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[ - INTRODUCXO

1.1-A hemoglobina S

A hemoglobina S difere da hemoglobina normal A (HbA=&3eQ) apenas
pelo resfduc amincdcide da posicio ndmero geis das cadelas ﬁ, ; que
apresenta a valina em lugar do dcido glutdmico (1NGRAM, 1957). Essga
simples substitui¢io de um aminodcido altera drasticamente as proprie-
dades da hemogloblna 5, conferindo-lhe uma Wwigragio eletroforétios
maig lenta em pH alcalino, menor solubilidade e, sobretudo, a capaci-
dade de as suas moléculas, quando desoxigenadas, agregarem—se, forman-
do cristaldides (fibras de hemoglobina S) que fazem com que a hemdcia
assuma a forma que lembra uma folce. Esse fenbmeno da falcizag3c ou
falciformag3c das hemsécias & a base de toda a fisiopatogenia da hemo-
globinopatia S (SERJEANT, 13874).

Do exposto, & facil deduzir que a mutag3c gque deu origem a hemo-
globina S alterou o ¢6don GAG, que codifica o dcido gluté@mico da posi-
¢Ho ﬁ?, para GTG, que codifica a valina, originando uma hemoglobinopa-
tia hereditdria do tipo estrutural. Essa pequena alterag¢3o da sequén-
cia nuclectidica do gene da globina @ ., localizado no brago menor do
cromossomo 11, também suprimiu os sitios de clivagem do DNA por algu-
mas enzimas de restri¢fo, permitindo o reconhecimento do gene @f pela
técnica do DNA recombinante (SOUTHERN, 1975). Isso tem sido atualmente
de grande utilidade no diagndstico pré-natal da hemoglobina §, tratan-
do-se o DNA gendmico obtido a partir de células nucleadas do embriZo
pelas enzimas de restric¢3o Ddel ou Mstl!l (GEEVER et al, 1981; CHANG e
KAN, 13982).

A falctzac%o das hemacias é desencadeada, in vivo, por hipdxia,ou

por processos que resultem em hipdxia,como estase sanglfinea, acidose,



desidratag¥o e infecgBes. Trata-se de um fenSmeno reversivel, mas,
apos sucessivas deformag¢des, a célula permanece irreversivelmente fal-
cizada (SERJEANT, 1974).

As hemdcias dos homozigotoé do gene (53 apresentam, em decorrén-
¢ia do seu grande conteddo de hemoglobina 5, um alto potencial de fal-
eimagdn, wanifsetando esses homozigotos uma doenga conheclda por  ane-
mia faletforme. Trata-ge de uma anewmta hewol ftics erfnica, rica &m ai-
nals ¢ sintomas decorrentes de hemdlise, de obstrucio de vasos sangﬁf—
neos e de acuimulo de hemdcias falclizadas em drg3os.

A hemd!lise constante, de moderada intensidade, € devida 2a des-
truig¢¥o das hemdcias falciformes no sistema reticulo-endotelial do ba-
¢o & de outros drg¥os. A acentuada rigidez dessas células também favo-
rece a sua destrulgdo no sistema microcapilar. Negaeg periodoz de he-
mélise crénica, os pacientes s¥%c 6ligo-sintométicos, apresentando ni-
vels de hemoglobina em torno de 8 g/dl (perfodo estivel). No entanto,
devido a um sibito aumento de produ¢so e de destruic3io de hemscias
falciformes, ocorrem perfodos de agravamento da doenga, traduzidos por
crises hemolfticas agudas, nas quais os nivels de hemdcias caem para
cerca de um a dois milhSes por mg de sangue, aparecendo icterfcia do
tipo hemolftico, febre e vBmitos biliares.

Como consequéncia da hemSlise contfnua, existe uma hipertrofia e
hiperplasia compensatdria do sistema hematopoidtico, fazendo com que a
medula. &ssea se torne hipercelular, permanécendo ativa nos ossos lon-
gos, nas costelas e, por vezes, nos pequenos ossos das m3os e dos pés.
Essa hiper-atividade da medula pode levd-la 3 exaust¥o temporsria, re-
sultando numa crise aplastica.

No cr@nio ocorre um alongamento da diploe, com afastamento da t&-



bua externa e osteoporose granular, mais evidente na regi3o parietal,
mostrando mais raramente o aspecto radioldgico caracterfstico de "pe-

los erigados” (COCKSHOTT, 1963; DIGGS, 1967; JOHNSON et al,1967). As

vértebras podem mostrar-se achatadas ou com perfil acentuadamente bi-
cBncavo, lembrando vértebras de peixe, apresentando ,ainda, osteoporo-
se e trabeculado vertical. Jd nos ossos longos, a expans3o da medula

dssea determina alargamento da cavidade medular, com afinamento da ca-

mada cortical (DIGGS et al, 1937;REYNOLDS, 1966;JOHNSON et al, 1967).

Outras consequéncias importantes da alterac¢%o da forma e da ri-
gidez das hemacias falctizadas s%o as oclusSes microvasculares, respon-
sdvels por vériog sinais e sintomas da anemia falciforme. Esses fend-
menos vaso-oclusivos parecem estar relacionados com a grande tendéncia
das células falciformes a aderir ao endotélio vascular, o que, talvez,
seja determinado por altera¢8es de membrana ligadas ao cdlcio (HEBBEL
et al,1880).

A obstrucg®so de vasos sangﬁfneos desencadeia um processo trombéti-
co, com isquemia de tecidos, episddios dolorosos e, ocasionaimente,
necrose.

Assim, além das alteracBes dsseas decorrentes da hipertrofia e
hiperplasia medular, também existem aquelas que s¥o determinadas por
oclusBes vasculares. Dentre essas manifestacBes sg3%o particul armente
freqﬁentes os infartos recorrentes da medula éssea e das regiBes jus-
ta—articuiares, provocando crises extremamente dolorosas (CHARACHE e
PAGE, 1967: DIGGS, 1967), a necrose asséptica unit ou bilateral da ca-
beca do fémur ou do umero (BAUMGARD e LEACH, 1970), as &reas de rare-

facdo Sssea e, posteriormente, de osteosclerose nos ossos longos, a

dactilite Infantil ou "sfndrome das m¥os e/ou pés” e a osteoporose.
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As crises dolorosas também ocorrem frequentemente no abdome,po-
dendo atingir intensldade suficiente para exigir medicaglo com opid&-
ceos.

