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RESUMO

Introducao: As hemoglobinopatias constituem o distirbio genético de maior
prevaléncia na raca humana, sendo a Doenga Falciforme a mais freqiente dentre
as hemoglobinopatias chegando a atingir 1 a cada 500 individuos da raca negra.
No Brasil estima-se a presenca de 6.000.000 de portadores para esta doenca.
Justificativa: Com a triagem neonatal podemos avaliar a freqiéncia real dessas
alteracoes hemoglobinicas. Objetivos: Verificar a freqliéncia génica das
hemoglobinopatias na regidao metropolitana de Campinas diagnosticada pela
triagem neonatal. Casuistica: Os resultados de 12 anos de trabalho foram obtidos
da triagem neonatal para hemoglobinopatias, no periodo entre 28 de agosto de
1992 a 31 de dezembro de 2004. Materiais e Métodos: A triagem para
hemoglobinopatias foi realizada inicialmente pela técnica de eletroforese em
acetato de celulose em amostras de sangue obtidas do cordao umbilical no
momento do nascimento. Posteriormente, esta técnica foi substituida pela técnica
de focalizacao isoelétrica em gel de agarose, e as amostras de sangue passaram
a ser coletadas em papel filtro da puncao plantar da crianca ap6s 48 horas de
vida. Resultados: Foram analisadas 433.306 amostras de recém nascidos no
periodo de 28 de agosto de 1992 a 31 de dezembro de 2004, 128 (0,029%)
doentes falciformes foram detectados e inseridos no Programa de Atencédo ao
Doente Falcémico do Centro Infantil Boldrini. Em 7.494 neonatos foi identificado o
traco falciforme, o que corresponde a freqiéncia de 1,73% na populagao

estudada. Ja o portador de traco C foi encontrado a freqiéncia de 0,53%.
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ABSTRACT

The hemoglobinopathies are the genetic pathology of higher prevalence in the
human race, and among them the most frequent is the Sickle Cell Disease,
reaching frequency of at least 1 in 500 individuals of the black race. In Brazil there
are the presence of 6.000.000 carriers for this disease. With the neonatal
screening, we can evaluate the real frequency of hemoglobin alterations. We
obtain the results of 12 years of work, from the neonatal screening for
hemoglobinopathies, in the period between August 28, 1992 and December 31,
2004. Initially, the screening for hemoglobinopathies was carried by the
electrophoresis in cellulose acetate in blood samples from the umbilical cord at
birth. More recently, this technique was replaced by isoelectric focusing on agarose
gel, in blood samples collected in filter paper by hell pick in children after 48 hours
of life. We screened the 433,306 newborn samples in the study period and 128
patients with sickle cell disease were identified and refered to Sickle Cell Disease
Attention Program. In 7.494 newborn the sickle trait was identified, corresponding
to 1,73% incidence. In addition, the C trait carrier was found, corresponding to

0,53% incidences.
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Carmen Silvia Gabetta

INTRODUCAO

1 - Hemoglobina Normal

No Homem, como em todos os vertebrados, o transporte de O,, para os
tecidos é realizado por pigmentos respiratérios localizados no interior dos glébulos
vermelhos. Estes pigmentos, denominados hemoglobinas (Hbs), transportam o
oxigénio de forma muito mais eficiente do que as proteinas plasmaticas
encarregadas dessa fungcdo em alguns animais inferiores (RAMALHO & PAIVA
SILVA, 2000). A hemoglobina (Hb) é composta pela conjugagcdo de um pigmento,
0 heme, e de uma proteina, a globina. O heme € um complexo formado por um
atomo de ferro, situado no interior de uma estrutura porfirinica que mantém o
estado ferroso e d4 a cor vermelha caracteristica da hemoglobina. A globina
consiste de dois pares de cadeias polipeptidicas — o tetramero — com um total de
574 aminoacidos formando uma molécula tetramerizada que apresenta dimensoes
de 50 x 55 x 64 nm e peso molecular de 64.458 daltons. (NAOUM, 1987). O
tetramero é constituido por duas cadeias globinicas do tipo alfa (o) que possuem
141 aminodcidos, e cujos genes estdo localizados no cromossomo 16; e por duas

cadeias globinicas do tipo beta () com 146 aminoacidos localizados no

Introdugéo
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cromossomo 11 (HIGGINS & CLARKE, 2000). A figura 1 mostra a representacao

esquematica da molécula de hemoglobina.

