos Pais e Amigos dos Excepcionais

CD Cdédon

CO, Didxido de Carbono

DNA Acido Desoxirribonucleico

ELH Eletroforese

EDTA Acido Etilenediaminotetracético

Fe* Ferro em estado de oxidac&o +2 (ferroso)

Hb Hemoglobina

Hb A Hemoglobina A (principal hemoglobina do adulto)

Hb Az Hemoglobina Az (com cadeias a,0;)

Hb F Hemoglobina Fetal (com cadeias a.y,)

Hb FSC Heterozigose Composta para Hemoglobina S e C

Hb FSS Anemia Falciforme (Homozigadtica)

HBA Gene da cadeia a da globina

HBA1 Gene da cadeia alfa 1 da hemoglobina

HBA2 Gene da cadeia alfa 2 da hemoglobina

HBB Gene da cadeia beta da hemoglobina

Hb Hemoglobina C

HBD Gene da cadeia delta da hemoglobina

Hb D Hemoglobina D

HBE1 Gene da cadeia épsilon da hemoglobina

HBG1 Gene da cadeia gama A da hemoglobina

HBG2 Gene da cadeia gama G da hemoglobina

Hb S Hemoglobina S

HBZ Gene da cadeia zeta da hemoglobina

HEMOMAR Centro de Hematologia e Hemoterapia do Maranhao

HPLC High Performance Liquid Chromatography (Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia)

HTLV Virus Linfotrépico T Humano

kb Kilobase

KDa Kilodalton

MS Ministério da Saude



12

0O, Oxigénio

OMS Organizag¢ao Mundial da Saude

PCR Reacao em Cadeia da Polimerase

PCR-AE PCR para Analise de Alelos Especificos

PCR-Multiplex PCR Multiplexado

PCR-RFLP PCR com Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de
Restricao

PNTN Programa Nacional de Triagem Neonatal

SINASC Sistema de Informacgdes sobre Nascidos Vivos

UFMA Universidade Federal do Maranh&o

UFMS Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

UTR Regido nao traduzida

WHO Organizagao Mundial da Saude

wal / wa2 Pseudogenes das cadeias alfa

wp Pseudogene da cadeia beta

WC (ou wi1) Pseudogene da cadeia zeta



13

SUMARIO

T INTRODUGAO ...t e e et eee e e eee s 14
2 REVISAO DA LITERATURA . ...t 16
2.1 ANemoglOobiNg .......oooiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 16
2.2 Ontogenia da expressao génica das cadeias globinicas e aspectos moleculares
da sintese de hemoglobiNas ............ooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 18
2.3 Definigao e classificagdo das hemoglobinopatias ............ccccovveiiiiiiiiiiiiciinnenenn. 21
2.4 Diagnostico das hemoglobinopatias............oveeviiiiiiiiiiiiiee e 24
2.5 Epidemiologia das hemoglobinopatias.............ccceeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 26
2.6 Politicas Publicas e Normas Técnicas em Hemoterapia...........ccccceevvvvicineeenn.. 27
2.7 Desafios e perspectivas futuras para o manejo das hemoglobinopatias.......... 29
BOBUETIVOS ... 32
3.1 0Dbjetivo geral........oooi i 32
3.2 Objetivos €SPECITICOS ..uvuuuiiiei e 32

4 MATERIAL E METODOS ...ttt ettt 32
4.2 METOAOS ...ttt e aan 36
4.2.1 Analises do perfil de hemoglobinas...........cccooooiiiiiiii e, 36
4.2.2 ANAlISES MOIECUIAIES ......ceveieiiie e e et e e e e e eeeeees 37
Extracdo do DNA por precipitagdo salina ...........coouveiiiiiieiiiieeicie e, 37
Analise molecular para Hb S por PCR-RFLP ..., 37
Analise molecular para Hb C por PCR-RFLP ........cooviiiiiiiii e, 37
Analise molecular para Hb D por PCR-RFLP ........oooviiiiiiiiiee e 38
Analise molecular para 3 talassemia por PCR-AE...........cccoooiiiiiiiiiiiiiieeeeeee, 38
Analise molecular para a talassemia por PCR-Multiplex (-a3.7kb e —a4.2kb)....38
Sequenciamento dos genes da globina para Hb anormais raras ....................... 38

4.3 ANalises eStatistiCas. .......cooiiiiueiiiie e 39
5. RESULTADOS ... 39
B. DISCUSSAOQD ...ttt ettt e e e eae e 49
7. CONCLUSAO. ...ttt nene s 58
REFERENCIAS ......oouiiiieteee ettt se s 58
Apéndice 1 — Documento de aprovagéo do Comité de Etica da UFMS com justificativa
para dispensa do TCLE, conforme parecer n® 6.782.645.............cccccceeeeeeeeriiiiinnnnnnnn. 70

Apéndice 2 - Fluxograma do protocolo diagnéstico para investigagédo de hemoglobinas
variantes a partir de HPLC ..ot 71



14

1 INTRODUGAO

As hemoglobinopatias representam o grupo mais comum de alteragdes
genéticas monogénicas no mundo, com ampla prevaléncia nas populacdes da Africa,
Mediterraneo, Asia e Américas. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
cerca de 270 milhdes de pessoas possuem genes que determinam alteragdes na
estrutura ou produgdo da hemoglobina (Hb) (WHO, 2021). Essas condigdes
constituem um desafio global de saude publica, especialmente em paises com intensa
diversidade genética, como o Brasil.

As hemoglobinopatias podem ser classificadas, de forma geral, em trés
categorias principais: variantes estruturais, altera¢gdes quantitativas (talassemias) e
Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal (PHHF). As formas estruturais
decorrem de mutagdes que promovem substituicdes de aminoacidos nas cadeias
globinicas, como a Hb S, Hb C e Hb D, impactando a estabilidade, solubilidade ou
funcdo da Hb. Ja as alteragdes quantitativas resultam de muta¢des que reduzem ou
anulam a produgdo de uma ou mais cadeias, gerando desequilibrio na formagao da
molécula, como ocorre principalmente na alfa (a) e beta (B) talassemias. Por fim, a
PHHF caracteriza-se pela produgao persistente de hemoglobina fetal (Hb F) na vida
adulta, o que, embora geralmente ndo traga manifestacdes clinicas significativas,
pode dificultar a interpretagdo diagnostica (THOMPSON; THOMPSON, 2016;
LAVOURAS, 2017).

No Brasil, o cenario epidemioldgico das hemoglobinopatias € profundamente
influenciado pelos processos histéricos de colonizagdo, povos escravizados e
miscigenacado entre populagdes europeias, africanas e indigenas, favorecendo a
ampla disseminacao dessas alteragbes genéticas. Em especial, nas regides Norte e
Nordeste, observa-se maior prevaléncia de Hbs variantes de origem africana, como
Hb S e Hb C, associadas a heranga genética da populagao afrodescendente (MELO-
REIS et al., 2006; CALVO-GONZALEZ, 2017).

As hemoglobinopatias, especialmente a anemia falciforme e as talassemias,
impdem um 6nus significativo ao sistema de saude publica e suplementar. Pacientes
acometidos com estas doencas podem apresentar complicagdes clinicas recorrentes,
como crises vaso-oclusivas, infecgdes, insuficiéncia renal, disfungcbes cardiacas e
necessidade frequente de internagdes hospitalares, uso prolongado de analgésicos,

transfusbes e medicamentos, como hidroxiureia e quelantes de ferro (BRASIL, 2021;
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COELHO et al., 2020). Esses fatores contribuem para o aumento da demanda por
atendimentos ambulatoriais e emergenciais, além de elevar os custos com exames
laboratoriais, terapias de suporte e intervengdes especializadas, como transplante de
medula 6ssea.

No Brasil, estima-se que as doencgas falciformes estejam entre as principais
doengas hereditarias de impacto clinico relevante, com aproximadamente 3.500
nascimentos por ano e mais de 100 mil portadores da Hb S. O manejo clinico
inadequado ou o diagnaostico tardio desses casos esta associado a maior mortalidade
infantil, reducao da qualidade de vida, absenteismo escolar e laboral, além de impacto
psicoldgico e social em pacientes e familiares. Como consequéncia, o sistema de
saude enfrenta dificuldades em prover um cuidado integral e continuo, especialmente
nas regides com menor cobertura especializada (BRASIL, 2021).

Em resposta a relevancia clinica e epidemiolégica dessas condi¢des, o
Ministério da Saude instituiu o Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), por
meio da Portaria GM/MS n° 822, de 6 de junho de 2001 (BRASIL, 2001), que passou
a incluir a detecgdo da doenca falciforme e outras hemoglobinopatias por meio do
Teste do Pezinho (BRASIL, 2016). Apesar dos avancgos proporcionados por essa
politica de saude, a maioria dos adultos nascidos antes da implementacédo do
programa permanece sem diagnostico, tornando os bancos de sangue uma
importante via alternativa de identificacdo de portadores, comumente assintomaticos
(SANTOS; LIMA; GONCALVES, 2019).

Assim, os servicos de hemoterapia ndao apenas cumprem seu papel na
assisténcia transfusional, mas também funcionam como ferramentas estratégicas de
vigilancia epidemioldgica. A triagem de doadores permite mapear a distribuicdo
regional das Hb variantes, garantir maior seguranga transfusional e promover o
aconselhamento genético dos individuos identificados (CANCADO; JESUS, 2007;
BRASIL, 2016). Isso € particularmente relevante em estados como o Maranh&o, onde
a elevada diversidade étnica e genética favorece a ocorréncia de variantes raras e de
casos de heterozigose composta para Hb(s) estruturais, exigindo metodologias
diagndsticas mais sensiveis e agdes integradas de rastreamento populacional
(LOPES et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2020).

A detecgdo dessas Hb(s) variantes, no entanto, nem sempre é viavel por
métodos tradicionais. Técnicas como a eletroforese (ELH) de Hb(s) e a cromatografia

liguida de alta performance (HPLC) apresentam limitagbes nos casos de
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sobreposi¢cdes de Hb normais e ou anormais, ou quando se trata de variantes raras
que nao possuem tempo de retengdao previamente estabelecido ou padrédo de
migracgao eletroforética bem caracterizado. Nesses contextos, as técnicas de biologia
molecular tornam-se fundamentais para o diagndstico definitivo, pois permitem a
caracterizagao genotipica precisa de variantes pouco frequentes e a identificacdo de
mutacgdes silenciosas, que podem passar despercebidas nos métodos convencionais
(LAVOURAS, 2017; SILVA et al., 2020).

No Maranhdo, poucos estudos populacionais sobre hemoglobinas variantes
foram publicados. Em recém-nascidos, observaram-se frequéncias de 4,67 a 4,8% de
alteracdes, com destaque para Hb AS, Hb AC, Hb AD e Hb(s) nao identificadas
(LOPES et al., 2011). Um estudo posterior analisou a triagem neonatal realizada em
2014, reafirmando a presengca dos mesmos perfis encontrados anteriormente
(SANTIAGO et al., 2018). No entanto, ainda ndo ha publicagbes atualizadas que
abordem a prevaléncia dessas condicbes em doadores de sangue, o que limita o
entendimento atual do panorama epidemioldgico no estado.

Diante da escassez de dados recentes, torna-se urgente a realizagdo de
estudos que combinem abordagens fenotipicas e genotipicas na investigacdo de
hemoglobinopatias em doadores de sangue. Além de identificar portadores nascidos
antes da PNTN, essa abordagem fortalece a seguranga transfusional, amplia o
conhecimento sobre a diversidade hemoglobinica na populagao e subsidia politicas

publicas de saude e aconselhamento genético.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A hemoglobina

A Hb, principal proteina presente nas hemacias, é essencial para a manutengao
da vida, desempenhando diversas fungdes fisioldgicas fundamentais. Sua principal
funcao é o transporte de oxigénio (O,) dos pulmdes para os tecidos. Além disso, a Hb
participa do transporte de diéxido de carbono (CO,) dos tecidos para os pulmdes, e
atua como um importante sistema tampao, regulando o pH sanguineo. Outras fungdes
fisiolégicas incluem a modulagao da afinidade da Hb pelo oxigénio por meio do efeito

Bohr, a participagdo na liberagdo de oxido nitrico (NO), que contribui para a
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vasodilatagao, e a deteccéo e resposta as variagdes metabdlicas nos tecidos (BAIN,
2020).

Estruturalmente, a Hb € uma metaloproteina tetramérica com massa molecular
de aproximadamente 64 a 64,5 kilodalton (kDa), composta por dois pares de cadeias
polipeptidicas globinicas, cada uma contendo um grupo heme, uma porfirina
complexada com ferro ferroso (Fe?*), responsavel pela ligagdo ao oxigénio (BAIN,
2020).

O grupo heme é fundamental para a fungédo de transporte de oxigénio da Hb,
pois € nele que ocorre a ligagao reversivel ao O,. Cada grupo heme contém um atomo
de ferro, normalmente presente na forma ferrosa (Fe?*), o qual se liga ao oxigénio de
forma transitdria, permitindo que a Hb atue como uma eficiente proteina
transportadora de gases. As cadeias globinicas que compdéem a Hb desempenham
fungdes igualmente importantes: protegem o ferro do heme contra a oxidagao a forma
férrica (Fe3"), que tornaria a molécula incapaz de se ligar ao oxigénio; contribuem para
a solubilidade da Hb no meio aquoso intracelular; e modulam a afinidade da Hb pelo
oxigénio por meio de interacdes alostéricas dependentes do pH, CO,, 2,3-
bisfosfoglicerato (2,3-BPG) e outros fatores (HOFFBRAND, 2020).

A arquitetura tridimensional da Hb estabelece um ambiente interno hidrofébico,
necessario para manter a estabilidade do heme e preservar a sua funcdo, e uma
superficie externa hidrofilica, que facilita a solubilidade da proteina no citoplasma das
hemacias. Tanto o grupo heme quanto as cadeias globinicas estao sujeitos a
modificagdes estruturais, como ocorre em alguns tipos de hemoglobinopatias,
podendo alterar a capacidade de transporte de oxigénio, a estabilidade da molécula

ou sua resposta aos reguladores alostéricos (NELSON et al., 2018).
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Figura 1: Representagdo esquematica da conformagéo tetramérica da Hb A, composta por
duas cadeias a (a1 e a2) e duas cadeias 8 (81 e B2). Cada subunidade globinica esta associada
a um grupo heme, que contém um atomo de ferro ferroso (Fe?”), responsavel pela ligagcdo
reversivel ao oxigénio. A organizacdo tridimensional da molécula promove estabilidade
funcional, interagdo alostérica entre subunidades e propriedades cooperativas de ligagdo ao
oxigénio. Fonte: Lavouras, 2017.