Como em toda anemia, o sis£ema cardio~vascular do homozigoto 8§
também sofre adaptag%oc secunddria 3 deficiéncla de hemoglobina. Assim,
surgem os mecanlismos compensatdrios, como o aumento da freqﬁéncia car-
dfaca nos casos agudos, ou a dilatag%o e a hipertrofia miocardfaca nos
cagos crdnicos.

Acredita-se que as alteragBes pulmonares da anemia falciforne
também sejam devidas a falcizag¥o das hemdclas na circulacfo pulmonar,
em decorréncia do batxo teor de oxigé&nio presente nas arterfolas desse
érgdo. Sendo assim, haveria uma diminuic%o, tanto na capacidade pulmo-~
nar total, quanto na capacidade vital simples e forgada, bem como do
volume residual em relag3oc a capacidade total dos pulmes (MILLER e
SERJEANT, 1971). As oclus®es vasculares, dependendo da intensidade,

poderdo provocar hipertens¥o pulmonar (LEIGHT et al, 1954), apesar de

esse fendmeno poder ser retardado, seja pela recanaliza¢3o dos wvasgos
pulmdo do individuo com anemia falciforme é propfcio, portanto, 3 em-
bolia pulmonar, bem como 3 pneumonia (BARRET-CONNOR,1971).

As dlceras dos membros inferiores ocorrem na doenca siclémica em
cerca de 75% dos adultos (DIGGS e CHING, 1934) e em cerca de 60% dos
paclentes com idades entre 10 e 25 anos (QUéQL e SERJEANT, 1870). Elas
se localizam ,geralmente, nos dols tercos inferiores das pernas, de
modo igsolado ou como lesSes miltiplas, uni ou bilateralmente ,e s3o de

dificil tratamento (Quéhl e SERJEANT, 1970).

Outro fendmeno dramitico que pode ocorrer na anemia falciforme &



© sibito acumulo de hem#iciae falciformes em certos drg¥os, sobretudo
no bagco e ffgado, contribuindo para o seu aumento de volume. Essa cri-
se de sequestramento pode em poucas horae levar o paclente A morte, em
consequéncia de anemia aguda e choque. As hemaAcias falciformes acham-
se sequestradas nos sinusdides esplénicos, em contraste com a isquemia
generalizada. Fatores neuroldgicos reflexos também contribuem para a
distribui¢do desfavordvel do sangue no organismo.

Os heterozigotos do gene ﬁa (heterozigotos AS) s%o normalmente
assintomdticos. Tais individuos, que manifestam o traco falciforme,
apresentam uma proporg3o de hemoglobina S que varia de 22% a 45% da
hemoglobina total (NEEL et al, 195i; UELLS e ITANQ, 1951), wvariagHo
essa que depende de fatores modificadores, com base genética ou n3o
(NEEL et al, 1951).

Excepcionalmente, os heterozigoﬁos AS manifestam alteragBes clf-
nicas na presenca de alguns fatores predisponentes da faiclzac¥o, como
3 anestesia geral (MOTULSKY e STAMATOYANNOPOULOS, 1968: SCURR e FELD-
MANH, 1972), mudanga brusca de altitude, v80 em aviZo n3o pressuriza-
do, esforc¢o flaico excessivo, insuficiéncia respiratdéria, infecg3o
grave, acldose, desidratag¥o, etc (SERJEANT, 1974: RAMALHQ, 1986). Po-
dem ocorrer também manifesta¢Bes mais insidiosas, de evolucio crdnlica,
que geralmente n¥o se mostram associadas a fatoree precipitantes de-
tectéveis{ como alterag8es renals, dsteo-articulares, cardfacas, der-
matoldgicas e neuroldgicas. ¥ bastante plaﬁsfve] supor que essas alte-
racBes sejam favorecidas por certos fatores do ambiente, como desnu-
trigdc, desidratag¥o e infecgSes, sobretudo aquelas acompanhadas de

insuficiéncia respiratéria e acidose. Essas alteracBes clinicas podemn

afetar a sadde do paciente sem comprometer sériamente a sua sobrevida
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(RAMALHQ, 1979).

A hemoglobina S ¢ mais frequente em populagBes negrdides. Assgim,
Indlices falcémicos de até 40% foram observados em tribos da Uganda,
na Tanz8nia e em Mogambique (SERJEANT, 1S74). Entre negréides brasgi-
leiros, foram registrados valores entre cerca de 6% até mals de 10%,
valores esses que n%o diferem dos encontrados na populac®o negréide
norte-americana, da Col8mbia, da Venezuela, do México, de Cuba e de
outros pafises amerlicanos (SALZANO et al., 1968; CEZAR et al., 1974;
SERJEANT, 1974; RAMALHO, 1979).

A frequéncia do trago falciforme pode ser estimada em 6,6X nas
populacBes negréides do Sul e Sudeste Brasileiros, o que permite, por
sua vez, estimar a frequéncia de nascimento de homozigotog SS em,
aproximadamente, 0,1X nessas popula¢Bes (RAMALHO, 1986). Essa inci-
déncia e a gravidade da doenga, para a qual alnda se digpSe de tera-
péutica meramente paliativa, tornam a anemia falciforme um importante
problema de Sadde Publica nas populag®es brasileiras. ¥ {nteressante

comentar, alids, que a anemia falciforme & a doenga gendtica de maior

prevaléncia no Brasil (RAMALHO, 1S86).