HEMOGLOBIN
Heta Globin

- '..I:_ . 2.
Alpka Globin L = Alpha Globin

Figura 1: Representacdo esquematica da molécula de hemoglobina. (Ribeiro, D.M.; 2002)

Introdugéo
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Fase embrionaria

Nos primeiros dias de vida intra-uterina, antes mesmo da formagdo do
sistema placentario, as células embrionarias obtém O, dos tecidos adjacentes, por
meio de Hbs que possuem alta afinidade pelo O,: as Hbs embrionédrias. As Hbs
embrionarias sao formadas por pares de dimeros de cadeias zeta e épsilon ({2 €2),
que formam a Hb Gower-1, por pares de cadeia zeta e gama (L2y2) que formam a
Hb Gower-2 e por pares de cadeias alfa e épsilon (a2 €2) que formam a Hb
Portland (NAOUM, 1987). A sintese de cadeias épsilon (¢) e zeta ({) sé&o
praticamente suprimidas apds os trés primeiros meses de gestacdo, embora
possam continuar a serem sintetizadas em criangas com determinadas aberracoes
cromossdmicas, sobretudo a trissomia do grupo D (RAMALHO & PAIVA SILVA,

2000).

Introdugéo
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Fase placentéria ou fetal

Apds a organizacao do sistema placentario, o feto passa a obter O, por meio
do sangue da mae, através da placenta. Tal fungdo € exercida pela Hb Fetal
(a2y2), cuja interacdo com outros elementos da hemacia fetal confere maior
afinidade pelo O, do que a apresentada pela heméacia materna. A Hb fetal inicia
sua producdo na quarta semana de gestacdo com aumento do seu nivel
quantitativo progressivo ao desenvolvimento fetal. A Hb A composta por dimeros
de cadeias alfa e beta (a2B2), é sintetizada a partir da décima semana, e se
mantém em concentragdes préximas a 10% até o nascimento (NAOUM, 1987).

Ja a Hb A, (0282) comega a ser produzida na 25% semana de gestacdo em
concentracbes reduzidas que permanecem até o nascimento, aumentando
lentamente até estabilizar-se no sexto més de vida (2,5 a 3,7% da concentracéo
da Hb). A partir deste ponto, a molécula de Hb predominante sera a Hb A1 (c.2B2),
constituindo 96% da concentracdo de Hb do adulto (NAOUM, 1987). Varios
trabalhos demonstraram que ap6s o0s seis meses de idade, os loci y entram
praticamente em repouso, mantendo uma atividade muito pequena. Em uma
hemoglobinopatia denominada Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal
(PHHF), tal inativacdo nao ocorre e a Hb F continua sendo produzida por toda a

sua vida. Também em outras hemoglobinopatias, como a Anemia Falciforme e a
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Talassemia Maior, niveis elevados de Hb F podem ser encontrados na vida adulta.

(RAMALHO & PAIVA SILVA, 2000).

2 - Hemoglobinas Anormais

Os distarbios hereditarios da Hb humana sdo denominados
Hemoglobinopatias, e sdo doengas geneticamente determinadas que apresentam
morbidade significativa em todo o mundo (THOMPSON, McINNNES & WILLARD,

1993).

As alteracbes hereditarias das Hbs afetam as cadeias polipeptidicas e
podem ser divididas em 2 grandes grupos: as hemoglobinopatias estruturais e as

hemoglobinopatias por deficiéncia de sintese.