A Hb A, principal Hb do individuo adulto, é formada por quatro subunidades: duas
a (141 residuos) e duas 3 (146 residuos). A estrutura quaternaria da Hb A & mantida
por ligagdes ndo covalentes que sao muito mais numerosas entre subunidades
diferentes (a/B) do que entre subunidades iguais (a/a e B/B). O resultado desta
associagao desigual € uma molécula tetramérica composta por dois dimeros,
denominados a1f31 e azB2, dispostos simetricamente ao redor de um eixo central
(Figura 1) (NELSON et al., 2018).

2.2 Ontogenia da expressdao génica das cadeias globinicas e aspectos

moleculares da sintese de hemoglobinas

A sintese das cadeias de globina humanas é regulada ao longo do
desenvolvimento e depende da ativagdo coordenada de genes organizados em dois
loci principais, localizados nos cromossomos 16 e 11 (SHANG, 2017). No locus q,
situado na regido 16p13.3, encontram-se os genes HBA1 e HBA2, que codificam as
cadeias a, além do gene embrionario HBZ ({2) e pseudogenes nao funcionais (yc,
wal e wa2). No locus B, localizado na regidao 11p15.4, estdo os genes HBE1 (¢), HBG2
(®y), HBG1 (Ay), HBD (3) e HBB (B), além do pseudogene Wwp. Esses genes sdo
ativados de maneira sequencial e desenvolvimento-especifica, em um processo

conhecido como comutacao génica (gene switching), fundamental para a transicao



19

das Hb(s) embrionarias e fetais para as formas adultas (Figura 2) (THOMPSON;
THOMPSON, 2016).

Esse complexo processo de regulagdo génica é controlado por elementos cis-
regulatorios, como o Locus Control Region (LCR) no locus B e por modificagcbes
epigenéticas, incluindo metilacdo do DNA e remodelamento da cromatina, que
modulam o acesso aos promotores e a atividade transcricional. Além disso, todos os
genes das globinas apresentam uma estrutura conservada composta por trés éxons
e dois introns, além de regides nao traduzidas (UTRs) nas extremidades 5’ e 3.
Embora os genes HBA1 e HBAZ2 codifiquem a mesma sequéncia de aminoacidos, eles
diferem nas regides reguladoras e no intron 2, o que pode influenciar a estabilidade
do RNA mensageiro (HOFFBRAND, 2021).
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Figura 2: Organizagao dos loci das globinas nos cromossomos 11 e 16. (a) O locus da 8 globina
esta localizado no cromossomo 11 (regido 11p15.4) e é composto pelos genes ¢, Sy e Ay, d e B, além
do pseudogene wp. A expressdo desses genes é regulada pelo Locus Control Region 8 (LCRB),
localizado na regido promotora do agrupamento, proximo a extremidade 5'. (b) O locus da a globina,
situado no cromossomo 16 (regido 16p13.3), contém os genes {, a2 e a1, dois pseudogenes (ya2 e
wal) e o gene 6, de fungéo ainda ndo completamente elucidada. A regulacdo transcricional dessa
regido é controlada pelo Locus Control Region a (LCRA), também posicionado na regido promotora,
anterior aos genes estruturais. Ambos os agrupamentos incluem pseudogenes, que compartilham
homologia com os genes funcionais, mas nao codificam proteinas ativas. A disposi¢ao linear dos
genes reflete sua ativagdo sequencial ao longo do desenvolvimento, no sentido 5' — 3', em
conformidade com a ontogénese hematopoiética. Fonte: Bain, 2020.
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Durante a ontogénese hematopoiética, a expressao das cadeias globinicas varia
conforme o estagio do desenvolvimento e o local da hematopoiese. Nas fases iniciais,
no saco vitelino, predominam as cadeias ¢ e €, formando Hb Gower 1 ((;€,) e Hb
Gower 2 (a,¢,). Com a migracao da hematopoiese para o figado fetal, a expressao
das cadeias C e € é suprimida, sendo substituida pelas cadeias a e y, que formam a
Hb F (a.y.). Apds o nascimento, especialmente nas primeiras semanas de vida, ocorre

a ativagao progressiva das cadeias 3, resultando na predominéncia da Hb adulta (Hb
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A — a;[3;). Paralelamente, inicia-se a expresséo das cadeias 9, que, ao se combinarem
com as a, originam a Hb A; (a,0;), normalmente responsavel por 2,0% a 3,3% da Hb
total em adultos (Figura 3). Embora minoritaria, a Hb A, possui valor diagndstico
importante, principalmente no rastreamento de 3 talassemias, nas quais seus niveis

encontram-se caracteristicamente elevados (SHANG, 2017; BAIN, 2020).
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Figura 3: Expressao temporal dos genes de globinas durante a ontogénese hematopoiética. A figura
mostra a porcentagem relativa da sintese das diferentes cadeias globinicas ((, €, y, a, 8, B) ao longo
do desenvolvimento embrionario, fetal e pds-natal. No topo, os locais predominantes de
hematopoiese séo representados: saco vitelino nas primeiras semanas, seguido pelo figado fetal e
baco, até a migragao definitiva para a medula 6ssea. Observa-se que as cadeias { e € SG0 expressas
apenas nas fases iniciais do desenvolvimento (hemoglobinas embrionarias). As cadeias y
predominam durante o periodo fetal (Hb F), sendo gradualmente substituidas pelas cadeias 3 apos o
nascimento, compondo a hemoglobina adulta (Hb A). As cadeias a estdo presentes desde os estagios
iniciais e permanecem estaveis ao longo da vida. Fonte: Hoffbrand, 2013.

Conforme demonstrado anteriormente, as Hb normais humanas apresentam
cadeias globinicas especificas e atingem concentragcbes expressivas em
determinadas fases do desenvolvimento. No Quadro 1 € possivel observar os tipos de

Hb humanas e algumas de suas caracteristicas.
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Quadro 1: Composi¢cao das hemoglobinas humanas e seus periodos de expressdo ao longo do

desenvolvimento.

Hemoglobina Cac!e!as Periodo quando presente
globinicas
A a,B, Maior concentracdo na vida adulta.
5 Menor concentragédo na vida adulta; ainda menor no final da
Az a,0, .
vida fetal e neonatal.
F o A ou G Menor concentragédo de na vida adulta, maior Hb na vida fetal
2 V2 2 Y2 com declinio de % durante o periodo neonatal.
Gower 1 8, Hb significativa durante o inicio da vida intrauterina.
Gower 2 a.E, Hb significativa durante o inicio da vida intrauterina.
Portland 0V, Hb significativa durante o inicio da vida intrauterina.

Fonte: Hoffbrand, 2013.

2.3 Definigao e classificagao das hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias constituem um grupo heterogéneo de alteragbes
genéticas que comprometem a estrutura, a produgdo ou a estabilidade da Hb. Mais
de 1.800 tipos de hemoglobinopatias ja foram descritas e, dentre as afecgdes
genéticas, sdo as mais prevalentes no mundo, com importante impacto clinico e
epidemioldgico, especialmente em regides como a Africa, sul da Asia, Mediterraneo e
América Latina (WHO, 2021; HOFFBRAND et al., 2021). No Brasil, o histérico de
intensa miscigenagao entre populagcdes europeias, africanas e indigenas contribuiu
para a ampla distribuicdo dessas alteragbes, notadamente nas regides Norte e
Nordeste (BRASIL, 2021). Estima-se que cerca de 7% da populagdo mundial seja
portadora de alguma forma de Hb variante e que mais de 300 mil criangas nasgam
anualmente com hemoglobinopatias clinicamente significativas (WHO, 2021).

Importante destacar que nem todas as hemoglobinopatias configuram doengas.
Muitas sao detectadas em individuos assintomaticos, frequentemente por meio de
triagens populacionais como na triagem neonatal ou durante doagdes de sangue.
Variantes como Hb D e Hb C em heterozigose, por exemplo, ndo causam
manifestagdes clinicas, mas podem interferir em exames laboratoriais ou adquirir
relevancia quando combinadas a outras mutagdes, como Hb S ou B talassemia.

Assim, essas alteragdes englobam um espectro que vai de condigbes benignas e
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silenciosas até formas graves, exigindo interpretacao clinica contextualizada e, muitas
vezes, investigacdo complementar (BAIN, 2020).

As hemoglobinopatias s&o tradicionalmente classificadas em trés grandes
categorias, de acordo com o tipo de alteracdo genética envolvida e seus impactos na
estrutura ou funcdo da Hb. A primeira categoria abrange as chamadas
hemoglobinopatias estruturais, a maioria resultantes de mutagdes pontuais nos genes
das globinas, que levam a substituicdo de aminoacidos especificos na cadeia
polipeptidica da Hb. Essas alteracbes podem comprometer propriedades
fundamentais da molécula, como a solubilidade, a estabilidade tridimensional e a
afinidade pelo oxigénio, podendo gerar desde formas clinicamente silenciosas até
quadros hematoldgicos graves. Entre os exemplos mais frequentes destacam-se as
variantes Hb S (responsavel pela anemia falciforme quando em homozigose), Hb C,
Hb D e Hb E, cujas manifestagdes clinicas variam conforme a heranca dos alelos e
fatores ambientais associados. (LAVOURAS, 2017; HOFFBRAND et al., 2021;
(NELSON; COX, 2018)

A segunda categoria abrange as hemoglobinopatias quantitativas, conhecidas
como talassemias, que se caracterizam por mutagdes ou delegcdes que reduzem ou
impedem a produgao de uma ou mais cadeias globinicas. Esse desequilibrio entre as
cadeias a, B, d ou y compromete a formacao do tetrdmero da Hb, gerando eritropoiese
ineficaz, acumulo de cadeias livres e destruicao precoce de precursores eritroides. As
manifestagbes clinicas costumam incluir anemia microcitica e hipocrémica
persistente, mesmo na auséncia de deficiéncia de ferro. As formas mais prevalentes
sao a a talassemia, relacionada a producao deficiente de cadeias a, e a 3 talassemia,
provocada por alteracdes na expressao da cadeia 3. Ambas podem variar de quadros
assintomaticos até formas graves, a depender da combinagéao alélica herdada (COX;
ROPER, 2021)

A a talassemia é causada, predominantemente, por delegdes nos genes HBA1
e HBAZ2 e mais de 35 delegdes distintas ja foram descritas. Dentre elas, as mais
comuns globalmente é a —SEA (South East Asian), predominante em populagdes
asiaticas, e a -MED (Mediterranica), comum em regides do sul da Europa. No Brasil,
predominam as delegcbes —-a*’ e —a*? com delecbes de 3,7 kb e 4,2 kb,
respectivamente. Essas alteracbes refletem a diversidade étnica da populagao
brasileira e, em geral, produzem quadros clinicamente leves ou assintomaticos. Em

casos de uma ou duas delecdes, o diagnostico pode néo ser evidente em exames
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convencionais, sendo a analise molecular a unica ferramenta capaz de identificar com
precisdo essas alteragdes, especialmente em pacientes com microcitose discreta.
Essa identificagdo é crucial para fins de aconselhamento genético, sobretudo em
casais com risco para formas mais graves da doenca (OLIVEIRA, 2015; BAIN, 2020).

Em contrapartida, a B talassemia decorre principalmente de mutagdes pontuais
ou pequenas insergdes/dele¢des no gene HBB. Essas mutagdes séo classificadas em
B°, quando nao ha produgao de B globina, ou B*, quando ha produgéao residual. O
resultado € um desequilibrio entre cadeias a e 3, levando a precipitacdo de cadeias a
nos precursores eritroides, a destruicao celular e a eritropoiese ineficaz. As mutagoes
B talassémicas sao altamente heterogéneas e apresentam distribuicdo geografica
distinta, com mais de 200 mutagdes ja descritas. No Brasil, as mutagcdes mais
frequentes incluem a IVS-I-6 (T>C), IVS-I-110 (G>A) e a CD39, sendo esta ultima
particularmente comum no Sudeste (SILVA FILHO et al., 2022). O diagndstico baseia-
se na detecgéo de Hb A, aumentada (>3,5%) em HPLC ou ELH de Hb(s), mas pode
ser confundido em casos de coeranga com 0 talassemia ou deficiéncia de ferro,
exigindo confirmacgao por analise molecular.

Dentre os subtipos de talassemia menos discutidos, a d-talassemia se destaca
por seu impacto diagnostico. Essa condi¢do rara resulta de mutagdes no gene HBD,
responsavel pela sintese da cadeia 6 e, consequentemente, da Hb A,. Embora nao
cause manifestagdes clinicas evidentes, sua relevancia esta no fato de que aHb A, é
o principal marcador laboratorial para triagem de B talassemia heterozigética, que
geralmente cursa com Hb A, aumentada. Quando ha coeranca com d-talassemia, os
niveis de Hb A, podem ser normalizados ou até reduzidos, mascarando o diagnostico.
Nesses casos, a utilizagao de técnicas moleculares complementares € indispensavel
para elucidar o perfil genotipico (PANICHELLA et al., 2019; BAIN, 2020).

A terceira categoria compreende a PHHF, condi¢cdo geralmente benigna, na
qual ocorre manutencdo da producao de Hb F na vida adulta, além dos niveis
fisiolégicos esperados. Embora ndo cause sintomas, a PHHF pode modular a
gravidade de hemoglobinopatias associadas, como a anemia falciforme e a
talassemia, e interferir na interpretacdo de exames laboratoriais, especialmente
quando ha elevagao inexplicada de Hb F. Dessa forma, seu reconhecimento é
essencial no diagndstico diferencial e na adequada interpretagdo dos resultados
hematolégicos (THOMPSON; THOMPSON, 2016; THOM et al., 2013).
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2.4 Diagnéstico das hemoglobinopatias

O diagnéstico laboratorial das hemoglobinopatias exige uma abordagem
integrada e multifatorial, que combine diferentes métodos analiticos com dados
clinicos e hematoldgicos. Informagdes como o hemograma, o esfregago sanguineo, a
etnia, a histéria familiar e o contexto clinico do paciente sao fundamentais para orientar
e interpretar adequadamente os resultados laboratoriais. A identificacdo precisa das
variantes de Hb ndo pode ser realizada com base em um unico teste, devido a
complexidade genética dessas alteracgdes e a possibilidade de padrbes migratorios ou
cromatograficos semelhantes entre diferentes Hb(s). Isso pode levar a diagndésticos
imprecisos caso ndo sejam empregadas técnicas complementares e confirmatorias
(BAIN, 2006; BRASIL, 2024).