[.2- TRACO FALCIFORME E TUBERCULOSE PULMONAR

As condli¢Bes em que o sangue venoso da artéria pulmonar penetra
nos pulm@es para realizar a hematose s%o favordveis & falciformac3o
dos eritrécitos de indrividuos SS, em virtude da baixa pressdo de oxi-

génio, inferior a 45 mm de Hg (ALLISON, 1956: MOSER e SHEA, 1957). No



caso dogs indfvuduos AS, a press¥o de oxigé&nio teria que ser inferior a
15 mm de Hg em pH fisioldgico para a gcorréncla desse fenbmeno (ALLI-
SO, 1956). No entanto, como anpes da oxigena¢¥o o pH venoso também
€ mais baixo, isso facilita a falciformac¥o das hemicias nas arterfo-
las pulmonares, principalmente quando existe um fator bacteriano
coadjuvante. Em decorré&ncia desses fatos, RAMALHO e BEIGUELMAN (1977)
consideraram trés possibilidades que poderiam decorrer da interagZo do
trago falciforme com a tuberculose pulmonar

A primeira possibilidade seria a de que a prevaléncia de porta-
dores do trago falciforme poderia ser menor entre os paclentes negrdi-
des com tuberculose pulmonar do que na populag3o geral. Isso porque a
trombose que pode ocorrer nos capilares pulmonares de paclentes com
gendtipo AS teria um efeito protetor contra a tuberculose pulmonar,
poles evitaria a dissemina¢®o hematogé&nica dos bacilos e a eros%o dos
grandes vasos, a qual provoca hemoptise (ROBBINS, 1969). Além disso, a
multiplica¢¥o do bacilo nag dreas pulmonares infartadas seria dificul-
tada pois, como & sabido, o HMycobacterium tuberculosis é um bacilo ti-
picamente aerdbico.

A segunda possibilidade, jad anteriormente apontada por WEISS e
STECHER (1S52), seria exatamente oposta & primeira, admitindo que a
trombose pulmonar n%o seria um fenfmeno usual entre os individuos AS.
De acordo com essa hipdtese, a falciformac¥o também ocorreria nos in-
dividuos AS, mas apenas provocaria uma dimlnuicﬁo de fluxo em seus
capllares. Isso porque as células falclzadas, dada a sua forma, retar-
dariam a circulac3o nos capllares antes de readquirirem a morfologia
normal, © que provocaria menor consumo de oxlgénio alveolar por unida-

de de tempo. Dessa maneira, haveria maior tens%o parcial de oxigénio
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no alvéolo, o que favoreceria a multiplicac®o do bacilo da tuberculo-
se. Nesse caso, o tracgo falciforme favoreceria a tuberculose pulmonar.

A terceira possibilidade‘ sugerida por RAMALHDO e BEIGUELMAN
(1977), embora n3o negue a exlsténcia de eventuais efelitos clinicos
stgnificativos resultantes da interag¥o do trago falciforme com a tu-
berculose pulmonhar, considera que tais efeitos ndo teriam a capacidade
de afetar a frequéncia de indivfduos AS entre esses pacientes.

A associag¥o entre o trago falciforme e a tuberculose pulmonar

foi investigada pela primeira vez em 1952 por WEISS e STECHER, que en-

contraram a frequéncia de 12,6X de portadores desse trago hemoglobini-
co entre 150 pacientes negréides portadores de tuberculose pulmonar,
frequéncia essa bem maior que a observada na amostra controle, na
qual a frequ&ncia foi de apenas 5,3%. Esses pesquisadores também cha-
maram a atenc¥o para o fato de a frequéncia de tuberculose do tipo
exsudativo ser bem mator entre pacientes com hemoglobina S que naque-
les sem essa hemoglobinopatia, ou seja, 74X contra 38%, resapectiva-
mente. Posteriormente, ROSENBLUM et al. (13955) e RYAN et al (1960},
investigando essa mesma associac¥o, n¥%o encontraram ,entre pacientes
com tuberculose pulmonar, uma freqﬁéncla de portadores do trago fal-
ciforme maior que a esperada ao acaso na populag¥o negrdide da mesma
drea geogridafica.

Tendo em vista esses dados contraditdérios, RAMALHO e BEIGUELMAN
retomaram em 1977 o problema no Brasil e eﬁcontraram, entre 160 paclen
tes negrdides com tuberculose pulmonar (53 pretos e 107 mnmulatos) in-
ternados em quatro Sanatdrios de Campos de Jord#o, S.P., uma prevalénf

cla de portadores do traco falciforme Igual a 12,5% (17X dos pretos e

10,3% dos mulatos). Tal proporgiio de sicliémicos foi a malg alta 8§
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descrita entre negrdides do Sul e Sudeste do Brasil, entre os quais se
estima que apenas cerca de 6,6X apresentam esse estigma hemogiobinico
(RAMALHQ e BEIGUELMAN, 1977: PJINTQ Jr., 1978:_RAMALHQ, 1986). Esse re-
sultado, da mesma forma que o encontrado por WEISS e STECHER (19523,
indicava, evidentemente, que era possivel existir uma assoclagio entre
o estigma falciforme e a tuberculose pulmonar. Restava investigar, no
entanto, porque os dados de WEISS e STECHER (1952) e de RAMALHO e BEI-
GUELMAN (1977) discordavam dos de ROSENBLUM et al (1955) e de RYAN et
al (1960).

PINTO Jr.(1978), voltando a analisar o problema entre pacientes
com tuberculose pulmonar, n%o encontrou frequéncias do estigma falcti~
forme que diferissem significativamente daquelaz que g8Ho usualmente
encontradas entre negrdéides do Sul e Sudeste Brasileiros. Da mesma
forma que havia sido observado antefiormente por WEISS e STECHER (1S
52), esse autor também constatou uma major tendéncia a forma exsudati-
va da tuberculose pulmonar entre os seus paclentes sliclémicos, alédm de

observar que © hilo conjesto, a fibrose, os micronddulos e a perda
volumétrica também eram sinale radiolégicos mals frequentes entre os
portadores da hemoglobina 5.

Os resultados obtidos por PINTO Jr. (1978) permitiram-lhe aventar
a hipdtese de que essa diversidade de resultados poderia depender das
caracterrsticaé dag amostras de negrdides examinadas nosg diversos tra-
balhos. Isso, porque, na sua opinl%o, os éiclémicos com tuberculose
pulmonar poderiam regponder melhor ao tratamento, pelo fato de geral-
mente manifestarem uma forma exsudativa da infecg¥o, forma essa nmais
incombda e que obrigaria o paciente a procurar atendimento médico

mais precocemente. Assim gendo, os trabalhos que examinaseem negrdéides
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em infcio de tratamento poderiam encontrar uma freqﬁéncia muito alta
de portadores do trago falciforme, enquanto que os trabalhos que exa-
minassem negrdides em tratamento hd mals tempo, encontrariam frequén—
cias baixas desse trago hemoglobfnico.