Nas hemoglobinas estruturais ocorre a alteragdo na estrutura de um ou
mais tipos de cadeias polipeptidicas que entram na composicao da Hb. Na grande
maioria dos casos tais alteragcdes sdo causadas por mutacdes de ponto, que
determinam a troca de um amino&cido por outro em um dos tipos de cadeias
polipeptidicas (NAOUM, 1987). Além da substituicdo de aminoacidos, outras
alteragbes estruturais sdo possiveis; como a perda de um ou mais aminoacidos no

23 val—0

caso da Hb Freiburg (o2p2 ), a adicdo de um ou mais aminoacidos como na
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Hb Constant Spring (a2*3! #B,), a tetramerizacdo de cadeias B , na Hidrépsia Fetal
(Hb H = B4), os polipeptidios de fusdo no caso de Hb Lepore (a2sB2), entre outros

(MOO-PENN,1980 & STAMATOYANNOPOULUS,1987).

As Hbs anormais mais frequentes encontradas na populacdo sdo a Hb S e
a Hb C. Em sua forma de heterozigose a Hb S € denominada de Trago Falciforme
(AS) e em homozigose (SS), Anemia Falciforme (NAOUM, 1999; BONINI-

DOMINGOS, 1993 & EDELSTEIN,1996).

Muitas hemoglobinas tém sido identificadas em nivel protéico pela
mobilidade eletroforética em acetato de celulose e agar citrato, sendo descritas
mais de 800 variantes anormais de hemoglobina, e muitos defeitos moleculares
ainda nao foram determinados em muitas hemoglobinopatias (SCHNEE, et al,
1999 & WEATHERALL & CLEGG, 1993). Ja nas hemoglobinopatias por
deficiéncia de sintese ou Talassemias, ocorre uma depressao parcial ou total da
sintese de um ou mais tipos de cadeias polipeptidicas da globina. As Talassemias
podem ser do tipo o e do tipo B e determinam alteracbes quantitativas na

eletroforese de Hbs (NAOUM, 1987).

Introdugéo
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3 - Anemia Falciforme

A Anemia Falciforme foi descrita pela primeira vez em 1904, por James
Herrick durante uma investigagdo de um paciente negro que apresentava um
quadro hematolégico intrigante, com anemia grave, dor articular e dor abdominal.
Em 1910, ele publicou o caso com a seguinte descricdo: observaram-se
microscopicamente em esfregaco corpusculos sanguineos vermelhos peculiares
alongados e em forma de foice em um caso de anemia grave (HERRICK, 1910 &
OLIVEIRA, et al, 1996). Um pouco mais tarde em 1949, a descoberta de que a Hb
S (aQBsg) apresentava mobilidade eletroforética anormal, concedeu a Linus Pauling
e colaboradores o mérito de nomear a Anemia Falciforme como sendo uma

“Doenca Molecular” (PAULING, 1949).

A Doenca Falciforme originou-se na Africa, estendeu-se para a peninsula
Arébica, sul da ltdlia e india, chegando as Américas pela imigracdo forcada de
cerca de 3 a 4 milhdes de africanos trazidos ao pais como escravos a partir do
século XVI. Além da Africa e Américas, é hoje encontrada na Europa, em virtude
da migracdo voluntaria da Africa e do Caribe, principalmente para a Inglaterra,
Franca, Bélgica, Holanda e Alemanha, e em grandes regies da Asia. No Brasil,
distribui-se heterogeneamente. Na regido sudeste, a prevaléncia média de

portadores da Hb S € de 2%, valor que chega a atingir cifras de cerca de 6 a 10%

Introdugéo
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entre negros e pardos, no nordeste do pais (ZAGO, 1985, 1999 & SALZANO,

1982).

O conhecimento da Hb S teve um longo percurso dentro da histéria da
Medicina: seus primeiros casos foram relatados na Ameérica do Norte, em
escravos que, durante sua vida, apresentavam doenga cronica e a necropsia
apresentavam auséncia de bago. (RUIZ, 1985). Hoje se sabe que a Hb S é a mais
comum das alteracbes hematolégicas hereditarias conhecidas no homem. Sua
etiologia é génica, com padrao autossémico recessivo devido a uma mutacao no
gene de beta globina, produzindo alteragdo estrutural na molécula, onde ha troca
de um nucleotideo do cédon GAG para GTG, resultando na substituicao do acido
glutdmico pela valina na posi¢cdo de numero 6. O acido glutdmico é carregado
negativamente enquanto a valina € um aminoacido neutro, ou seja, ha uma perda
de duas cargas negativas por molécula de Hb, esta troca resulta em uma
mobilidade mais lenta da Hb S quando comparada com a Hb A em eletroforese de

pH alcalino e acido (NAOUM, 1987, BONINI, 1193 & EDELSTEIN, 1996).