A ELH de hemoglobinas em pH alcalino € tradicionalmente empregada por
laboratérios clinicos e hemocentros como meétodo inicial de triagem para
hemoglobinopatias, devido a sua simplicidade, baixo custo e capacidade de distinguir
variantes com mobilidade eletroforética distinta (BRASIL, 2024). Essa técnica baseia-
se na migragcao de moléculas carregadas sob a agdo de um campo elétrico, sendo a
separagao determinada pela carga liquida das hemoglobinas, a qual varia conforme o
pH do meio, o tipo de suporte utilizado e a composi¢cao do tampao (BRASIL, 2024).

Em pH alcalino, todas as Hb (s) humanas adquirem carga negativa e migram
em direcao ao anodo. Variantes estruturais como Hb S, Hb C e Hb D apresentam
mobilidades eletroforéticas distintas da Hb A, permitindo sua deteccdo. No entanto,
Hb (s) estruturalmente diferentes, mas com comportamento eletroforético semelhante
a Hb A, podem migrar na mesma posi¢éo, tornando-se "silenciosas" nesse método.
Da mesma forma, algumas variantes com mobilidade semelhante a da Hb S,
denominadas hemoglobinas “S-like”, ndao podem ser distinguidas por eletroforese
alcalina isoladamente, exigindo métodos complementares para sua correta
identificacdo (BONINI-DOMINGOS, 2011).

Como alternativa as limitagcdes da ELH em pH alcalino, é utilizada a ELH em
pH acido (entre 6,0 e 6,2), frequentemente realizada em gel de agarose acido, que
oferece melhor resolugdo na separagdao de Hb variantes que migram na mesma
posicdo em meio alcalino. Essa técnica é particularmente util para distinguir variantes
como Hb S e Hb D, ou Hb C e Hb E, que apresentam comportamento eletroforético

semelhante. Ainda assim, tanto a ELH alcalina quanto a acida n&do sao resolutivas
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isoladamente para um diagnédstico definitivo, sendo necessario o uso de técnicas
complementares (BAIN, 2021; BRASIL, 2024).

Entre os métodos diagnosticos, a HPLC é atualmente o padrdo ouro para a
triagem e quantificacdo de fragdes de Hb. Baseia-se em principios de troca ibnica e
eluicdo sob gradiente, permitindo a separagao das Hb(s) com base em seus tempos
de retencdo especificos, monitorados por espectrofotometria a 415 nm. O peffil
resultante, o cromatograma, é comparado com padrdes reprodutiveis de referéncia
para identificacdo das Hb normais e variantes. Apesar de sua alta sensibilidade, a
HPLC pode apresentar limitagdes em casos de coelui¢ao entre variantes raras, sendo
necessario o uso de biologia molecular para confirmacao diagnostica (POLAINAS,
2017; BARRETT et al., 2017; LAVOURAS, 2015).

As técnicas de biologia molecular tém se mostrado essenciais para a
caracterizagao definitiva das hemoglobinopatias, especialmente nos casos de
mutagdes silenciosas, heterozigose composta ou variantes raras. A maioria dos
métodos moleculares utilizados atualmente baseia-se na reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), que permite a amplificagdo de regides génicas especificas, com
alta sensibilidade e especificidade. Isso possibilitou a substituicdo de técnicas mais
complexas, como o uso de is6topos radioativos ou Southern blot, viabilizando
diagnostico com pequenas quantidades de DNA (FAKHER et al., 2007).

Grande parte dos ensaios moleculares é voltada para mutagdes especificas
previamente conhecidas, sendo especialmente eficaz em populagbes cujos perfis
mutacionais estdao bem caracterizados. Métodos como Gap-PCR, MLPA (Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification), dot blot com sondas alélicas especificas e
PCR especifica de alelos sdo amplamente utilizados por sua robustez e custo-
efetividade (SABATH et al., 2017). Contudo, uma das limitagées dessa abordagem
direcionada é que mutacdes localizadas fora das regides-alvo ndo séo detectadas, o
que pode levar a falso-negativos em triagens populacionais mais amplas (CUNHA,
2016).

No caso das a talassemias, a maioria das alteragdes genéticas decorre de
delecbes parciais ou totais dos genes HBA1 e HBA2. Para sua detecg¢ao, o Gap-PCR
tem se destacado como técnica de escolha, por permitir a identificacdo de pontos de
quebra especificos das delecbes mais prevalentes em diferentes populagdes. O uso
de painéis de primers adaptados a diversidade genética regional tem se mostrado uma

estratégia eficaz para o rastreamento populacional dessas mutagdes, especialmente
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em bancos de sangue e programas de aconselhamento genético (SABATH et al.,
2017).

2.5 Epidemiologia das hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias constituem um dos principais problemas de saude
publica relacionados a disturbios genéticos em escala global. Estima-se que
aproximadamente 7% da populagdo mundial apresente alguma variante da Hb, com
cerca de 300.000 a 500.000 criangas nascendo anualmente com formas clinicamente
significativas, como a doenca falciforme e as talassemias (YAWN; BUCHANAN, 2014;
KATO; GLADWIN, 2008). A carga global dessas enfermidades € expressiva, afetando
principalmente paises de baixa e média renda, com destaque para regides da Africa
Subsaariana, Sul da Asia e Oriente Médio, conforme dados recentes do Estudo sobre
a Carga Global de Doencas (Global Burden of Disease Study) (GBD, 2021; WHO,
2021; PIEL et al., 2023).

A distribuigdo geografica das hemoglobinopatias esta intimamente associada a
fatores evolutivos, como o efeito protetor contra a malaria, e aos movimentos
migratorios histéricos e contemporaneos. As variantes estruturais mais comuns (Hb
S, Hb C, Hb D e Hb E) apresentam padrées de distribuicdo especificos em diferentes
continentes, refletindo processos de selecdo natural e migracdo (WEATHERALL,
2010).

No Brasil, a complexa diversidade genética da populacao, fruto de intensos
processos de miscigenacao entre povos indigenas, europeus e africanos, determina
a distribuicdo regional das hemoglobinopatias. Em nivel nacional, a prevaléncia do
trago falciforme (Hb AS) situa-se entre 2% e 3 %, podendo ultrapassar 6 % em
localidades com predominancia de ancestralidade africana. A doenca falciforme
apresenta maior incidéncia nas regioes Norte, Nordeste e Centro-Oeste, enquanto a
B talassemia é mais frequente no Sul e Sudeste, concomitantemente ao maior aporte
de ascendéncia mediterranea (BRASIL, 2021; CALVO-GONZALEZ, 2017). O estudo
conduzido por Nunes etal. (2025) analisou 2.723 genomas brasileiros e identificou
mais de 8 milhdes de variantes genéticas inéditas, das quais 36.637 foram
consideradas potencialmente deletérias por afetarem genes codificadores de
proteinas. Os autores também demonstraram uma correlagao positiva entre a carga

dessas variantes e componentes especificos de ancestralidade. Estimou-se que a
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composi¢ao genética média da populacdo brasileira seja formada por
aproximadamente 60 % de ancestralidade europeia, 27 % africana e 13 % indigena,
com significativa variac&o regional, um fator que influencia diretamente a distribui¢cao
das hemoglobinopatias no pais.

A inclusdo da triagem neonatal para hemoglobinopatias no Programa Nacional
de Triagem Neonatal (PNTN) representou um marco na politica publica de saude
genética no Brasil, sendo regulamentada pela Portaria n® 822/GM de 2001 (BRASIL,
2001). No entanto, individuos nascidos antes da implementagdo do programa podem
permanecer sem diagnostico, especialmente os portadores assintomaticos, muitas
das vezes detectados nas doagdes de sangue.

O estado do Maranhédo, situado na regido Nordeste, compartilha do perfil
epidemiologico observado em outras unidades da federagdo com elevada proporgao
de populagao afrodescendente. Segundo dados do PNTN, o Maranhao figura entre os
trés estados brasileiros com maior incidéncia de trago falciforme em recém-nascidos,
com uma propor¢ao de 1:23 nascidos vivos (BRASIL, 2015).

Em 2014, a rede de triagem neonatal do estado do Maranhdo demonstrou
cobertura de 83% de testagem, com aproximadamente 346 mil recém-nascidos vivos
triados (SANTIAGO et al., 2018). Destes, 273.518 apresentaram perfil hemoglobinico
normal, correspondendo a 95,33% da populagao triada. Por outro lado, 13.385 RN
apresentaram alteragbes hemoglobinicas, representando 4,67% dos recém-nascidos
triados. A Hb S foi identificada em 86% dos casos positivos, totalizando 11.509
ocorréncias. Dentro desse grupo, a maioria dos casos correspondeu ao trago
falciforme (Hb FAS) com 98,2% e 1,8% com as formas mais graves, como a
heterozigose composta Hb FSC e a homozigoética Hb FSS (SANTIAGO et al., 2018).

2.6 Politicas Publicas e Normas Técnicas em Hemoterapia

A legislacao brasileira voltada a hemoterapia avancgou significativamente nas
ultimas décadas, com o objetivo de garantir maior segurancga transfusional, padronizar
os procedimentos técnico-laboratoriais e assegurar a rastreabilidade nas doagdes de
sangue. Diversas portarias e resolugdes emitidas pelo Ministério da Saude e pela
ANVISA estabeleceram diretrizes fundamentais para o funcionamento da rede publica

de hemoterapia, incluindo normas especificas para a triagem de doengas
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hematoldgicas hereditarias, como as hemoglobinopatias (BRASIL, 2023; ANVISA,
2022).

Entre as normativas da politica do sangue, destaca-se a Portaria n° 158/2016,
que dispbe sobre o regulamento técnico de procedimentos hemoterapicos e
estabelece os critérios para triagem clinica e laboratorial de doadores de sangue
(BRASIL, 2016). Complementarmente, a RDC n°® 34/2014 da ANVISA define boas
praticas nos servicos de hemoterapia, reforcando a importancia da deteccao de
alteracdes hematoldgicas hereditarias durante o processo de triagem (BRASIL, 2014).

Um marco anterior de grande relevancia foi a RDC n° 153/2004, também da
ANVISA, que instituiu 0 Regulamento Técnico para o funcionamento dos servigos de
hemoterapia no pais. Essa norma foi pioneira ao definir critérios minimos para a
triagem clinica e laboratorial, controle de qualidade, biosseguranga, rastreabilidade
das doagdes de sangue e qualificacdo das equipes técnicas (BRASIL, 2004). Destaca-
se, ainda, por recomendar a investigacdo nao apenas da Hb S, mas também de outras
Hb andémalas, como parte das estratégias de seguranga transfusional e de selegéo
adequada de doadores de sangue, uma diretriz mais abrangente do que a adotada
nas normas subsequentes.

Em 2011, foi publicada a Portaria n° 1.353, posteriormente revogada, que
consolidou procedimentos técnicos hemoterapicos sob responsabilidade do Ministério
da Saude. A norma abrangeu desde a triagem do doador de sangue até a transfuséo
sanguinea, reforcando a padronizagdo dos processos e a qualidade dos
hemocomponentes (BRASIL, 2011). Embora nao tenha expandido os critérios de
triagem para hemoglobinopatias, essa portaria reafirmou o papel da hemorrede como
instrumento fundamental de vigilancia sanitaria e controle de doengas transmissiveis
e genéticas por via transfusional.

A atual Portaria n® 158/2016, ainda em vigor, redefiniu o regulamento técnico
dos procedimentos hemoterapicos e permanece como a principal referéncia nacional
para os critérios clinico-laboratoriais aplicaveis a triagem de doadores (BRASIL,
2016). A norma estabelece a obrigatoriedade da triagem para Hb S na primeira
doacédo, utilizando metodologia laboratorial adequada e validada pelo servigo
hemoterapico. Embora nao especifique os métodos a serem empregados, sao
comumente utilizados procedimentos como ELH em pH alcalino ou HPLC. No entanto,
diferentemente da RDC n° 153/2004, a Portaria n° 158/2016 n&o exige a triagem

sistematica de outras hemoglobinopatias, como Hb C, Hb D ou Hb E, deixando tal
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deciséao a critério das condigbes epidemiologicas regionais e da estrutura técnica dos
hemocentros. Essa limitagdo normativa representa um retrocesso, sobretudo em
regides com alta diversidade genética, como o Maranhdo, onde a miscigenagao
intensa e a presenga de comunidades geneticamente isoladas favorecem a circulagao
de variantes raras. Com o intuito de simplificar e consolidar o acesso as normativas
vigentes, o Ministério da Saude publicou a Portaria de Consolidagédo n° 5/2017, que
reuniu diversas regulamentag¢des, incluindo a Portaria n° 158/2016. Essa
consolidagéo, entretanto, manteve os critérios restritivos de triagem, sem restabelecer
a obrigatoriedade da investigacdo de hemoglobinopatias nao falciformes (BRASIL,
2017).

Adicionalmente, é importante considerar que individuos nascidos antes da
implementagdo do Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), instituido pela
Portaria n° 822/2001, podem permanecer sem diagnostico de hemoglobinopatias,
especialmente quando assintomaticos (BRASIL, 2001). Nesse contexto, os servigos
de hemoterapia tornam-se estratégicos para o rastreamento retrospectivo dessas
condicbes, oferecendo oportunidades para a identificacdo de portadores nao
diagnosticados previamente, além de contribuir para o aconselhamento genético e a

vigilancia epidemioldgica no ambito da saude publica.