O estudo dessa rela¢ilo entre o trago falciforme e o tempo de tra-
tamento da tuberculose pulmonar reveste-se de grande interesse, tanto
no seu aspecto médice quanto em termos de Genétlica de Popula¢Bes. De
fato, torna-se importante investigar se os heterozigotos AS com tuber-
culosge pulmonar realmente procuram tratamentoc médico mais precocemente
e se eles obtém, de fato, a cura clfinica mais cedo. Esses fatos, uma
vez confirmados, confeririam ac trago falciforme um bom valor prognds-
tico em relag%o a tuberculose pulmonar. Por outro lado, sendo a hemo-
globina S um polimorfismo gendtico humano, torna-se Interessante in-
vestigar a eventual seleg3o favoridvel dos heterozigotos AS pela tuber-
culose pulmonar nas populac¢Bes nas quais essa infecgd3o €& endémica,
Esse novo mecanismo homeostidtico de manuteng¥o do polimorfismo da he-
moglobina S5 seria, assim, criado, portanto, no momentoc em que fol ins-

tituida a terapéutica efetiva para a tubercuiose pulmonar.



11-0OBJETIVO

O presente trabalho teve por objetivo investigar a eventual asso-
clac3o entre o trago falciforme e o tempoe de tratamento da tuberculosze
pulmonar, conforme a hipétese aventada por PINTO Jr.(1978). Para tan-
to, foi averiguado se:

1) a freqﬁéncia de heterozigotos AJ &, de fato, maior entre negrdi
ides em tratamento inicial da tuberculose pulmonar, ou seja, se esses
heterozigotos procuram atendimento médico mais precocemente que os pa-
ctientes com hemoglobinas normals;:

2) o8 heterozigotos AS obtém a cura clfnica mals cedo.

Em outras palavras, procurou-se investigar se o trago falciforme
realmente possui algum valor prognésﬁico em relac3o 3 tuberculose pul-

monar. Com isso, averiguou-se, também, a eventual seleglio favoridvel

dos heterozigotos AS pela tuberculose pulmonar.
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I11- CASUISTICA e Ke£TODOS

Foram examinados 300 paclientes (220 homens e 80 mulheres) negrdi-
des com tuberculose pulmonar (109 pretos e 191 mulatos), hospitaliza-
dos em diversos Sanatdriog Paulistas, de acordo com oz dados da tabela
VI. Dentre esses paclentes, 172 (109 homens e 63 mulheres) foram exami-
nados pelo Prof.Dr.Walter Pinto Jr. nos anos de 1977 e 1978 ,e 128
{111 homens e 17 mulheres) foram examinados pela autora no ano de
1985. Foram utilizados pacientes de varios sanatdérios a fim de diluir
eventuais efeitos de coleta preferencial, J4 que me zabe que o atendi-
mento cirdrgico n3o é felto em todos os hospitats para tratamento da
tuberculose, além do que o estado geral dos pacientes com tuberculose
puimonar varia muito nos diferentes sanatdérios de nosso Estado.

A idade dos pactentes varicu de 13 a 69 anos, com uma média de
33,38 anos e desvio-padr¥o de 11,90 anos.

Todos os pacientesg foram entrevistados para a obtencg¥oc dos dados
necessidricas ao preenchimento de uma ficha clinica, com especlial &nfa-
se, evidentemente, 3 data do diagndstico e ac tempo de +tratamento da
tuberculose pulmonar.

Apés a entrevista, foram retirados, por pun¢3o venosa, cerca de 5
m! de sangue de cada paciente, utilizando-se seringas e agulhas des-
cartdveis, sendo o sangue preservado em frascoe de vidro contendoe 5 mg
do anticoagulante etileno-diaminotetra—acetato de sdédio (EDTA).

0 sangue foi ent3o levado ao laboratério de Bioqufmica do Depar-
tamento de Genética Médica da Universidade Estadual de Campinas, onde

se procedeu a pesquisa da hemoglobina S, por eletroforese em fitas de
acetato de celulose e por um teste de solubilidade.

A eletroforese em fitas de acetato de celulose foil feita com so0-
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tabela I-DISTRIBUICAO DOS PACIENTES NEGR&IDES EXAMINADOS NOS DIVERSOS

SAKNATGRI0S PAULISTAS..
| HOSPITAL { CIDADE 1| HOMENS | MULHERES | TOTAL | X |
1_Nest.Goul.Reis |Araraquaral 90 b = I 20 _1_30.01
1_P.Hesp.Mandaquil S3o Paulgl 26 ____4____16 I 42 |_14.01
1l _San.Popular Se | C.Jord¥o | _____ - ____i___ 28 ___ |\ _ 28 1 9,31
1 _San.Paul .CTB. _| C.Jord3g | 27 __ .\ -} 27 __1__9,01
l_San.S5%c Paulo__1_C.JordZo_| = I 25 d___ 25 __1_.8.,41
1l _San.Popular S3 | C.JordZe |_____25 ____1_____ - l 25___1_.8.,4]
{ Sapn. Sfrdo 1 C.Jord%e 1\_____13 ____1____ - 1 13 l__4,31
l_San.Santa Cruz | C.Jord¥o | _ ___13 1 - _I___13 __1__4,31
1 _P.San.M.Tereza I __Cotia 1 ____08 1 04 |___ 12 __ 1 __4.01
1 _D.Leo.M.Barros | Sorocaba I|_____03 ____i____05_ ! 08 2.7
1 _San.N.Sra Merc.! C.Jord3c_)_____ o7 - ] o7 1__2.4]
1 _San.SH¥co Crist. | _C.Jord%o | o35 ___1 b 05 1 _1.81
1 _Guilh.Klvaro __1__Santos _| o2 ____1 01 03 __ i . 1,0]
l_San.3 de Out., 1 _C.Jord¥o | 1 __ .1 ___ 01 __ 1 02 __ 1 0,6l
! TOTAL ! i 220 | 80 [ 300 1100, 0}
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Obs. :1-Nestor Goulart Reis, 2-Parque Hospitalar do Mandaqui,3-Sa-
natério Popular §; ,4-Sanatdrio Paulista contra Tuberculose, 5-Sanatsé-
rio S%o Paulo, 6-Sanatdrio Popular Si3, 7-Sanatdrio Sirio, 8-Sanatério
Santa Cruz, S-Parque Sanatdrio Maria Tereza, 10-Dona Leonor Mende=s
Barrosg, l11-Sanatdério Nossa Senhora das Mercés, 12-Sanatdério S3o Cris-—