A mutacado que deu origem a Anemia Falciforme surgiu na africa e atingiu
elevada prevaléncia em algumas populagbes. Acredita-se que em virtude da
vantagem seletiva dos heterozigotos frente a malaria provocada pelo Plasmodium

falciparum (HONIG,1986; KAM, 1990 & LIVINGSTONE,1976)

Acreditava-se que a mutacao teria ocorrido uma uUnica vez na historia da
humanidade, tendo-se espalhado através da migracao e da miscigenagao. O gene

B®, presente hoje em milhdes de portadores, seria derivado daguele Gnico mutante
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22



Carmen Silvia Gabetta

surgido ha alguns milhares de anos. Hoje existem evidéncias a favor de uma
origem independente da mutacdo G — T, que originou o gene B° em regides
geograficamente distintas da Africa e Asia (KULOZIK, et al, 1987,1986 &
PAGINER, et al, 1984). Essas evidéncias surgiram do estudo de polimorfismos
neutros dos grupamentos génicos das cadeias globinicas. O conjunto desses
polimorfismos determinou varios haplétipos. A descoberta dos haplétipos do gene
BS apresentou-se como importante elemento de andlise antropoldgica para estudo
das composi¢cdes populacionais, bem como objeto de estudo clinico, os quais
podem fornecer dados preditivos acerca da evolucao da doenca e de seu nivel de

gravidade (POWARS, 1991).

Esta mutacdo faz com que a Hb S sofra polimerizagdo em baixas
concentragbes de O, acarretando a deformacdo da hemacia e aumentando a
viscosidade sanguinea com formacao de cristais tactéides (RUIZ, 1985 & EATON,
1996). As células falcizadas passam entdo a apresentar a forma de foice com
consequéncias variaveis em seu portador, dependentes da quantidade de Hb S
produzida (NAOUM, 1987, BONINI, 1193 & EDELSTEIN, 1996). Como
consequéncia, ocorrem fendmenos de oclusdao de pequenos vasos, causando

enfartes com lesbes de 6rgaos diversos e episédios de dor.

As hemacias deformadas e enrijecidas sobrevivem menos em circulagao.
Sua destruicdo precoce € a principal causa de anemia nestas doencas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2001). Essas alteragdes sdo a base da fisiopatologia

das sindromes falciformes (RUIZ, 1985 & EATON, 1996).
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As hemoglobinopatias nas quais pelo menos uma das Hbs anormais € a Hb
S é denominada Doenca Falciforme. A denominacdo de “Anemia Falciforme” é
reservada para a forma da doenca que ocorre nos homozigotos SS. Entretanto, o
gene da Hb S pode combinar-se com outras anormalidades hereditarias das Hbs,
como a Hb C e a Hb D, resultando em heterozigotos compostos Hb SC e Hb SD
respectivamente; e na combinacdo com a Beta Talassemia resultando em
SpTalassemia, também conhecida como Microdepranocitose (MINISTERIO DA

SAUDE, 2001).

Os portadores heterozigotos da Hb S, ou seja, o traco falciforme sao os
portadores assintomaticos, representados laboratorialmente por Hb AS. Os
portadores ndo apresentam a doenca, nem possuem anormalidades no numero e
forma das hemacias, geralmente evidenciadas por analise de rotina (NAOUM,
1987, BONINI, 1993). Embora o Traco Falciforme comumente seja assintomatico,
ha relatos de morte subita e complicacées clinicas, tais como: hematuria,
hipostenuria, embolismo pulmonar e infarto esplénico especialmente quando os
portadores sdo expostos a condigcdes extremas de baixa tensdo de O, como
ocorre em esforgos fisicos extenuantes, despressurizacdo da cabine de véo e em

grandes altitudes (HARKNESS, 1989).
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4 - Doenca SC ou Hemoglobinopatia SC