2.7 Desafios e perspectivas futuras para o manejo das hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias constituem um grupo de doengas genéticas de alta
prevaléncia global, representando um importante desafio de saude publica,
especialmente em paises de baixa e média renda. Estima-se que, anualmente, mais
de 300 mil criangas nasgam com formas clinicamente significativas, como a doencga
falciforme e as talassemias, principalmente em regides da Africa Subsaariana,
Sudeste Asiatico e América Latina (WHO, 2021; PIEL et al., 2023). No Brasil, a
elevada miscigenagao populacional contribui para a ampla distribuicdo dessas
alteragdes, com impacto epidemioldgico distinto entre as regides. Apesar de avangos
na triagem neonatal, no diagndstico e no manejo clinico, persistem desafios
substanciais que dificultam o controle efetivo dessas condigdes.

O primeiro grande obstaculo refere-se ao subdiagnéstico, especialmente em
individuos nascidos antes da implementagdo do PNTN. Muitos adultos com Hb(s)

variantes assintomaticas, como Hb S ou Hb C em heterozigose, podem permanecer
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nao diagnosticados ao longo da vida, o que dificulta o aconselhamento genético e a
identificacdo de casais em risco para gerar filhos com formas graves da doenca
(SANTOS et al., 2019). Nesse contexto, os bancos de sangue tornam-se ferramentas
estratégicas para rastreamento tardio, permitindo a deteccdo de portadores
silenciosos por meio de exames como a ELH de Hb(s) e a HPLC.

Entretanto, as ferramentas diagndsticas convencionais também enfrentam
limitagdes importantes. Métodos como ELH de Hb(s) e HPLC, embora amplamente
utilizados, podem falhar na deteccdo de variantes raras ou em situagdes de
heterozigose composta, como ocorre em combinagbes com ©O-talassemia, que
mascaram a elevagao da Hb A,, principal marcador da B talassemia, (BAIN, 2020;
SILVA et al., 2020). Nessas situagcdes, a analise molecular é indispensavel para o
diagndstico definitivo, embora seu uso ainda seja limitado em muitos centros pela falta
de infraestrutura laboratorial e custos associados.

Além do diagndstico, o acesso ao tratamento € outro ponto critico. No Brasil,
embora o Sistema Unico de Saude (SUS) ofereca protocolos terapéuticos,
medicamentos como a hidroxiureia, transfusdes regulares e quelantes de ferro ainda
nao estdo igualmente disponiveis em todas as regides. A escassez de centros
especializados, principalmente nas regides Norte e Nordeste, compromete o
monitoramento continuo dos pacientes e contribui para desfechos clinicos
desfavoraveis (BRASIL, 2021). Esse cenario é agravado pelo impacto psicossocial
associado as formas mais graves de hemoglobinopatias, que interfere na
escolarizagao, insercao profissional e qualidade de vida dos pacientes, além de gerar
custos significativos aos servicos de saude (MODELL; DUNN, 2015; CALVO-
GONZALEZ, 2017).

Frente a essas limitagbes diagnosticas e terapéuticas, surgem perspectivas
promissoras. A terapia génica, especialmente por meio da edigdo génica com
CRISPR-Cas9, representa um avancgo significativo, tendo o exagamglogene
autotemcel (Casgevy) obtido aprovagao pelo FDA e por agéncias internacionais para
o tratamento da B talassemia dependente de transfusbes e da doenca falciforme,
configurando um marco na terapia personalizada (FRANGOS et al., 2024).

No campo da medicina de precisdo, agentes terapéuticos especificos tém
ampliado as possibilidades de manejo clinico. O crizanlizumabe, anticorpo monoclonal
anti-P-selectina, demonstrou reducao significativa na taxa anual de crises vaso-

oclusivas em pacientes com doenga falciforme (ATAGA et al., 2017). Ja o voxelotor,
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modulador da polimerizagcdo da Hb S, apresentou aumento significativo dos niveis de
hemoglobina e redugcdo dos marcadores de hemdlise em estudo clinico de fase Il
(VICHINSKY et al., 2019).

O manejo adequado das hemoglobinopatias em doadores de sangue
representa um aspecto essencial para a seguranga hemoterapica e para a vigilancia
epidemiologica de doengas genéticas na populagédo. O diagndstico correto dessas
alteracdes durante a triagem laboratorial contribui para garantir a qualidade dos
hemocomponentes, evitando a transfusdo de hemoglobinas anormais que, em
determinadas situagdes clinicas, podem comprometer o receptor, como no caso de
pacientes com hemoglobinopatias ja diagnosticadas ou com necessidades
transfusionais cronicas. Além disso, a detecgdo de variantes estruturais ou
quantitativas da hemoglobina em doadores possibilita o aconselhamento genético
apropriado, a interrupcao de doagdes potencialmente incompativeis com critérios de
qualidade, e o mapeamento de regides com alta prevaléncia, subsidiando politicas
publicas de saude (YAWN; BUCHANAN, 2014; KATO; GLADWIN, 2008).

Por fim, destaca-se a importancia do fortalecimento das politicas publicas e da
vigilancia epidemioldgica integrada para o enfrentamento das hemoglobinopatias no
Brasil. Entre as medidas estratégicas, € fundamental expandir o escopo do PNTN,
com a padronizagdo de protocolos para investigagdo molecular nos casos
inconclusivos e a ampliagdo da cobertura em regides com acesso limitado ao
diagndstico. No ambito da hemoterapia, recomenda-se a inclusdo sistematica da
identificacdo de outras Hb(s) variantes de hemoglobina além da Hb S nos bancos de
sangue. Essa abordagem contribui para a detec¢ao de portadores assintomaticos, a
melhoria da qualidade dos hemocomponentes e a seguranga transfusional,
especialmente em pacientes com necessidades clinicas especificas. O incentivo a
pesquisa em genética populacional também é essencial para mapear a distribuicao
regional dessas alteracdes, subsidiando politicas publicas mais eficazes. O controle
eficaz das hemoglobinopatias exige uma abordagem integrada e continua, baseada
no diagndstico precoce, no acesso ampliado ao tratamento, no aconselhamento
genético sistematico e na implementacdo de acdes permanentes de educacdo em
saude (CANCADO; JESUS, 2007; PIEL et al., 2023).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar a prevaléncia e caracterizar as hemoglobinopatias em doadores de
sangue atendidos pela hemorrede publica do estado do Maranh&o contribuindo para
0 conhecimento epidemioldgico regional e o aprimoramento das praticas

transfusionais.

3.2 Objetivos especificos

¢ |dentificar a presenca de hemoglobinopatias em doadores de sangue do Centro
de Hematologia e Hemoterapia do Maranhdo (HEMOMAR) e dos hemonucleos
regionais por meio de ensaios eletroforéticos e cromatograficos;

e Caracterizar por métodos de biologia molecular as mutagdes das Hb(s)
variantes e talassemias identificadas inicialmente por métodos de ELH de Hb(s)
e HPLC;

e Estimar a prevaléncia das hemoglobinopatias (Hb variantes e talassemias)
detectadas na populagao de doadores analisada;

e Comparar os dados obtidos com estudos de outras regides do Brasil, visando
contribuir para o mapeamento nacional das hemoglobinopatias em doadores

de sangue.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Casuistica

O grupo de estudo foi composto, inicialmente, por 92.462 registros de doadores
voluntarios de sangue atendidos pela hemorrede publica do estado do Maranh&o no
ano de 2023. Apds a exclusdo de 4.398 registros duplicados, correspondentes a
doacgdes repetidas de um mesmo individuo, foram considerados para analise 88.064

doadores unicos.



33

Cabe destacar que, devido a auséncia de sistemas informatizados em parte
desses hemonucleos, nao foi possivel acessar informagdes basicas dos doadores,
como data de nascimento, sexo e naturalidade, uma vez que esses dados nao estao
integrados digitalmente e sé poderiam ser obtidos mediante consulta direta e

presencial aos registros fisicos de cada unidade.

Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo individuos doadores de sangue considerados aptos
a doacdo no HEMOMAR ou em qualquer um dos hemonucleos que integram a
hemorrede publica estadual do Maranh&o. Foram elegiveis doadores de ambos os
sexos, com idade entre 16 e 69 anos e peso corporal superior a 50 kg.
A exigéncia de assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi
dispensada, conforme aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CAAE:
77287723.9.0000.0021), por se tratar de estudo observacional retrospectivo com

dados secundarios, sem identificacdo dos participantes.

Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo os individuos considerados temporariamente
inaptos a doacado de sangue, com base nos critérios clinicos vigentes estabelecidos
pelo Ministério da Saude para a triagem de doadores. Esses critérios incluem a
presenca de febre, gripe ou resfriado, diarreia recente, gestagéo ou periodo pos-parto.
Além disso, foram desclassificados os candidatos que apresentaram hematdcrito (Ht)
inferior a 36% ou hemoglobina (Hb) < 12,5 g/dL no caso das mulheres, e Ht < 39% ou
Hb < 13,0 g/dL no caso dos homens, conforme os parametros hematoldgicos exigidos
para a aptidao a doacéo.

Adicionalmente, foram considerados inaptos os individuos com histérico de
hepatite apds os 11 anos de idade ou com evidéncias clinicas e/ou laboratoriais de
doencas transmissiveis por via sanguinea, tais como hepatites B e C, infecgdo pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), infecgdes associadas ao virus linfotrépico de
células T humanas tipos | e Il (HTLV-I/ll), doenga de Chagas, malaria, assim como

usuarios de drogas ilicitas injetaveis.
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Aspectos éticos

Este estudo foi conduzido em conformidade com os principios éticos
estabelecidos pela Resolugdo n® 466/2012 do Conselho Nacional de Saude, que
regulamenta as diretrizes e normas para pesquisas envolvendo seres humanos no
Brasil. O projeto foi submetido & apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), por meio da
Plataforma Brasil, sob o CAAE n° 77287723.9.0000.0021, tendo sido aprovado em 28
de abril de 2024, com parecer consubstanciado favoravel (Apéndice 1).

Foi concedida a dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), devidamente justificada em razado de aspectos metodoldgicos e operacionais.
O estudo teve carater retrospectivo e envolveu uma amostra extensa de doadores de
sangue (mais de 80 mil registros), atendidos em diferentes unidades da hemorrede
publica do estado do Maranh&o, o que inviabilizou a aplicagao individual do TCLE.

Além disso, no momento da coleta de sangue, ndo é possivel identificar
previamente a presenga de hemoglobinopatias, uma vez que a triagem para essas
condigdes ocorre posteriormente, no hemocentro central (HEMOMAR). A pesquisa
baseou-se em dados secundarios anonimizados, sem qualquer identificagdo nominal
ou vinculo com os participantes, garantindo o sigilo, a privacidade e a
confidencialidade das informagdes.

As amostras analisadas no Laboratério de Genética da UFMS (CPTL/UFMS)
foram codificadas, impossibilitando o rastreamento individual dos doadores. A
proposta foi considerada eticamente aceitavel, uma vez que os dados utilizados nao
envolvem risco direto aos participantes, e os procedimentos adotados estdo de acordo

com os principios da ética em pesquisa com seres humanos.

Hemorrede do estado do Maranhao

O estado do Maranhao conta com uma populagdo estimada em 7.075.181
habitantes, distribuida em trés macrorregides (Norte, Leste e Sul), organizadas desde
2018 em 19 Regides de Saude que abrangem os 217 municipios do estado (Figura
4). Sua area geografica € de 331.983,450 km? e a densidade demografica é de 21,19
habitantes por km?, conforme dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2016).
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MACRORREGIOES DO ESTADO
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Figura 4: Mapa das Regibes de Saude do Maranhao segundo divisdo administrativa da Secretaria de
Estado da Satde do Maranh&o. Fonte: Secretaria de Estado da Satde do Maranhao (SES/MA), 2023.

Nota: O mapa ilustra as subdivisées territoriais do estado do Maranhao, evidenciando as Regides de
Salde organizadas em macrorregiées de acordo com o planejamento do Sistema Unico de Satde
(SUS). As areas em amarelo correspondem a Macrorregido Norte, as areas em cinza-esverdeado a
Macrorregido Leste e as areas em laranja a Macrorregido Sul.
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A hemorrede publica estadual € composta por um hemocentro coordenador, o
HEMOMAR (sediado na capital, S&o Luis), e oito hemonucleos localizados nos
municipios de Pinheiro, Santa Inés, Bacabal, Imperatriz, Balsas, Caxias, Codd e
Pedreiras (Quadro 2).

Quadro 2: Distribuicdo dos hemonucleos da hemorrede publica do Maranhdo segundo macrorregiées
e regibes de salde.

Regides de Saude
Macrorregido de Saude L. Hemondcleos
(Municipios)

Sao Luis, Rosario, Pinheiro,
Viana, Santa Inés, Bacabal, o
Macrorregiao Norte ] o Pinheiro, Santa Inés e Bacabal.
Chapadinha, Itapecuru Mirim
e Zé Doca
Imperatriz, Balsas, Agailandia )
Macrorregiao Sul Imperatriz, Balsas,
e Barra do Corda.
Caxias, Codo, Presidente
Macrorregiao Leste Dutra, Pedreiras, Timon, Sao Caxias, Codé e Pedreiras.
Joédo Dos Patos.

Fonte: Secretaria de Estado da Satde do Maranhéo (SES/MA), 2023.

Nota: O quadro apresenta a organizagao territorial da hemorrede com base nas trés macrorregioes de
saude do estado (Norte, Sul e Leste), indicando os municipios que compbéem cada regido e 0s
respectivos hemonucleos presentes. Essa divisdo reflete a estrutura descentralizada de atendimento e
coleta de sangue no Maranhé&o, permitindo analisar a cobertura e capilaridade da triagem de
hemoglobinopatias segundo critérios geograficos e administrativos.