tévBo, 13-Gullherme Klvaro, 14-Sanatdrio 3 de Outubro.
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lucBes de hemoglobinas a 10X. Para o preparo dessas solu¢Bes, o sangue
foi centrifugado durante 10 minutos a 3000 rpm, aspirando-se, em sgse-
guida, o plasma sobrenadante e o creme leucocitiario, que foram despre-
zados. As hemdcias concentradas foram ent%o lavadas quatro vezes enm
solugdo salina a 0,9%, ou até que o sobrenadante ficasse lfmpido, sen-
do posteriormente hemolisadas. FPara tanto empregou-se um volume de
dgua destilada igual ao das hemicias concentradas e metade desse volu-
me de clorofdrmio.

0O hemolisado fot agitado fortemente durante 5 minutos antes de
ser centrifugado durante 30 minutos em alta rotac¥o. A Bolu¢¥%o de he-
moglobinas foi, ent®o, vertida para outro tubo, ficando, assim, pronta
para uso.

Para a realiza¢¥%0 da eletroforese de hemoglobinas em um sistema
"BOSKAMP” (BOSKANP GERATEBAU KG, Aleménha), com o emprego de fitaa de
acetato de celulose secaz e microporosas (Sartorius MHembranfilter,
GHBH, Alemanha), foram utilizados os seguintes reagentes, recomendados

1-Tamp3o tris-glicina pH 9,1 (9,4 g de tris hidroximetil-amtnome-

tano, e 15,067 g de glicina em um litro de dgua destilada).
2-Corante (0,5 g de amido negro 10B, 45 ml de metanol, 10 ml de
dcido acético glacial e 45 ml de Agua destilada).

3-Soluc§o descorante (45 ml de metanol, 10 ml de &dcido acético

-glactal e 45 ml de dgua destilada) -
Depois de manter as fitas de acetato de celulose durante 10 minu-
tos na solucg¥o tamp¥c, elas foram colocadas entre duas folhas de papel
| de filtro, para a retirada do excesso dessa solug3o, e poastas em uma

cuba de eletroforese cheia da mesma solu¢¥o tamp3oc. Com o auxrilio de
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um aplicador depositou-se, entdo, a solugdo de hemoglobinas sobre a
fita, promovendo—-se a corrida eletroforética durante uma hora, sob uma
diferenca de potencial de 250 volts.

Ags fitas foram retiradas d% cuba de eletroforese e mantidas no
corante durante 10 minutos, apds os quais fez-se a descoloragdo do
fundo por lavagens sucessivas com a solu¢do descorante.

Visto que a eletroforese de hemoglobinas em fitas de acetato de
celulose em pH 9,1 impossibilita a disting%o entre a hemoglobina S5 e
outras hemocgiobinas do grupo +1, que ocupam a mesma posic¢3o eletrofo-
rética, a confirmag3o da hemoglobina S foi feita por meio do teste de
solubilidade de LQUDERBACK et al (1974), reallizado independentemente
dos exames eletrofordéticos.

A exemplo de outros testes de solubilidade, essa técnica vale-se
da baixa sclubilidade da hemoglokina § em tamp@es fosfato de alta mo-
lartdade. O teste de LOUDERBACK et al (1974) apresenta, porém, maior
precisgfo que os outros testes de solubilidade, porque a sua eficiéncia
é mantida mesmo em casos com menos de 4 g% de hemoglobina & em sangues
estocados em geladeira por mais de 30 dias, além de ser capaz de dife-
renciar os heterozigotos AS dos homozigotos SS e estes dos heterozigo-
tos SD.

Para a sua realizagZo foi utilizada a seguinte solug3do de preparo

recente:
_ditionito de s6dic (agente redubor) .. ...veueurennenennn.. 1 g
—-saponina (detergente) . ... .. ... . ... ... i i i i 1 g
~tampZ%0 de sulfato de ambnia............. ... ... 100 mi

0O tamp3o de sulfato de aménia foi preparado pela dissolug3o de

280 g de (NHy),; S04 em um litro de dgua destilada, ajustando-se o pH
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para 7,1 + 0,1 com K;HPO4 em solugio molar.

O teste fol feito em duas fases, na primeira das quais foram pi-
petados 2 ml da solugdo trabalhp em tubos de ensaio numerados. A cada
tube foi acrescentado 0,1 ml de sangue total dos individuos examina-
dos. Os tubos foram itnvertidos varias vezes para homogeneizZar o seu
contelddo e mantidos em repouso, a temperatura ambiente, durante 5 mi-
nutos. Em seguida, os tubos foram examinados contra uma fonte de luz,
mantendo-os na frente de um cartZ no qual estava inscrita uma letra
de cor preta. Se a letra pudesse ser lida, o sangue era classificado
como n¥3o contendo hemoglobina S. Caso contriério, o sangue era consilde-
rado contendo hemoglobina S, podendo pertencer a um homozigoto ou a
um heterozigoto do gene dessa hemoglobina. Para determinar o gendtipo
hemoglobfnico, os tubos foram centrifugados durante 3 minutos a 5.000
rpm, juntamente com um tubo controle de sangue de um individuo normal.
Apés a centrifugacdc, os tubos foram examinados contra uma fonte de
luz para verificar os seguintes resultados:

a) tubo controle: sobrenadante lfmpldo de cor vermelha e pequeno
precipitado branco (estroma das hemicias ).
b) tubo com hemoglobina S:
b.l1-heterczigote: sobrenadante |impido de cor rdsea e pequeno
precipitado vermelho.
b.2fhomozigoto: sobrenadante limpldo de cor amarelada e grande
precipitado vermelho.
Para a andlise estatrstica dos dados obtidos, utilizou-se o teste
do qui-quadrado para comparacdo de proporgBes, aplicado a tabelas de

conting&ncia.
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[V-RESULTADOS
Dentre os 300 pacientes averiguados, 26 eram heterozigotos AS,
resultando numa Freqﬁéncia de B,6X de portadores do traco falciforme.
As frequé@ncias de heterozigotos AS observadas nas vdrias cidadea-sede

dos sanatdrios s3o especiflicadas na tabela II.