A Hb C foi descrita pela primeira vez por Itano e Neel, em 1950. Hunt e
Ingram, em 1958, revelaram que esta Hb é uma variante originada pela
substituicdo do acido glutamico por lisina na posicao 6 da cadeia beta globina. A
troca de um aminoéacido de carga negativa (Glu) por outro de carga positiva (Lis)
altera completamente a mobilidade da Hb mutante, conferindo caracteristicas
estruturais e funcionais préprias a molécula, facilitando a sua identificacao por
métodos de rotina diagnéstica. (NAOUM, 1987). A Hb C é um tipo de Hb que
desencadeia a formacao de cristais no interior da hemacia, tornando-as mais
rigidas, e como conseqiiéncia uma destruicdo mais rapida pelo sistema reticulo-

endotelial. (NAOUM, 1987 & RAMALHO, 2000).

Acredita-se que a Hb C se originou na costa Oeste da Africa, onde a
prevaléncia da heterozigose (Hb AC) alcanca valores de 15 a 30% da populagéo
(NAOUM, 1987 & LUKENS, 1998). Nos Estados Unidos, 2 a 3% dos negros
americanos sao portadores do Traco da Hb C (LUKENS, 1998). Por outro lado, no
Brasil estima-se que aproximadamente 1 a 3% dos negros sejam portadores deste
traco (RAMALHO, 2000). A distribuicdo da Hb C € muito mais limitada quando
comparada a Hb S e restrita a area do norte de Ghana e Upper Volta, onde a
prevaléncia de trago C atinge propor¢gées em torno de 20%. Na regido do Caribe e

América do Norte acredita-se que 3,5 a 2% da populacédo negra seja portadora do
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traco C, respectivamente (EDINGTON, 1956 & SANSARRICQ, 1974). Foi
demonstrada alta prevaléncia de Hb C em material genético coletado da tribo
Bedouin localizada ao norte de Israel (RACHMILEWITZ, 1974), e acredita-se que
este achado pode representar uma nova mutagdo baseando-se na possibilidade

da presenca, nessa regido, de ancestrais africanos.

Varios trabalhos revelam que a doenca SC ou hemoglobinopatia SC é
comum no oeste da Africa e geralmente é confinada & pessoas desta origem. A
prevaléncia desta doenca pode ser determinada pela frequéncia relativa dos 2
genes. No oeste da Africa onde ambas Hbs S e C ocorrem em 20% da populacéo,
a prevaléncia da doenca SC ao nascimento pode ter indice de até 2% na
populagédo. Por outro lado em relagdo a populagdo negra da América do norte,
com freqliéncias das Hbs S e C em torno de 8 e 2% respectivamente, a
prevaléncia esperada € de 1 crianga a cada 1.000 nascimentos. Ja na Jamaica,
estudos revelam que na populagdo com o respectivo gendtipo apresenta
frequéncias de 10 e 3,5%, ou seja, 1 a cada 500 criancas tera a doenca SC.

(SERJEANT, 1992).

A doenca SC é geralmente uma patologia moderada que apresenta niveis
de Hb aproximadamente normais e uma discreta diminuicdo na média de
sobrevida destes pacientes. Alguns pacientes sao quase assintomaticos e o seu
diagnostico é freqlentemente realizado acidentalmente. Portanto os aspectos
clinicos da doenca SC em geral sdo refletidos mais tardiamente quando

comparados aos observados na anemia falciforme. Estudos realizados por
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WILLIANS et al, em 1986, em um grupo constituido de 166 criangas portadoras de
doenga SC, diagnosticadas ao nascimento, demonstraram que o primeiro sintoma
especifico foi a crise de dor refletida em 81% das criangas, dactilite em 14%,

infecg@o por pneumococo em 3% e sequestracao esplénica aguda em 3%.