4.2 Métodos

4.2.1 Analises do perfil de hemoglobinas

A triagem inicial das Hb variantes foi realizada por meio do modo de execugéo
HbS Screen do analisador Premier Resolution® (Trinity Biotech), tecnologia adotada
pelo Hemocentro do Maranhao para atender a recomendacgao do Ministério da Saude
quanto a identificagdo de Hb S durante a triagem laboratorial de doadores. Este modo
permite a separacgao basica de fragcbes como Hb A, Hb F, Hb S, Hb C e Hb A2, sendo
eficaz para triagens de rotina. Entretanto, as amostras que apresentaram perfis
sugestivos de alteragdes hemoglobinicas foram reprocessadas no modo High
Resolution, que oferece maior precisdo quantitativa e capacidade de diferenciacéo

entre variantes. Nesse modo, o tempo de retencéo é ajustado por um gradiente de
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eluicdo mais refinado e uma corrida cromatografica mais longa, o que permite uma
melhor separagéo dos picos, especialmente em casos de coeluigdo entre variantes
estruturalmente semelhantes, como Hb D, Hb G-Philadelphia, Hb Korle-Bu e Hb
Lepore. Além disso, 0 modo High Resolution possibilita a quantificagdo mais precisa
da Hb Az e da Hb F, parametros essenciais para o diagnéstico de (3 talassemia e para
a avaliacao de PHHF.

Nos casos em que houve presenca de Hb variante n&o identificada, a amostra
foi submetida a ELH em pH acido e alcalino, para avaliagdo da mobilidade da Hb
variante em diferentes pH, utilizando o equipamento SPIFE®. Posteriormente, a
amostra foi enviada ao Laboratério de Genética e Biologia Molecular da UFMS/CPTL,
em Trés Lagoas (MS), para identificacdo da Hb variante por técnicas de biologia
molecular. Também foram enviadas amostras com presenga de Hb(s) variantes

(concentragdo < 30%) para avaliagdo de coerancga com a talassemia. (APENDICE II).

4.2.2 Analises moleculares

Extracao do DNA por precipitagao salina

Metodologia por meio da qual foi extraido o DNA gendmico de leucdcitos de
sangue periférico, e foi subdividida em trés processos: lise das células sanguineas;
desproteinizagao; precipitacdo do DNA e ressuspensao, por meio de solugdes salinas
de diferentes concentragées (SAMBROOK; FRITCSH; MANATIS, 1989).

Analise molecular para Hb S por PCR-RFLP

A deteccdo da mutacéo foi realizada por PCR seguido de analise de restrigéo.
Os primers utilizados para a amplificagdo que envolve o codon (CD) 6 foram: o primer
P 277: 5 GGC AGA GCC ATC TAT TGC TTA 3’ e o primer P 278: 5 ACC TTA GGG
TTG CCC ATA AC 3'. Apés a amplificacéo, o fragmento foi digerido pela endonuclease
Ddel e analisada em gel de agarose (BELINI JUNIOR, 2014).

Analise molecular para Hb C por PCR-RFLP

A deteccao da mutacéo foi realizada por PCR seguido de analise de restrigao.
Os primers utilizados para a amplificacdo que envolve o C 6 foram: o primer P 277: 5’
GGC AGAGCCATCTATTGC TTA 3’ e o primer P 278: 5 ACCTTAGGG TTG CCC
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ATA AC 3'. Apos a amplificagao, o fragmento foi digerido pela endonuclease BseRI e
analisado em gel de agarose (BONINI-DOMINGOS, 2006).

Analise molecular para Hb D por PCR-RFLP

A detecgao da mutacéo foi realizada por PCR seguido de analise de restricao.
Os primers utilizados para a amplificagdo da mutagdo para HbD foram: CD1: 5
TGCCTCTTTGCACCATTCTA 3’ e o primer CD2: 5 TAGAATGGTGCAAAGAGGCA
3’. Apos a amplificagéo, o fragmento foi digerido pela endonuclease EcoR/ e analisado
em gel de agarose (TORRES et al., 2016).

Analise molecular para 8 talassemia por PCR-AE

A deteccdo direta dos alelos normais e mutantes por realizada por meio de
reagcao em cadeia da polimerase. Foram analisadas as mutagdes: CD39 (C—T), IVS-
-1 (G—T), IVS-I-6 (T—C) e IVS-I-110 (G—A), algumas das mais frequentes. Os
primers de amplificagdo foram descritos na referéncia bibliografica (BELINI JUNIOR,
2014).

Analise molecular para a talassemia por PCR-Multiplex (-a3.7kb e —a4.2kb)

A deteccdo das mutacbes de a+ talassemia foram realizadas por PCR-
Multiplex. Os primers a2/3.7-F CCCCTCGCCAAGTCCACCC; a 3.7/20.5-R
AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG; a a2-R AGACCAGGAAGGGCCGGTG; a 4.2-F
GGTTTACCCATGTGGTGCCTC; a 4.2-R CCCGTTGGATCTTCTCATTTCCC foram
utilizados para detectarem as duas mutacdes de a+ talassemia mais frequentes no
Brasil (CHONG et al., 2000).

Sequenciamento dos genes da globina para Hb anormais raras

As amostras que nao foram detectadas por PCR-RFPL, PCR-AE e GAP-PCR,
foram submetidas ao PCR-Touchdown para amplificar os genes de interesse. Os
produtos de PCR, apés purificagao, foram submetidos as reagdes de sequenciamento
com o bigdye terminator v3.1. Apds esta etapa, a purificagdo da reagao foi realizada
com Bigdye xterminator para que os fragmentos fossem avaliados na eletroforese
capilar SeqStudio. Apds sequenciamento, as sequéncias foram alinhadas e avaliadas
com o uso dos softwares BioEdit Sequence Aligment Editor.
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4.3 Analises estatisticas

Os dados foram extraidos de registros laboratoriais e informatizados da rede
publica de hemoterapia, totalizando 88.064 doagdes registradas. Inicialmente, foram
excluidas as doagdes repetidas de um mesmo individuo no periodo analisado, bem
como doadores considerados inaptos pela triagem clinica ou hematolégica. Os dados
foram organizados em planilhas do Microsoft Excel® e submetidos a analise
estatistica.

A prevaléncia de hemoglobinopatias foi estimada pela razdo entre o niumero de
doadores com resultado positivo para qualquer Hb variante e o total de doadores
registrados em cada hemonucleo. As analises descritivas compreenderam o calculo
de frequéncias absolutas, relativas e proporcdes estimadas para as variaveis
categoricas. Para a avaliagdo de associagdo entre municipio de coleta e ocorréncia
de hemoglobinopatias, foi aplicado o teste do qui-quadrado de Pearson (x?). Quando
as premissas deste teste foram violadas, ou seja, quando mais de 20% das células da
tabela apresentaram frequéncia esperada inferior a 5, recorreu-se a aplicagao do teste
exato de Fisher ou, em tabelas com dimensdes superiores a 2x2, o teste de Monte
Carlo com 10.000 simulagdes. Este ultimo foi utilizado como alternativa robusta para
estimar valores de significancia estatistica, assegurando maior confiabilidade aos
resultados inferenciais, especialmente em contextos com distribuigbes de frequéncia
assimeétricas. O nivel de significancia adotado foi de 1% (IC 99%).

Além disso, foi realizada analise de residuos ajustados padronizados, com o
objetivo de identificar quais unidades da hemorrede apresentaram frequéncias
significativamente diferentes do esperado. Valores absolutos de residuo = 2 foram
considerados estatisticamente significativos. Todas as analises estatisticas foram
realizadas utilizando o software IBM SPSS Statistics®, versao 26.0.

5. RESULTADOS

Foram analisados 88.064 doadores de sangue atendidos pela hemorrede
publica do Maranhdo ao longo do ano de 2023. Dentre esses, 3.600 individuos
(4,09%) apresentaram algum tipo de hemoglobinopatia, o que corresponde a uma

proporgao geral de doadores de 1:24,5, conforme demonstrado na Tabela 1.
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Tabela 1: Frequéncia e proporgcéo dos diferentes tipos de hemoglobinopatias detectadas entre doadores de sangue da
hemorrede publica do Maranhao em 2023

Hemoglobinopatias C?:)o S % Proporgao' Observagoes

Hb variantes de cadeia beta

Hb AS 2 891 3,28 1:30.5 16 casos: (aa/-az;)7)e 2 casos: (-037/-

Hb AC 523 0,59 1:168,4 1 caso: Hb AC (aa/-a37).

Hb A/Korle-Bu 36 0,04 1:2.446,2 1 caso: Hb A/Korle-Bu (aa/-a37).

Hb Korle-Bu/ Korle-Bu 1 0,00 1:88.064,0 -

Hb A/D-Los Angeles 20 0,02 1:4.403,2 1 caso: Hb A/D-LA (-a37/-a37).

Hb A/Hope 6 0,01 1:14.677,3 -

Hb A/Camperdown 5 0,01 1:17.612,8 -

Hb A/O-Arab 1 0,0 1:88.064,0 -

Hb A/Beta variante (inconclusiva) 3 0,0 1:29.354,7 -

Hb variantes de cadeia alfa

Hb A/G-Philadelphia 8 0,01 1:11.008,0 1 caso: (aa/-a37).

Hb A/Alfa variante (inconclusiva) 6 0,01 1:14.677,3 -

Hb variantes de cadeia delta

Hb A/B2 ou A2’ 1 0,00 1:88.064,0 -

Interagbes

Hb SC 1 0,00 1:88.064,0 -

Hb S/Beta* talassemia (IVS-1-6) 1 0,00 1:88.064,0 -

Hb C/Hope 1 0,00 1:88.064,0 -

Hb C/Alfa variante (inconclusiva) 1 0,00 1:88.064,0 -

Talassemias

Beta talassemia heterozigota 69 0,08 1:1.276,4 12 casos. CD39 € 57 casos:
inconclusivos.

Alfa talassemia heterozigota 4 0,00 1:22.016,0 4 casos: genotipo-a37/-a37,

Delta-Beta talassemia 3 0,00 1:29.354,7 Mutacdes nao identificadas.

heterozigota

PHHF (Persisténcia Hereditaria de Hb Fetal)

Hb A/PHHF-2 (ganense) 10 0,01 1:8.806,4 -

Hb A/PHHF-1 (black) 4 0,00 1:22.016,0 -

Hb A/PHHF 5 0,01 1:17.613,0 Auséncia das mutagcbes PHHF-1,2¢e 3

Total 3.600 1:24,5

" Proporgéao calculada com base no total de doadores de sangue no periodo de estudo (n = 88.064).

As variantes da cadeia B da hemoglobina configuraram a categoria mais
prevalente entre as hemoglobinopatias detectadas, com destaque para Hb AS,
identificado em 2.891 doadores (3,28%; 1:30,5). Em 18 desses casos, foi observada
coeranga com a talassemia, sendo 16 doadores com o genétipo aa/-a®’ e 2 com a37/-
a37. A segunda variante mais frequente foi a Hb AC, identificada em 523 doadores
(0,59%; 1:168,4), incluindo um caso associado ao genoétipo aa/- a3”.

Entre as demais variantes da cadeia beta, destacaram-se a Hb A/Korle-Bu,
identificada em 36 doadores (0,04%; 1:2.446,2), incluindo um caso com o genaétipo

aa/-037; a Hb A/D-Los Angeles, com 20 registros (0,02%; 1:4.403,2), entre os quais
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um doador apresentou o gendtipo -a®7/-a37; a Hb A/Hope, com 6 casos (0,01%;
1:14.677,3); e a Hb A/Camperdown, com 5 casos (0,01%; 1:17.612,8). Também foram
observados 3 casos de Hb A com beta variante inconclusiva (0,00%; 1:29.354,7), sem
confirmagao molecular definitiva.

Entre as variantes da cadeia alfa, a Hb A/G-Philadelphia foi identificada em 8
doadores (0,01%; 1:11.008,0), incluindo um caso com coeranga ao gendtipo aa/-a3”.
Também foram registrados 6 casos de Hb A com alfa variante inconclusiva (0,01%;
1:14.677,3).

No grupo das variantes da cadeia 8, observou-se um unico caso de Hb A/B, ou
A,’, o que corresponde a uma frequéncia de 0,00% e uma proporgao de 1:88.064,0.

Foram também registrados casos unicos de Hb A/O-Arab, Hb Korle-Bu em
homozigose, Hb SC, Hb S/B* talassemia com mutagéo IVS-I-6, Hb C/Hope e Hb C
com variante alfa inconclusiva, cada um com frequéncia de 0,00% e proporgao de
1:88.064,0.

No grupo das talassemias, a forma mais prevalente foi a beta-talassemia
heterozigota, identificada em 69 doadores (0,08%; 1:1.276,4). Desses, 12
apresentaram mutacdo CD39, enquanto os demais 57 n&o tiveram sua alteragao
molecular definida. A a talassemia heterozigota foi observada em 4 doadores (0,00%;
1:22.016,0), todos com o gendtipo - a37/-a37. Também foram registrados 3 casos de
Op talassemia heterozigota (0,00%; 1:29.354,7), cujas mutagdes especificas nao
foram identificadas.

Em relagcdo a PHHF foram detectados 10 casos da forma ganense, Hb A/PHHF-
2 (0,01%; 1:8.806,4), e 4 da forma black, Hb A/PHHF-1 (0,00%; 1:22.016,0). Além
disso, 5 doadores apresentaram perfis compativeis com PHHF, porém sem
confirmagdo das mutagdes classicas PHHF-1, PHHF-2 ou PHHF-3 (0,01%;
1:17.613,0).

A caracterizagao quantitativa das fracbes de hemoglobinas por HPLC revelou
padrées consistentes com os gendtipos identificados (Tabela 2). Individuos com Hb
AS apresentaram, em média, Hb A (51,69 + 1,41%), Hb A, (3,67 £ 0,16%), Hb F (0,54
1+ 0,51%) e Hb S (37,90 = 1,30%). Entre os casos com coeranga com a talassemia
heterozigoética, observaram-se concentragdes médias de Hb A (55,25 + 3,91%), Hb A,
(3,55 £ 0,40%), Hb F (0,61 £ 0,75%) e Hb S (32,16 £ 2,10%). A diferenca mais

acentuada entre Hb A e Hb S foi registrada nos homozigotos para a delegéo de a
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talassemia, com Hb A (61,35%), Hb A, (2,85%), Hb F ausente e Hb S (26,23 + 1,11%).
O perfil da Hb AC revelou concentragdes médias de Hb A (55,00 £ 3,50%), Hb A,
(2,80 + 0,40%), Hb F (0,60 £ 0,70%) e Hb C (36,56 + 3,94%).