TABELA 11-FREQUENCIAS DE HETEROZIGOTOS AS OBSERVADAS NAS DIVERSAS CI-

DADES-SEDE DOS SANATORIOS.

i __CIDADE___1_n2 DE PACIENTES_ | FREQUENCIA DE _AS_(%) i
l Areraquara i _______ 90 i ______ 5,5 ______ 1
1 C. Jorddo_ _\_ 144 _____ 1 __________9.0 _______1i
1_S%o_Paulo _1____ 42 S 11,8 . _____1L
l_outras 1\ __ 24 S N 8.3 ____.__1
| TOTAL t 300 | 8,6 |

Nas tabelas IIIl e IV s%o apresentadas as distribuic®es dos pa-

cientes AS e n3oc AS, respectivamente, por tempo de tratamento.
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Como & possivel observar nessas tabelas, existe um acumulo de
pacientes tanto AS quanto n3o AS nos seis primeiros meses de trata-
mento. lsso se deve, evidentegente, ac fato de o tratamento inicial da
tuberculose pulmonar t&r a durag3o minima de seis meses. Os pacientes
que ultrapassaram seis meses de tratamento, n%o responderam satisfatd-

riamente a fase terapéutica inicial.

TABELA 111- DISTRIBUICKO DOS PACIENTES AS QUANTO AQ MES DE TRATAMENTO

1_MES_DE_TRATAMENTO_!_N2 DE_PACIENTES |....DISTRIBUICKO.............
1 5 | =========z=z==z==-===========z===
2 5 | ====zszszozrzs=ssszssssoo=====
3 3 | =================
4 4 |=zzm========z==z=z=======
5 @) !
6 2 |===========
7 1 |=====
8 0 |
E 1 |=====
10 0 !
11 0 |
12 1 |=====
+12 4 | =========s====s========
TOTAL 26
Obs.~ ":” s3%c meses em que o numero de pacientes = 0
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TABELA 1V- DISTRIBUIGCKO DOS PACIENTES NAXO AS QUANTO A0 TEMPO DE TRATA-

MENTO.
I _MES_DE_TRATAMENTO | _Ne DE PACIENTES |........... DISTRIBUICKO........
1 53 |======z==z==s=s=sssc-sssxczs==o======
2 32 |====z=====zzzz=z====
3 44 |======c==ssoscsnsssocooo=====
4 26 |=======z==s=s===
5 16 | =========
& 21 |====ss====x==
7 B | ======
8 2 ==
9 3 ==
10 2 j==
11 : 1 i=
12 9 |======
+12 58 |=s==z==sc==zs=sss=ss====ss=sssss
- TOTAL 274 I |

Cbs.-":"” significa que nesse intervalo de meses o n? de pacientes =0
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Classificando-se a amostra de pacientes de acordo com o tempo de
tratamento, n¥%o se observou um acumulo de portadores do traco falci-

forme em nenhum dos sub-grupos (Tabelas V e VI).

TABELA V-DISTRIBUICXO DOS INDIVIDUOS AS NAS SUB-AMOSTRAS COM TEMPO DE
TRATAMENTO VARIKVEL.

L_MESES DE_TRATAMENTO ) __AS__|__NXQO AS__i__TOTAL__|
| I £ 6 1 18 3192 __1___211 __|
l Z-_12 1. Q3 4 . _ 4 1 ___ 7.1
| I 2.2 ___1_.04 _|_____ 28 1 ___.82 __|L
| . TOTAL_________ l__26__1I 274 ) 300 |

XoF 0,6372 ; 0,70<P<0,80
TABELA VI-DISTRIBUICXO DOS HETEROZIGOTOS AS POR BIMESTRE NA SUB-AMOS-

TRA EM TRATAMENTO INICIAL DA TUBERCULOSE PULMONAR (<6me-

ses) .

I _MESES DE TRATAMENTO | _AS. | __NXQ AS__ | _TOTAL_ |
| b 2L 1Q ) .83 __ L. __83 _1
| 3_-_4 | .l ___ 89 ____ | 76 _}|
| S - & . ______l___2_ ). 35 ___|__.37__1
l TOTAL._______1__18 )\ 187 ___1__206 _|

2
X Q)= 0,9044 ; 0,50<P<0,70

Mesmo comparando-se a propor¢¥o de heterozigotos AS observada
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na subamostra de pacientes virgens de tratamento, ou seja, nagueles
recém-admitidos nos sanatdérios, com a observada entre pacientes com
mais de um ano de tratamento também n¥%o se constatou nenhuma diferenca

significativa (tabela VII}. E importante notar que todos os pacientes
estavam recebendo o mesmo esquema terapéutico (estreptomicina, rifam-

picina e pirazihamida).

TABELA V1]1-COMPARACXO DA PROPORCAQ DE HETEROZIGOTOS AS ENTRE PACIENTES

VIRGENS DE TRATAMENTO (VT) E COM MAIS DE 12 MESES DE TRATA-

MENTO.

| R vf__ 1 5.1 ___ 65 i 70__1
L 2l . F__4.1__.58 __ | __.62 I
LSV TOTAL ______1 9.} _123 L __132_ |

2
X \)= 0,0247; 0,80<P<0,90

Conforme é possfvel constatar nas tabelas VIII e IX, respectiva-

mente, a propor¢3o de heterozigotos AS também n%o variou significati-

vamente de acordo com a faixa etdria e o sexo dos pacientes.
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TABELA VIII- DISTRIBUICXO DOS PACIENTES SEGUNDO A FAIXA ETKRIA E O TI-
PO HEMOGLOBI(NICO.

b 10 2. Q0 ____ | 4 1 ___ 27 _1___31__1
e €0 a 3Q______ 1 101 ___ 72 1__82__1
i 30.2 40 ____| 8 1____94 _|__102__I
l 40_3_50 b2 ) __ 43 __1__ B1i__1
| S0 _a €0 ____ 1 2 1 __ 22 1 24 1
l €Q 2 70 _____)1__Q t 10 _1__ 10 _1I
l TOTAL_______1. 261 274 _1|__300 _}

ol
K 15) =4,5944; 0, 30<P<0,50
Obs.:As falxas etirias foram classificadas com base no des-

vio-padr¥o das idades dos pacientes.