Os heterozigotos da Hb C ndo s&o portadores de anemia e ndo apresentam
evidéncias clinicas de destruicdo aumentada das heméacias. Observa-se no
esfregaco sanguineo destes portadores, numerosas células em alvo (NAOUM,
1987). Desta forma, um hemograma rico em células em alvo indica a investigacao
dessa Hb anb6mala. Na eletroforese em acetato de celulose alcalina, a
hemoglobina C tem migracdo eletroforética lenta, sobrepondo-se a Hb A,. A
confirmacao da Hb C é realizada por eletroforese em gel de agar com pH 6,2, na

qual ela permanece préxima ao ponto de aplicacao do hemolisado.

Mesmo sendo assintomatico, seu conhecimento é de extrema importancia
para fins de aconselhamento genético. A Hb C pode combinar-se com outras
anormalidades hereditarias das hemoglobinas, como a hemoglobina S, resultando
na dupla heterozigose SC. Estudos de Ramalho e colaboradores (2000),
demonstraram que esta hemoglobinopatia € a segunda sindrome falciforme mais

frequente no Brasil, afetando cerca de 0,03% da populagao negroide.
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5 - Triagem Neonatal

As hemoglobinopatias hereditarias estdo incluidas entre as doencas genéticas
freqlientemente encontradas na populagdo humana. Este fato contribuiu para que
tais doencas tenham sido as primeiras para as quais foram implantados
programas comunitarios de investigacdo e controle, sobretudo nos paises mais
desenvolvidos do hemisfério norte. A alta prevaléncia das hemoglobinopatias,
associada a gravidade das manifestagbes clinicas dos homozigotos, faz destas

um grave problema de saude publica (RAMALHO, 2000).

A criacao de programas desta natureza nos paises de terceiro mundo vém
sendo estimulada por varios érgaos internacionais, como a Organizacao Mundial
de Saude (WHO, 1983), a Academia de Ciéncias do Terceiro Mundo (TWAS,

1986) e a Organizagdao Pan-americana de Saude (OPS, 1987) (RAMALHO, 1996).

O primeiro programa de triagem foi iniciado amplamente em 1975 no estado de
Nova lorque, e foi implementado totalmente em 1978. Quase que ao mesmo
momento outros estados como: Colorado, Geodrgia e Texas, também iniciaram
precocemente os seus programas de triagem (GROVER, 1978 & SCHEDBAUER,
1989). Estes programas trouxeram informagbes pioneiras e de extrema
importancia para a realizacdo da triagem neonatal. Além disso, forneceram

informagdes basicas e criticas sobre as complicagcdées nos primeiros anos de vida
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das criangas por meio da coleta de dados, sugerindo que a detecgéo precoce das
hemoglobinopatias, pode reduzir significantemente a mortalidade e a morbidade
nestes doentes (EMBURY, 1994). Na ultima década um dos mais importantes
desenvolvimentos foi a demonstracdo satisfatéria de que a triagem para
hemoglobinopatias pode ser realizada com hemolisado preparado de sangue seco

coletado em papel filtro, utilizado para a triagem de doencas metabdlicas.

Baseando-se nestes relatos, varios grupos exploraram a possibilidade da
identificacdo precoce das criangcas portadoras da Anemia Falciforme e a
implantagdo de um acompanhamento médico sistematico. Inicialmente, foi
descritos por Vichinsky e colaboradores, em 1988, o desenvolvimento da triagem
neonatal, e determinacado do indice de reducao significativa da morbidade e da
mortalidade destas criancas portadoras de hemoglobinopatias. Estes
pesquisadores também concluiram com este estudo que a identificacdo precoce
de criancas com doencas falciformes, seguidas de cuidados médicos e
acompanhamento clinico, reduziram significativamente a morbidade e a
mortalidade das criangas com esta doenca, estabelecendo a identificacdo precoce
como um fator crucial para o aumento da sobrevida destas criangas (VICHINSKY,

1988).

Em 1986, Gaston e colaboradores demonstraram que a administracao de
penicilina oral em criangas com até 3 anos de idade, reduz o risco da infecgéo

pelo Streptococus pneumoniae em até 84% em criangas tratadas com penicilina

profilatica quando comparado com o grupo placebo. Estas medidas preventivas ja
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foram instituidas em paises do primeiro mundo a cerca de 20 anos e reduziram
significantemente a taxa de mortalidade em criangas com até cinco anos de idade,

para indices inferiores a 2% (GASTON, 1986).