Nos portadores de Hb A/Korle-Bu, observaram-se concentra¢gdes médias de Hb
A (47,69 + 0,98%), Hb F (0,31 £ 0,30%) e Hb Korle-Bu (43,45 £ 1,92%), sendo a
quantificacdo da Hb A, comprometida devido a coeluicdo no mesmo tempo de
retencao da Hb variante. Perfil semelhante foi verificado em individuos com Hb A/D-
Los Angeles, que apresentaram Hb A (48,96 + 1,24%), Hb A, (2,70 + 0,33%), Hb F
(0,12 £ 0,24%) e Hb D-Los Angeles (40,87 + 1,27%), embora também com
interferéncia analitica que compromete a acuracia da quantificagcdo de Hb A,.

Nas amostras com Hb Hope, foram observadas concentracbes médias de Hb
A (46,86 £ 1,29%), Hb A, (2,62 + 0,74%) e Hb Hope (43,98 £ 3,99%), sendo a
quantificacdo da Hb F inviabilizada pela sobreposicdo no tempo de retengdo com a
Hb variante. Os casos com Hb Camperdown exibiram Hb A (44,80 = 2,56%), Hb A,
(2,78 £ 0,47%) e Hb Camperdown (42,64 + 1,65%), com limitacdo semelhante na
quantificacdo da Hb F. Em individuos com Hb G-Philadelphia, observaram-se médias
de Hb A (67,32 + 3,83%), Hb F (0,14 + 0,31%) e Hb G-Philadelphia (23,56 + 1,01%),
sendo a quantificagdo da Hb A; inviabilizada devido a coeluigdo com a fragao variante.

Nos individuos com [ talassemia heterozigota, os perfis cromatograficos
revelaram uma elevagao caracteristica da Hb A, (5,33 £ 0,89%), acompanhada por
aumento de Hb F (2,65 £ 2,08%) e reducado da Hb A (84,95 * 1,68%), achados
compativeis com o fendtipo talassémico. Ja entre os portadores de PHHF, foram
observadas elevacées marcantes de Hb F, com médias de 28,92 + 1,70% na forma
PHHF-2 (ganense), 28,40 + 5,61% na PHHF-1 (black) e 37,48 £ 9,02% nos casos nao
caracterizados molecularmente. As concentragdes correspondentes de Hb A foram de
61,12 £ 1,56%, 61,00 £ 5,81% e 53,60 + 7,69%, respectivamente. A Hb A, manteve-
se dentro da faixa de referéncia em todos os perfis, com médias de 2,02 + 0,58%, 1,83
1+ 0,45% e 2,58 + 0,42%.
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detectadas na triagem laboratorial
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Hemoglobinopatia (n) Hb A (%) Hb Az (%) Hb F (%) Hb variante (%)
Hb AS (ao/aa) 2.891 51,69 + 1.41 3,67+0.16 0,54 +£0.51 37,90 +1,3
Hb AS (aa/-a37) 16 55,25 + 3,91 3,65+040 0,61+0.75 32,16 £ 2,10
Hb AS (-037/-a37) 2 61,35 2,85 0 26,23 £ 1,11
Hb AC 523 55,0+ 3,5 28+04 0,6 £0,7 36,56 + 3,94
Hb A/Korle-Bu 36 47,69 + 0,98 0~ 0,31+ 0,30 43,45+ 1,92
Hb A/D-Los Angeles 20 4896+124 2,70+0,33 0,12+0,24 40,87 + 1,27
Hb A/Hope 46,86 +1,29 2,62+0,74 0** 43,98 + 3,99
Hb A/Camperdown 4480+2,56 2,78 +0,47 0** 42,64 + 1,65
Hb A/G-Philadelphia 67,32 + 3,83 0* 0,14 + 0,31 23,56 + 1,01
Beta talassemia heterozigota 69 8495+1,68 5,33+0,89 2,65+ 2,08 -
Hb A/PHHF-2 10 61,12+1,56 2,02+0,58 28,92 +1,70 -
Hb A/PHHF-1 4 61,00 * 5,81 1,83+0,45 28,40+ 5,61 -
Hb A/PHHF 4 5360+7,69 2,58+042 37,48+9,02 -
Fonte: Dados da pesquisa (2023).
Notas:

* A hemoglobina variante eluiu no mesmo tempo da Hb A, impossibilitando a sua quantificacao.
** A hemoglobina variante eluiu no mesmo tempo da Hb F, impossibilitando a sua quantificacao.

A avaliagdo integrada dos dados cromatograficos e da quantificagdo das
fragdes, com énfase nos tempos de retencgao relativa (RRT) apresentados na Tabela
3, permitiu uma caracterizagdo mais precisa das variantes raras de hemoglobina. Em
casos com cromatogramas atipicos, marcados por tempos de retencao fora do padrao
esperado e/ou coeluigdo com outras fragdes, a analise foi complementada pela
eletroforese em pH alcalino, utilizada como estratégia complementar para identificar o
padrdao de migracao das Hb(s) variantes. Ressalta-se que os tempos de retengcao
informados correspondem a elui¢cao das fragcdes variantes, cuja identificacdo depende
da comparacdo com os tempos-padrao fornecidos pelo controle FASCA?, adotado
como referéncia no ensaio de HPLC.

A amostra identificada como Hb O-Arab apresentou Hb variante (37,4%) e perfil
eletroforético semelhante ao da Hb C. No caso de homozigose para Hb Korle-Bu,
observou-se Hb variante (90,7%) com mobilidade eletroforética préxima a da Hb S. A
amostra com Hb G-Philadelphia apresentou Hb variante (23,5%), que coeluia no
mesmo tempo da Hb A,, dificultando sua quantificacido precisa, e exibiu perfil
eletroforético semelhante ao da Hb AS. Ja a amostra com Hb C/Hope apresentou a
fracdo variante com eluicao no mesmo tempo da Hb F, impedindo a quantificacao da

Hb F. Por sua vez, a amostra com Hb C/alfa variante inconclusiva apresentou Hb C
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(27,3%), pico correspondente a Hb alfa variante (16,2%) e fragéo hibrida entre cadeias
BC e alfa mutante (12,7%), com multiplos picos no HPLC.

As amostras com Hb A/Hope e Hb A/Camperdown apresentaram
concentracdes elevadas da fragdo variante, de 48,3% e 42,8%, respectivamente. No
perfil eletroforético, a Hb A/Hope migrou em posicdo muito proxima a da Hb A,
formando uma banda espessa ligeiramente superior, com aspecto de sobreposi¢céao
parcial. Por outro lado, a Hb A/Camperdown apresentou banda distinta, nitidamente
superior a da Hb A, permitindo sua diferenciagao visual. Todas essas informacgdes

estdo sistematizadas na Tabela 3 e ilustradas cromatograficamente na Figura 5.

Tabela 3: Caracteristicas cromatografica e eletroforéticas das hemoglobinas variantes raras identificadas no estudo

Perfil Eletroforético Hb

Hemoglobina  Genstipo RRT? # ";E’Af‘ A2  HbF (%) H'?OZ)‘"'
da Hb variante (%)
Hb A/O-Arab [3A/RO-Arab C 1,096 Posigdo da Hb C 48,4 3,5 0,8 37,4
Hb Korle-Bu/Korle- Korle-Bu / Posicdo proxima a Hb N
- Bloes B S 0,959 ea0 P - 0,0 0,4 90,7
Al e aCalaa foigps  CesEdsAbE e g g 0,0 23,5
Philadelphia baixa concentragao.
Hb C/Hope BC/BHope F1.044  FOsiga0 proxima 2 Ho 30 515 ;
Posigéo proxima a Hb
NETERE ) A, bandaemHb Ce
. aVaranteq/aa Iy
Hb C/Alfa variante BCpA ’ A 0,806 banda adicional entre 35,2 2,9 1,0 16,2
Hb C e Hb S (fragéo
hibrida)
Hb A/B2 (A2") 0/082 S 1,015 Nao perceptivel 89,6 1,6 0,0 1,5
Hb A/Hope BA/BHope F1016  rosicdo A Ho 467 28 483" ;
A Posigéo superior a
Hb A/Camperdown o, PP F 1.231 ¢ao sup 469 25 0,0 42,8
Fonte: Dados da pesquisa (2023).
Notas:

* A Hb variante coeluiu no tempo de retengao da Hb A, impedindo as reais concentragbes da Hb Az e da Hb variante
** A Hb variante coeluiu no tempo de retengado da Hb F, impedindo as reais concentragbes da Hb F e da Hb variante
1 Os tempos de retencdo informados correspondem a eluicdo das Hb variantes, cuja identificacdo depende da

comparagdo com os tempos-padrdo do controle FASCA:
# Perfil eletroforético observado em pH alcalino



Figura 5: Perfis cromatograficos das variantes raras de hemoglobina identificadas.
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Fonte: Dados da pesquisa (2023).
Notas: Os cromatogramas foram obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando
o sistema Premier Resolution® (Trinity Biotech). As hemoglobinas variantes estdo identificadas
conforme segue: (A) Hb A/O-Arab; (B) Hb C/Hope; (C) Hb Korle-Bu/Korle-Bu; (D) Hb C/alfa variante;
(E) Hb A/Hope; (F) Hb A/Camperdown.
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A avaliacdo da ocorréncia de hemoglobinopatias entre os diferentes
hemonucleos da hemorrede publica do Maranh&o revelou variagdes estatisticamente
significativas (x* = 156,150; gl = 8; p < 0,001), conforme identificado pelo teste do qui-
quadrado de Pearson. Esse resultado indica que a distribuigdo das hemoglobinopatias
nao ocorre de forma homogénea entre as regides que localizam os hemonucleos. A
robustez da associagao foi confirmada pela razdo de verossimilhanga (x* = 150,007;
gl =8; p <0,001), apontando heterogeneidade real entre as regides.

A Tabela 4 detalha essas variagdes: o hemonucleo de Codd apresentou a maior
prevaléncia de hemoglobinopatias (6,50%), seguido por Balsas (5,63%), Caxias
(5,07%), Santa Inés (5,01%) e Pedreiras (4,67%). Imperatriz (4,42%) e Pinheiro
(4,11%) apresentaram valores intermediarios, enquanto os menores percentuais
foram observados em Bacabal (3,84%) e Sao Luis (3,40%). E importante destacar que
a unidade de Bacabal iniciou suas atividades apenas em outubro de 2023, totalizando
573 doagdes analisadas. Em numeros absolutos, Sao Luis concentrou o maior total
de doadores com hemoglobinopatias (n = 1.404), seguido por Imperatriz (n = 556), o

que reflete o maior volume de doagdes processadas nessas localidades.

Tabela 4: Distribuicdo dos doadores com e sem hemoglobinopatias por hemontcleo no Maranhé&o,
2023.

Hemonticleo C9m . S?m . UeiEl ek % com .
hemoglobinopatia (n) hemoglobinopatia (n) doadores hemoglobinopatia

Bacabal 22 551 573 3,84%
Balsas 332 5.565 5.897 5,63%
Caxias 292 5.470 5.762 5,07%
Codo 170 2.447 2.617 6,50%
Imperatriz 556 12.012 12.568 4,42%
Pedreiras 221 4.510 4.731 4,67%
Pinheiro 159 3711 3870 4.11%
Santa Inés 314 5.952 6.266 5,01%
Sao Luis 1.404 39.859 41.263 3,40%

Fonte: Dados da pesquisa (2023).
Notas: Proporgdes calculadas com base no total de doadores por hemonticleo.

A andlise da distribuicdo dos fendtipos de hemoglobinas anormais entre os
diferentes hemonucleos foi conduzida com base em seis categorias principais: Hb A/S,
Hb A/C, Hb A/D, Hb A/Korle Bu, PHHF e B talassemia. Variantes de frequéncia
extremamente reduzida foram excluidas desta etapa, a fim de garantir a robustez

estatistica e evitar viés decorrente da fragmentacao excessiva das categorias.
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Inicialmente, aplicou-se o teste do qui-quadrado de Pearson para verificar a
existéncia de associagao entre os fendtipos e os diferentes hemonucleos. No entanto,
observou-se que 54% das células da matriz apresentavam contagens esperadas
inferiores a 5, 0 que compromete a validade desse teste. Por essa razdo, foram
aplicados testes estatisticos mais robustos, como o teste exato de Fisher e a
simulacado de Monte Carlo com 10.000 amostras e intervalo de confianga de 99%, os
quais confirmaram a associagao estatisticamente significativa (p = 0,003; IC 99%:
0,001-0,004) (Tabela 5).

Tabela 5: Testes estatisticos para associa¢cdo entre municipio e fenétipo

p

Teste p IC 99% IC 99% ~

Estatistico veler (Assintotico) ((l;n;?;;e Inferior Superior DRSS g0
27 células
0,

\ 74707 36 0.0 0.003 0001 0004  (940%)com
contagem
esperada <5

Razaode g4 907 36 0.0 0.0 0.0 0.0 i
verossimilhanca
Baseado em
Teste Exatode  gg9g¢ - 0.0 0.0 0.0 10.000

Fisher . ~

simulagdes
N° de Casos
Validos Sind) e - - - - -

Fonte: Dados da pesquisa (2023).

Nota: A tabela apresenta os valores dos testes de Qui-quadrado de Pearson, razdo de verossimilhanga
e Teste Exato de Fisher, incluindo os respectivos graus de liberdade (gl), significancia assintética e
valores obtidos via simulagcdo de Monte Carlo com 10.000 amostras (intervalo de confiangca de 99%).
Destaca-se que 27 células (54,0%) da analise de Pearson apresentaram contagens esperadas
inferiores a 5, o que compromete sua validade; por isso, aplicaram-se testes mais robustos, como
Fisher e Monte Carlo, os quais confirmaram a associa¢do estatisticamente significativa (p < 0,005).

Considerando-se que 54% das células da matriz apresentaram contagens
esperadas inferiores a 5, foi aplicada a corregao por meio do teste de Monte Carlo
com 10.000 simulacdes e intervalo de confianca de 99%, o qual confirmou a robustez
da associagao observada (p = 0,003; IC 99%: 0,001-0,004).