TABELA 1X- DISTRIBUICXO DOS PACIENTES DE ACORDC COM O SEXO E O TIPO
HEMOGLOBINICO.

1___SEXQ ___1_AS_| NXO AS | TOTAL_|
I _masculino | _17 | 203__1__220 _1
l feminino I __3 1\ __ 71 __1___ 80 |
1___TOTAL___1_26_|_ _ 274 _i__300__1

X =0,9197; 0,30<P<0, 50
Procurando-se uma eventual correlac3o entre tempo de tratamento
da tuberculose pulmonar e a idade do paciente, realizou-se um teste de
regressdc com essas duas varidveis. Na amostra de pacientes com traco

falciforme, ndo foi encontrada nenhuma correl agio {r=-0,0522;
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t=0,25607, 0,70<P<0,80). No entanto, na amostra de pacientes n%o AS
fol encontrada uma correlacg8o positiva entre essas duas varidveis
(r=0,1976;t=3,32437, P<0,001).

Retirando-se da amostra os pacientes com tempo de tratamento { 6
meses, obteve-se uma correlagdo positiva mais acentuada nos pacientes
ndc AS (r=0,2794;t=9,82420, P<0D,001}) e uma correlac3o negativa entre
os paclentes portadores do trago falciforme (r=-0,7757;t=6,02130,

P<0,001).
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V-DISCUSSXO0

Ao analisar os dados obtidos no presente trabalho, chama a aten-
¢%o, em primeiro lugar, a Freqﬁéncia do trago falciforme observada na
amostra de pacientes tuberculosos negrdides (8,6%) que n3c diferiu
gignificativamehte da freqﬁéncia egperada ac acaso nas populacBes ne-
gréides do Sul e Sudeste do Brasil, ou zseja, 6,6% ( Xja)=0,006; 0,90<
P<0,95). Considerando-se as cidades-sede dos diversos sanatdérios, tam-
bém n¥o foram observadas frequénclas do traco falciforme que diferis-

sem significativamente da esperada casualmente na populac¥o (tabela

VII).

TABELA X-COMPARACXO ENTRE AS FREQﬁtNCIAS DO TRACO FALCIFORME OBSERVA-
DAS NAS SUB-AMOSTRAS DE PACIENTES TUBERCULOSOS NEGR&SIDES
DAS DIFERENTES CIDADES-SEDE DOS SANATSRIOS E A ESPERADA AO

ACASO ENTRE NEGRSIDES DO SUL E SUDESTE BRASILEIROS (6,6%).

i ___CIDADE____| FREQ. de HETEROZ.AS_! _ X4 | PROBABILIDADE I
1. __S3c Paulo | ————_D,119 1_0,0425_1__0,.80<P<L0,90 I
i__C._Jordfio___| _--0.090________1 0,0087 1 _0.90<P<Q.95__I
1__Araragquara__| Q.055 10,0018 1 0,95¢<P<0,98__1
l____Outras ___1i 0.083_ __1.0.0043_1__0,90<P<0,95_ 1
L __TOTAL____)________ 0.086________1_0,0060_|__0,90<P<0,95__1

E importante ressaltar que a proporcic de pretos na amostra ne-

grélde examinada (36,3%) n3o diferiu significativamente da observada
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por SALZANO et al (1968) entre 2.722 negrdides Sul-bragileiros da
popul agdo geral, ou seja, 32,5% (‘X_i3=1,8336; 0,10<P<0,20). Pode-se
dizer, portanto, qua a proporc3o de pretos e de mulatos na amostra
examinada n%o interferiu nos resultados obtidos, sobretudo no cilculo
da prevaléncia de portadores do trago falciforme, ilustrando satisfa-
tortamente o que se passa na popula¢3o negrdide em geral. Quanto a
esse aspecto, é interessante comentar que na amostra examinada por
RAMALHO e BEIGUELMAN (1977) a propor¢%o de pretos (33,1%) também n¥o
diferiu da observada por SALZANO et al (1968) (3LQQ) =0,0284; 0,80<

P<0,90), enquanto que na amostra negréide examinada por PINTO Jr
(1978) a proporg¢do de pretos (17,8%) fol significativamente menor ( jén
=34,0857; p<<<0,001).

A preval@ncia do trago siclé@mico observada no presente trabalho
apdia, portanto, a terceira hipdtese aventada por RAMALHO e BEIGUELMAN
(1977), segundo a qual os efeitos clinicos da interac®o entre o trago
falciforme e a tuberculose pulmonar seriam Incapazes de alterar a
frequéncia de heterozigotos AS entre os paclientes dessa doenca. Nesse
aspecto, os resultados obtidos concordam com os de ROSENBLUM et al
(1955), RYAN et 3]l (1955) e PINTOD .Jr (1878), reforcando a idéia de que
a assoclag¢do entre o trago falciforme e a tuberculose puimonar obsger-
vada por WEISS e STECHER (1952) e por  RAMALHO e BEIGUELMAN - (1877)
possa realmente ter sido espuria, como, alids, esses dltimos autores
tiveram o cuidado de ressaltar. -

Levando-se em conta o tempo de tratamento, n%¥o se observou um ex-
cesso de heterozigotos AS entre os pacientes com menos de 6 meses de

terapia (tabelas V e VI). Curiosamente, tal excessoc também n3c fol! ob-

servado mesmo entre os pacientes virgens de tratamento, ou seja, na-
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queles recém—-admitidos nos sanatdrics (tabela VII). Egses resultados,
evidentemente, n¥o favorecem a hipétese aventada por PINTQO Jr (1877),
segundo a qual os paclientes tuberculosos portadores do trago falcifor-
me procurariam atendimento médico mais precocemente que os pacientes
com hemoglobinas normais, por manifestarem, geralmente, a forma exsu-
dativa da doenga, mals incBmoda.