Diante da significancia global observada, realizou-se a analise dos residuos
ajustados padronizados, com o objetivo de identificar quais combinagdes especificas
entre hemonucleo e fendtipo mais contribuiram para a heterogeneidade encontrada.
Residuos com |z| = 1,96 indicam diferenca estatisticamente significativa entre a
frequéncia observada e a esperada. Foram observadas frequéncias superior ao
esperado para Hb AC nos hemonucleos de Codo (z = 3,3) e Caxias (z = 2,5), Hb AD
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em Balsas (z = 3,2) e Hb A/Korle Bu em Séao Luis (z = 2,3), enquanto Pinheiro
apresentou frequéncia significativamente inferior para Hb AC (z = -3,1), conforme

demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6: Residuos ajustados significativos por local e tipo de hemoglobina.

Hemonucleo Fenétipo Residuo padronizado (z)
Balsas AD 3.2
Caxias AC 2.5
Codo AC 3.3
Sé&o Luis A/Korle Bu 23
Pinheiro AC -3.1

Fonte: Dados da pesquisa (2023).

Nota: Foram apresentados os residuos padronizados significativos (|z| = 1,96). Valores positivos
indicam frequéncia acima da esperada; negativos, abaixo. Esses achados destacam padrbes regionais
na distribuicdo das hemoglobinopatias.

A Tabela 5 apresenta a frequéncia das hemoglobinas variantes observadas no
presente estudo em comparagao com dados de outras regides do Brasil, permitindo

visualizar a distribuicdo geral dos principais fendtipos investigados.

Tabela 7: Estudos comparativos sobre hemoglobinopatias no Brasil

Prevaléncia
. . . Outras
Estudo Localidade Hemoglobinopatias Hb S (%) HbC (%) Hb D (%) (%)
Presente 1o ranhdo 4,09 3,28 0,59 0,04 0,18
estudo
Rosenfeld
et al. Brasil 3,7 2,49 0,04 - 0,03
(2019)
Vivas et al. Aracaju -
(2006) SE 5,6 4.1 1,4 0,10 0,10
Lisot &
Sl Caxias do
(2004) — S 1,81 0,99 0,16 - 0,66
) ul -RS
Caxias do
Sul
Reis et al.
(2006) — Goias 10,1 2,2 1,00 0,30 6,6
Goias
Bahi & Maringa -
Fernandes PR 1,36* 1,36 - - -
(2020)
Braganca
Acedoet o llista - 1,68* 168 ; ; -
al. (2002) Sp

Notas: (*) Apenas Hb S foi relatada nesse perfil.
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6. DISCUSSAO

A prevaléncia global de hemoglobinopatias observada entre os doadores de
sangue da hemorrede publica do Maranhdo em 2023 foi de 4,09%, o que equivale a
uma proporg¢ao de 1:24,5 individuos triados. Este € o primeiro estudo de abrangéncia
estadual sobre hemoglobinas variantes em doadores no Maranhao, e os resultados
obtidos evidenciam ndo apenas a magnitude epidemiologica dessas alteragbes
genéticas, mas também a presenca de perfis atipicos, incluindo casos de doenga
falciforme em individuos doadores, o que impde preocupacdes adicionais em termos
de triagem clinica e segurancga transfusional.

A prevaléncia de hemoglobinopatias observada no Maranhdo (4,09%) é
intermediaria em relagao a outras regides do Brasil, refletindo a diversidade genética
e histérica da populagdo. A Hb S foi a variante mais frequente (3,28%), seguida por
Hb C (0,59%), Hb D (0,04%) e outras variantes raras (0,18%). Esses achados séo
semelhantes aos dados reportados por Rosenfeld et al. (2019) para a regido Nordeste,
onde a prevaléncia de hemoglobinas anormais alcangou 4,4% entre os recém-
nascidos triados, com 3,2% de Hb S e 0,9% de Hb C. Frequéncia ainda mais elevada
foi observada em Aracaju (SE) por Vivas et al. (2006), com 5,6% de
hemoglobinopatias, predominando Hb S (4,1%) e Hb C (1,4%). Em contraste, Lisot &
Silla (2004), em Caxias do Sul (RS), identificaram prevaléncia significativamente
inferior (1,81%), evidenciando a menor contribuicdo da ancestralidade africana na
regido. A maior frequéncia foi registrada em Goias por Reis et al. (2006), com 10,1%,
sendo 6,6% classificadas como “outras”, principalmente casos de talassemia a (5,2%).
Ja nos estados do Sul e Sudeste, como Parana e Sao Paulo, os estudos de Bahu &
Fernandes (2020) e Acedo et al. (2002) realizaram triagem apenas para a presenca
de Hb S, identificando prevaléncias de 1,36% e 1,68%, respectivamente. A auséncia
de dados sobre outras variantes nesses estudos reflete a limitagdo metodoldgica,
dificultando comparag¢des mais abrangentes com regides onde a investigagao foi mais
ampla.

No conjunto dos resultados maranhenses, os perfis de cadeia 3 predominaram.
A Hb AS foi a alteragdo mais prevalente, observada em 2.891 doadores, com 18 casos
em coeranga com delegdes alfa-talassémicas (16 com o gendtipo aa/-a3-7 e dois com
-a3-7/-a7), o que reforga a relevancia de triagens moleculares em conjunto com os

métodos convencionais. A Hb AC foi identificada em 523 doadores, com um caso
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associado a a talassemia. A presencga da Hb A/Korle-Bu, encontrada em 36 individuos
(sendo um com delecdo aa/-a*7), representa uma das variantes de crescente
relevancia no contexto brasileiro, exigindo diferenciagéo rigorosa frente a Hb D-Los
Angeles, também detectada (20 casos, incluindo um com -a*7/-a37), devido a
similaridade de mobilidade eletroforética e tempo de retengdo no HPLC.
Notavelmente, foi identificado um caso de homozigose para Hb Korle-Bu, sendo o
primeiro relato de homozigose para Hb Korle-Bu em doador de sangue no Brasil, o
que ressalta a necessidade de vigilancia epidemiologica e laboratorial mesmo para
variantes consideradas de baixa frequéncia.

Foram ainda detectados casos raros, como Hb A/Hope (n = 6), Hb
A/Camperdown (n = 5), Hb A/O-Arab (n = 1), além de combinagdes pouco frequentes,
como Hb SC, Hb S/B* talassemia (mutagao IVS-I-6), Hb C/Hope e Hb C/alfa variante.
A identificacdo de um doador com o gendtipo Hb SC, condigdo clinicamente
caracterizada como doenca falciforme, reforca a urgéncia de revisdes nos critérios de
triagem clinica. De modo semelhante, a detecgdo do caso de Hb S/B* talassemia
evidencia limitagbes na sensibilidade dos protocolos utilizados, uma vez que ambos
os perfis representam formas de doencga falciforme que, idealmente, deveriam ser
identificadas e excluidas do processo de doacao.

Entre as variantes de cadeia alfa, destacaram-se os casos de Hb A/G-
Philadelphia (8 doadores), sendo um deles em coerangca com delecdo aa/-a®7. No
grupo das variantes da cadeia 0, foi registrado um caso de Hb A/B2 ou A2’, cuja
confirmacgédo foi obtida por biologia molecular. Apesar de rara, essa condigao
representa um desafio diagndstico, sobretudo pela sutileza das alteragdes na fragao
de Hb A,, que podem passar despercebidas em analises convencionais.

As talassemias representaram um grupo expressivo entre as
hemoglobinopatias detectadas. Foram observados 69 casos compativeis com f3
talassemia heterozigota, sendo 12 confirmados pela presenga da mutagédo CD39 e 57
classificados como inconclusivos. Também foram registrados 4 casos de a talassemia
homozigota (-a*-7/-a3-7) e 3 casos de Op talassemia heterozigota, todos sem
identificacado especifica da mutacao.

Além disso, 19 doadores apresentaram persisténcia hereditaria de
hemoglobina fetal (PHHF), incluindo 10 casos com o subtipo ganense (PHHF-2), 4

com o subtipo black (PHHF-1) e 5 com perfis ndo classificados entre os subtipos
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descritos.

A analise das concentragdes médias das fragdes de hemoglobina permitiu a
caracterizagado cromato graficas dos fendtipos. Os valores médios observados para
Hb A, Hb S e Hb A, nos portadores de Hb AS e AC foram compativeis com os descritos
na literatura, refletindo os perfis eletroforéticos tipicos dessas heterozigoses. A
coeranca com deleg¢des a talassémicas modulou a expressao da Hb variante, com
aumento proporcional de Hb A e reducéo de Hb S, reforcando o papel modulador da
a talassemia no fenétipo falciforme (HAKIMI et al., 2013).

As variantes raras identificadas também apresentaram padrbes distintos e
caracteristicos que permitiram inferéncias diagndsticas relevantes. A A/Hb Korle-Bu,
por exemplo, apresentou uma média de 47,69% de Hb A e 43,45% de Hb variante,
com valores residuais de Hb F (0,31%). A auséncia de Hb A, detectavel nesse perfil,
reforcando a dificuldade de quantificagdo dessa fragcdo em alguns casos de variantes
estruturais e o diagndstico diferencial quando associadas a  talassemia.

No caso da Hb A/D-Los Angeles, as médias foram de 48,96% para Hb A,
40,87% para a Hb variante, 2,70% para Hb A, e 0,12% para Hb F, valores laboratoriais
que, a primeira vista, se assemelham aos observados na Hb Korle-Bu. Ambas as
variantes compartilham comportamentos cromatograficos e eletroforéticos muito
semelhantes, com migracdo em posi¢des proximas a Hb S na eletroforese e tempos
de retencdo semelhantes no HPLC, o que pode levar a interpreta¢cdes equivocadas
na auséncia de confirmag¢ao molecular. Nessa perspectiva, a diferenciagao entre Hb
Korle-Bu e Hb D-Los Angeles exige atengdo a sutis variagbes no RRT, além da
utilizagao de técnicas complementares como a biologia molecular.

Entre as variantes estruturais raras identificadas, destacam-se os perfis Hb
A/Hope e Hb A/Camperdown, ambos confirmados por biologia molecular. No caso da
Hb A/Hope, observaram-se médias de 46,86% para Hb A, 43,98% para a Hb variante
e 2,62% para Hb A,, com auséncia de Hb F. Ja no perfil Hb A/Camperdown, as médias
foram de 44,80% para Hb A, 2,78% para Hb A,, 0% para Hb F e 42,64% para a Hb
variante. Em ambos os casos, as proporcdées da hemoglobina variante foram
superiores a 40%, valor compativel com a heterozigose e coerente com o
comportamento esperado para cadeias 3 com carga elétrica mais negativa.

Segundo Bain (2020), variantes da cadeia B com carga negativa, como Hb J-

Iran e Hb J-Baltimore, apresentam maior afinidade pelas cadeias a positivamente
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carregadas, favorecendo a formacao preferencial da hemoglobina variante e
resultando em proporgdes elevadas dessa fragcdo em heterozigotos. Esse mesmo
principio bioquimico pode explicar os percentuais elevados de Hb Hope e Hb
Camperdown observados neste estudo. Em contraste, variantes com cadeias 3 de
carga positiva, como Hb S, Hb C, apresentam menor afinidade pelas cadeias a
normais, o que se reflete em proporgdes inferiores a 40% no HPLC, especialmente
quando coexistem com dele¢cdes de a talassemia, que reduzem ainda mais a
disponibilidade de cadeias a para a formagdo das hemoglobinas variantes. No
entanto, no presente estudo, observou-se que as fragdes das variantes Hb D-Los
Angeles e Hb Korle-Bu apresentaram concentragdes ligeiramente superiores a esse
patamar, com médias de 40,87% e 43,45%, respectivamente. Esse achado pode ser
parcialmente explicado por um fendbmeno de coeluicdo entre a hemoglobina variante
e a fracdo de Hb A,, levando a superestimacdo da concentragcdo da variante no
tragado cromatografico.

Entre as demais variantes analisadas, a Hb G-Philadelphia foi identificada em
oito doadores, apresentando médias de 67,32% para Hb A, 23,56% para a Hb
variante, 0,14% para Hb F e auséncia de Hb A, detectavel. Trata-se de uma variante
estrutural da cadeia a, geralmente clinicamente silenciosa, cuja fragdo costuma estar
abaixo de 25%, uma vez que apenas uma das quatro cadeias a normais € substituida.
O padrao observado é compativel com a heterozigose para variante a e ressalta a
importancia da interpretacao integrada entre perfil eletroforético e cromatografico,
especialmente devido a possibilidade de migragao proxima a Hb S, o que pode gerar
duvidas diagnésticas em triagens sem confirmagé&o molecular.

Ja a [ talassemia heterozigota foi identificada em 69 doadores, com média de
Hb A de 84,95%, Hb A, de 5,33% (£ 0,89) e Hb F de 2,65% (+ 2,08). A elevacéo da
fracdo de Hb A, é um achado classico e marcador diagndstico dessa condigao,
resultante do aumento compensatorio da produgao de cadeias delta em resposta a
reducao da sintese de cadeias B. A presencga de Hb F discretamente aumentada em
alguns casos também é descrita na literatura e pode refletir variagbes genéticas
moduladoras, como polimorfismos no promotor do gene HBG2 (THEIN, 2004). Por
fim, os casos de persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal (PHHF) revelaram
elevagoes expressivas de Hb F, com médias de 28,92% (PHHF-2), 28,40% (PHHF-1)
e até 37,48% nos perfis nao classificados, associadas a concentragdes moderadas de

Hb A e baixos niveis de Hb A,. Esses achados laboratoriais sdo compativeis com a



53

expressao prolongada das cadeias y no adulto, caracteristica dessa condigao
benigna, e destacam a importancia de diferencia-la de quadros de 6 talassemia.

Além da caracterizagao laboratorial, a analise geografica da distribuicdo das
hemoglobinopatias nos diferentes hemonucleos revelou padrées heterogéneos que
refletem a diversidade genética e histérica das populagdes locais. A andlise da
distribuicdo geografica das hemoglobinopatias revelou variagdes significativas entre
os diferentes hemonucleos da rede publica do Maranhdo, refletindo a
heterogeneidade demografica, historica e genética da populagao estadual. As maiores
prevaléncias percentuais foram registradas nos municipios de Codé (6,50%), Balsas
(5,63%), Caxias (5,07%) e Santa Inés (5,01%), valores que superam a média geral do
estado (4,09%). Essas regides, localizadas predominantemente nas regides Leste e
Sul do Maranhao, apresentam histérico de formacao populacional com contribuicao
afrodescendente significativa, além de areas quilombolas reconhecidas,
especialmente no entorno de Codo e Caxias, o que pode justificar a maior frequéncia
de variantes como Hb S e Hb C nesses territorios (IBGE, 2022).

O municipio de Imperatriz, responsavel por uma das maiores amostras
analisadas (n = 12.568), apresentou prevaléncia de 4,42%, ligeiramente acima da
média estadual. Por sua vez, Pedreiras (4,67%) e Pinheiro (4,11%) também
apresentaram taxas discretamente superiores a média, o que indica uma distribuigao
ampla, mas nao uniforme, das hemoglobinas variantes. Esses dados corroboram a
ideia de que as hemoglobinopatias estdo presentes de forma relevante em todas as
regides do estado, embora com concentragcdo mais elevada em determinadas
microrregioes.

Destaca-se que o municipio de Sao Luis, apesar de concentrar o maior numero
absoluto de casos (n = 1.404), apresentou a menor propor¢ao relativa de
hemoglobinopatias (3,40%), o que pode estar relacionado ao perfil mais miscigenado
da populacao urbana da capital e ao maior controle clinico na triagem de doadores.
Ainda assim, o volume expressivo de casos refor¢a a importancia da capital como polo
de diagndstico e monitoramento das hemoglobinopatias.

O municipio de Bacabal, com prevaléncia de 3,84%, foi o Unico, além da capital,
a apresentar valor inferior a média estadual. No entanto, esse dado deve ser
interpretado com cautela, uma vez que o hemonucleo iniciou suas atividades apenas
nos ultimos trés meses do periodo avaliado, o que resultou em um volume amostral

reduzido (n = 573) e possivelmente nao representativo da realidade populacional local.
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Essa limitacdo temporal pode ter impactado na detecgédo das hemoglobinopatias,
especialmente em um contexto onde a diversidade genética da regido ainda esta
sendo mapeada.

A analise global do teste qui-quadrado confirmou a existéncia de associagéo
estatisticamente significativa entre os hemonucleos de coleta e os fendtipos de
hemoglobinopatias, a analise dos residuos ajustados padronizados permitiu identificar
quais pares especificos contribuiram mais intensamente para essa associacio.

O municipio de Balsas apresentou um residuo significativamente positivo (z =
3,2) para o fendtipo Hb AD, indicando uma frequéncia superior ao esperado dessa
variante na regiao. Esse achado pode estar relacionado a aspectos demograficos e
historicos especificos do municipio, que é reconhecido como um importante polo
agricola da regidao Sul do Maranhdo. Nas ultimas décadas, Balsas recebeu fluxos
migratorios intensos de familias oriundas das regides Sul e Sudeste do Brasil,
especialmente do Parana, Sao Paulo e Minas Gerais, atraidas pelas oportunidades
geradas pela expansao da agricultura mecanizada e da produgéo de gréos em larga
escala, como soja e milho (IBGE, 2017; FAPEMA, 2021). Esse movimento migratorio
pode ter contribuido para a introdugcao de variantes estruturais da hemoglobina
associadas a perfis genéticos distintos da ancestralidade afrodescendente
predominante em outras regides do estado, como € o caso da Hb D-Los Angeles, cuja
ocorréncia tem sido documentada em popula¢des miscigenadas com ancestralidade
europeia (BAIN, 2006). No Brasil, essa variante tem sido relatada com maior
frequéncia nas regides Sudeste e Centro-Oeste, incluindo estados como Sao Paulo,
Goias e Minas Gerais, reforcando a hipétese de que a migragao inter-regional tenha
influenciado a variabilidade genética local (REIS et al., 2006; SANTOS et al., 2010).
Portanto, a concentracdo anormal de Hb AD em Balsas pode refletir uma diversidade
genética ampliada por migracao interna, com repercussdes diretas na distribuicdo dos
fendtipos entre os hemonucleos maranhenses.

Ja Caxias (z = 2,5) e Codo (z = 3,3) apresentaram residuos positivos para o
fendtipo Hb AC, evidenciando uma frequéncia significativamente superior ao esperado
desse trago nesses municipios. Tais resultados sao consistentes com a presencga de
comunidades afrodescendentes e quilombolas bem estabelecidas nessas localidades.

Por outro lado, o municipio de Pinheiro apresentou um residuo padronizado
negativo significativo para o fenétipo Hb AC (z = —-3,1), indicando que essa variante

esteve sub-representada em relagdo ao valor esperado. Esse achado pode estar
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relacionado a caracteristicas demograficas recentes do municipio, que vem se
consolidando como uma cidade universitaria na regidao da Baixada Maranhense. A
presenga da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) e a instalagdo de outros
centros educacionais tém atraido professores, estudantes e profissionais de saude
oriundos de diferentes regides do estado e do pais, o que pode ter influenciado a
composi¢ao genética local (UFMA, 2023). Esse processo de migragao académica e
profissional pode ter diluido a frequéncia de variantes mais comuns na populacao
nativa, como a Hb C, gerando um perfil genético mais diversificado e,
consequentemente, com menor prevaléncia relativa de determinados fenétipos. Esse
dado reforca a necessidade de considerar fatores migratérios e socio-educacionais
recentes ao interpretar padrées epidemiolégicos regionais, especialmente em
municipios em transformagao demografica.

A acuracia na triagem e caracterizagao das hemoglobinopatias depende
diretamente da qualidade e integragdo das metodologias laboratoriais empregadas,
bem como da eficacia dos critérios clinicos e hematolégicos aplicados na triagem de
doadores. Neste estudo, a triagem laboratorial foi realizada principalmente por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), com utilizacdo complementar da ELH
de hemoglobinas em pH alcalino e, em casos selecionados, aplicagao de biologia
molecular para confirmagao diagndstica.

A HPLC foi fundamental para a quantificacdo precisa das fracdes de
hemoglobina e para a detecgédo de variantes com tempos de retengao especificos,
como Hb A,, Hb F e diversas hemoglobinas estruturais. Sua elevada sensibilidade
analitica permitiu a caracterizagdo de fendtipos como PHHF, [ talassemia
heterozigota, heterozigoses compostas para Hb variantes. No entanto, apesar de sua
robustez, o HPLC apresenta limitagdes técnicas importantes, especialmente em
situacbes de coeluicdo entre fracdes, que podem dificultar a diferenciacdo entre
hemoglobinas estruturalmente semelhantes, como Hb D-Los Angeles, Hb Korle-Bu.
Nesses casos, a interpretacdo isolada do cromatograma pode induzir a erros
classificatorios, ressaltando a importancia da analise integrada com dados
moleculares e clinico-epidemioldgicos.

Essa limitacdo se acentua diante de gendétipos como Hb SD e Hb S/Korle-Bu,
que, embora apresentem perfis laboratoriais semelhantes, possuem repercussdes
clinicas contrastantes. O gendtipo Hb SD é uma forma reconhecida de doenga

falciforme, associada a complicagdes como crises vaso-oclusivas e anemia hemolitica
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(KATO et al.,, 2018), enquanto Hb S/Korle-Bu é considerada uma combinagao
clinicamente benigna (WENDEL et al., 2016). Nessas situagdes, o uso complementar
da biologia molecular € fundamental para assegurar a precisao diagnostica.

Adicionalmente, os achados deste estudo evidenciaram fragilidades nos
protocolos convencionais de triagem clinica e hematoldgica de doadores,
especialmente aqueles baseados em testes rapidos, como a determinagcdo do
hematocrito e a dosagem indireta da hemoglobina por hemoglobinbmetro. Embora
esses métodos cumpram seu propésito principal de avaliar o risco de anemia no
doador, eles nao sado capazes de identificar individuos com disturbios qualitativos e
quantitativos das fragbes de hemoglobina, como ocorre nas hemoglobinopatias
estruturais ou nas talassemias. Assim, doadores com genotipos clinicamente
relevantes podem apresentar niveis de Hb ou hematdcrito dentro da faixa de
normalidade, sendo considerados aptos a doagao mesmo em situagdes que poderiam
comprometer a seguranga transfusional.

Essa limitacao é evidenciada pela identificacdo, neste estudo, de um doador
com Hb SC e outro com Hb S/B* talassemia (mutagao IVS-I-6), perfis laboratoriais
compativeis com doenga falciforme, mas ndo detectados pela triagem clinica
convencional. Além disso, a acuracia dos testes de triagem depende de calibragéo
frequente e da execugao rigorosa de controles de qualidade internos e externos,
praticas que nem sempre sao mantidas de forma sistematica na rotina dos servigcos
hemoterapicos. Variagdes na calibracdo ou falhas na afericdo podem acarretar
classificagdes equivocadas do perfil hematolégico do doador, afetando a
confiabilidade dos dados e a triagem segura.

Diante dessas limitagdes observadas nos métodos convencionais de triagem,
torna-se evidente a necessidade de aprimoramento dos protocolos adotados pelos
servicos hemoterapicos, especialmente considerando o0s potenciais riscos
transfusionais envolvidos. A presenga de gendtipos clinicamente relevantes entre os
doadores, como Hb SC e Hb S/B* talassemia, refor¢ca a urgéncia de estratégias mais
sensiveis e especificas para a deteccdo de hemoglobinopatias, uma vez que a
transfusao de hemocomponentes provenientes desses individuos pode comprometer
significativamente a seguranca de receptores vulneraveis, como pacientes com
anemias cronicas.

Adicionalmente, os marcos regulatorios vigentes no Brasil também

representam uma limitagao a triagem mais abrangente. A Portaria de Consolidagao n°
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5/2017 do Ministério da Saude, em seu Anexo |V, estabelece a obrigatoriedade da
triagem apenas para a presenga da hemoglobina S nos candidatos a doacéo de
sangue, negligenciando outras variantes estruturais e formas de talassemia que
também podem impactar a segurancga transfusional. Essa diretriz restrita pode levar a
subnotificagao de perfis clinicamente relevantes, como Hb C, Hb D ou [ talassemia
minor, especialmente em populagdes com alta diversidade genética. A auséncia de
exigéncia normativa para investigagdo de hemoglobinas anormais além da Hb S
compromete tanto o rastreamento adequado de doadores quanto a vigilancia
epidemioldgica, limitando a implementacdo de medidas mais efetivas de prevengao
de riscos transfusionais.

A biologia molecular, nesse sentido, emerge como ferramenta imprescindivel
para a confirmagdo diagnostica de casos duvidosos e a caracterizagdo precisa de
mutagdes estruturais ou talassémicas, sobretudo em gendtipos compostos ou
variantes raras. Além de sua importancia clinica, essa abordagem tem implicacoes
diretas na formulacdo de politicas publicas mais eficazes, baseadas em dados
moleculares robustos e contextualizados.

A implementacdo de nucleos de diagnostico molecular integrados a rede
publica de hemocentros poderia atuar tanto no suporte diagnostico quanto na
vigilancia epidemioldgica, especialmente em municipios do interior do estado, onde o
acesso a exames laboratoriais especializados e politicas publicas de saude € mais
limitado, comprometendo a deteccéo precoce e o acompanhamento adequado das
hemoglobinopatias.

Adicionalmente, é importante destacar que a obrigatoriedade da triagem
neonatal para hemoglobinopatias no Brasil foi estabelecida apenas em 2001, por meio
da Portaria GM/MS n° 822. Como consequéncia, muitos individuos nascidos antes
dessa regulamentagdo podem desconhecer sua condigdo genética, permanecendo
sem diagndstico mesmo quando portadores de variantes clinicamente relevantes, o
que aumenta o risco de serem considerados aptos a doacdo em situagdes
incompativeis com a seguranca transfusional. Nesse contexto, o rastreio realizado em
doadores de sangue representa nao apenas uma medida de protecao transfusional,
mas também uma oportunidade valiosa de diagndstico tardio, especialmente em areas
com cobertura neonatal limitada.

Essa estratégia pode funcionar como uma importante ferramenta de vigilancia

genético-populacional, sobretudo em municipios do interior do Maranh&o, onde o
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acesso a exames especializados e a politicas publicas estruturadas € mais restrito.
Para que essa abordagem seja efetiva, € fundamental o investimento em politicas
publicas voltadas a capacitagao técnica das equipes, fortalecimento da infraestrutura
laboratorial e informatizagdo dos bancos de sangue, de modo a garantir a integragao
de dados e o aprimoramento continuo das agdes em saude publica.

Diante dos achados apresentados, este estudo reafirma a relevancia das
hemoglobinopatias como um problema de saude publica no Maranhao e evidencia a
complexidade diagndstica envolvida na triagem de doadores de sangue em regides

de elevada diversidade genética.

7. CONCLUSAO

Este estudo identificou prevaléncia de 4,09% de hemoglobinopatias entre
doadores de sangue da hemorrede publica do Maranhdo, com predominancia das
heterozigoses para Hb S e Hb C, e ocorréncia significativa de B-talassemia e Hb Korle-
Bu. Também foram detectadas outras variantes, como Hb D-Los Angeles, Hb Hope,
Hb O-Arab, Hb Camperdown, Hb G-Philadelphia e Hb A,’. A integracdo de analises
cromatograficas, eletroforéticas e moleculares foi decisiva para elucidar gendétipos
raros, identificar combinagdes complexas, incluindo coeranga com a talassemia e
diferenciar variantes estruturalmente semelhantes.

A distribuicao regional revelou padrdes associados a ancestralidade e a fluxos
migratorios, com destaque para prevaléncias elevadas em municipios como Codod,
Balsas e Caxias. A deteccdo de doadores com doenca falciforme aptos a doagao
expds limitagdes da triagem vigente, reforcando a necessidade de ampliar o
rastreamento para além da Hb S e incluir outras variantes clinicamente relevantes.

Assim, os achados contribuem de forma inédita para o conhecimento
epidemiologico das hemoglobinopatias no Maranhdo e indicam a importancia de
fortalecer protocolos diagndsticos, expandir o uso da biologia molecular e adequar
politicas transfusionais as particularidades genéticas regionais, visando maior

segurancga e equidade no atendimento hemoterapico.
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Apéndice 1 — Documento de aprovagio do Comité de Etica da UFMS com

justificativa para dispensa do TCLE, conforme parecer n° 6.782.645
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Apéndice 2 - Fluxograma do protocolo diagnéstico para investigagdao de hemoglobinas variantes a partir de HPLC