Além disso, também n¥o se observou menor prevalfncia de hetero-
zigotos AS na amestra de pacientes com mais de um anc de tratamento
(tabela V), © que poderia indicar uma cura mais répida por parte des-
ges portadores do trago falciforme.

Esses dados, em conjunto, n%o favorecem a hipdtese, portanto, de
que o trago falciforme confira algum valor prognéstico & tuberculose
pulmonar, antecipando o fniclo do tratamento ou modificando a durac3o
da doenca.

Da mesma forma, o sexo e a faixa etdria também n¥o influénciaram
na prevaléncia do trago falciforme observada na amostra examinada (ta-
belas VIII e 1X).

A correlacg¥o positiva encontrada entre o tempo de tratamento e a
idade nos pacientes n¥o AS seria esperada, uma vez que parece razodvel
admitir que, 3 medida que aumenta a idade do paciente, o tempo de tra-
tamento também tenderia a aumentar, em decorréncia da menor resposta
terapéutica observada em pacientes de maior idade. J& a correlac3o ne-
gativa entre esgas duas varidveis observéda nos pacientes portadores
do trago falciforme n¥oc serd interpretada , uma vez que tal amostra é
reduzida. Seria Interessante, no entanto, que essa eventual correlaco
fogse melhor investigada em outros estudos.

Os resultados obtidos no presente trabalho também falam contra a
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possibilidade, evidentemente, de os heterozigotos AS sofrerem seleclo
favordvel pela tuberculose pulmonar, descartando a hipdStese de que a
introducdo da terap8utica apti—tuberculose tenha c¢riado um novo meca-
nismo homeostitico de manutenc¥o do polimorfismo da hemoglobina S.
Assim sendo, parece claro que o problema da manutenc¥o do poli-
morfismo da hemoglobina S longe estd do seu perfeito esclarecimento.
De fato, da mesma forma que ocorre com a tuberculose pulmonar, a han-
senfase também parece n¥o contribuir para a manuteng¥o desse polimor-

¢8es entre a hemoglobina 5 e a maldria merecem ser revistas (PINTC Jr,
1978), as relac%es entre essa hemoglobina e outras doengas Iinfecciosas
e parasitiarias, sobretudo a febre reumatica, ainda necessitam ser me-

lhor investigadas (SERJEANT, 1974; RAMALHQ, 1986).
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VI-RESUHO E CONCLUSSBES

As consequéncias clfnicas da interag3o entre o trago falciforme e
a tuberculose pulmonar ainda constituem um assunto bastante controver-
tido .PINTO JR.(18978) aventou a hipétese de que a diversidade dos re-
sultados obtidos em estudos dessa natureza talvez dependesse do tempo
de tratamento das amostras de negrdides estudadas. [sso porque os pa-
cientes tuberculosos com hemoglobina S poderiam procurar tratamento
médico mais precocemente, em, virtude de sua tendénecia a manifestar a
forma exsudativa da doencga,mais incébmoda, e, portanto, teriam cura
mais rdpida. Assim, as amostraa de paclentes em infcic de tratamento
apresentariam uma freqUéncia mais elevada de portadores do trago fal-
ciforme.

0O presente estudo teve por objetivo testar essa hipdtese, através
da andlise de 300 paclentes tuberculésos negréides internados em va-
rios sanatdrios paulistas, averiguados quanto ao tempo de tratamento e
ao fendtipo hemoglobinico.

A presencga do trago falciforme foil investigada por eletroforese
de hemoglobinas em fltas de acetato de celulose, pH alcalino e por um
teste de solubilidade para a hemoglobina S (teste”Sickle-1D").

A frequéncia de portadores do trago falciforme encontrada na
amostra total fol de B,6%, n3o diferindo da esperada ao acaso ha popu-
lag¥o negrdide. Por outro lado, a preval@&ncia de portadores do tracgo
Faiciﬁormé n¥o variou nas subamostras classificadas quanto ao tempo de
tratamento, faixa etdria e sexo.

Og resultados do presente trabalho permitiram, portanto, as se-
guintes conclus@es:

1)A frequéncia de portadores do traco falciforme entre negrdides



tuberculosos n3o deve realmemte diferir da observada na populagfio ne-
gréide em geral, favorecendo uma das hipéteses aventadas per EAMALHO e
BEIGUELMAN (1977), segundo a qual os efeitos clinicos da interagso en-—
tre o trago falciforme e a tube;culose pulmonar seriam incapazes de
alterar a freqﬁéncia de heterozigotos AS entre os pacientes com essa
doenca.

2)0s pacientes tuberculosos portadores do traco falciforme prova-
velmente n3o procuram atendimento médico mais precocemente que os pa-
cientes com hemoglobinas normais.

3)0 trago falciforme parece n3%o conferir nenhum valor progndéstico a
tuberculose pulmonar, n%o antecipando o infcio do tratamento nem dimi-
nuindo a durag¢fo da doenca.

4)A terap@utica anti-tuberculose provavelmente n%0 criou um novo

mecanismo homeostdtico de manutengfo do polimorfismo da hemoglobina S.
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APENDICE

1-Reta de Regress®o da Correlag3o entre tempo de tratamento e

ldade dos pacientes com tracgo falciforme.
tempotra
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r="0,6522 , t=0,25607 , 0,70<P<0,80 , b=-0,08409
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2-Reta de Regress¥o da Correlac¢do entre tempoe de tratamento

idade dos pacientes ndo AS

tempotra
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r=0,1976 , t=3,32437 , P<0,001 , b=0,72979
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3-Reta de Regressio da Correla¢do entre tempo de tratamento e
idade dos pacientes com traco falciforme excluindo-se a sub-amostra

& meses de tratamento

tempotra
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r=-0,7757 , t=6,02130 , P<0,001 , b=-1,71445
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4-Reta de Regress¥o da Correlag¢¥o entre tempo de tratamento e

tdade dos pacientes n¥3o AS, excluindo-se a sub-amostra com £ 6 meses

de tratamento

tempotra
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r=0,2794 , t=9,82420 , P<0,001 , b=1,53309
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