As primeiras investigagdes sobre hemoglobinopatias, principalmente Anemia
Falciforme, que foram realizadas no Brasil, referente a sua importancia
populacional, foram descritas a partir da década de 30. Na década de 60, com a
implementacao das técnicas de eletroforese, passaram a ser estudadas os outros
tipos de hemoglobinopatias, assim como as hemoglobinas anémalas. Programas
pioneiros utilizavam amostras de sangue de corddo umbilical coletadas no
momento do nascimento e utilizavam como metodologia diagnéstica a técnica de
eletroforese em acetato de celulose e eletroforese em agar amido (GARRICK,

1973; PEARSON, 1974; SERJEANT, 1974 & SEXAUER, 1976).

Com o objetivo do diagnéstico precoce da Doenga Falciforme no periodo
neonatal e, mais importante ainda, a implantacdo de medidas especificas de
puericultura e vacinacao nestes doentes, foi iniciado em 29 de agosto de 1992, na
cidade de Valinhos, o programa piloto de Triagem Neonatal no CIPOI - UNICAMP.
A implantacao da técnica de coleta através do sangue de cordao umbilical garantiu
100% de cobertura dos partos ocorridos no municipio e o diagnéstico precoce
através da técnica de eletroforese em acetato de celulose, possibilitou a realizacao

dos exames diariamente.

Apds cinco anos, mais precisamente em 13 de janeiro de 1997, foi criada

em Campinas — SP, a lei municipal n° 9216. Esta lei garante, sobretudo a
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obrigatoriedade de realizacdo de exames diagnésticos para hemoglobinopatias no
periodo neonatal nas maternidades e estabelecimentos hospitalares congéneres
do municipio de Campinas. A partir desta data o programa iniciou a sua expansao
para as cidades pertencentes a regidao metropolitana de Campinas, perfazendo um
total de 35 municipios da Diretoria Regional de Saude de Campinas (DIR XllI),
totalizando 78 hospitais cadastrados. O programa entao instituido compreende até
hoje, além dos cuidados de puericultura e vacinacbes especificas, o
aconselhamento genético, treinamento das mées e familiares no manuseio destas
criangas, interacdo com a escola dos pacientes, suporte social, psicologico e

médico.

Em cumprimento a Portaria 822 / MS, de 06 de junho de 2001, que institui o
Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), o qual estabelece a criagao de
Servicos de Referéncia em Triagem Neonatal (SRTN) capacitados a realizar
exames diagnésticos para fenilcetondria, hipotireoidismo congénito e doenca
falciforme, o CIPOI - UNICAMP foi cadastrado em setembro de 2002 junto ao
Ministério da Saude como um SRTN, e toda a sua rotina técnica, laboratorial e
assistencial necessitou ser modificada e implementada para atender as exigéncias
da referida portaria. Em colaboracdo com a DIR XII, a partir de 19 de novembro de
2001, todas as amostras coletadas em sangue de cordao tiveram que ser
substituidas pela coleta de puncao plantar em papel de filtro, apés 48 horas de

vida.
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Dentre os beneficios desta portaria, deve-se mencionar a restauracao de
um dos principios fundamentais da ética médica, que é o da igualdade; garantindo
acesso gratuito aos testes de triagem a todos os recém-nascidos brasileiros,
independentemente da sua origem geografica, etnia e classe socio-econdmica

(RAMALHO, 2003).

Tendo em vista o pequeno numero de trabalhos que analisaram
quantitativamente os resultados oferecidos pela triagem neonatal para Doenga
Falciforme e outras hemoglobinopatias no Brasil, foi nosso objetivo estudar a
freqiéncia génica destas hemoglobinopatias na regido metropolitana de
Campinas. Sendo os resultados obtidos, um subproduto da Triagem Neonatal,
pudemos estabelecer a freqiéncia real dos alelos S e C em uma determinada

populacao de genes avaliados.
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OBJETIVOS

v' Verificar a frequéncia génica de hemoglobinopatias diagnosticadas pela
Triagem Neonatal na regidao metropolitana de Campinas pertencente a

Regional de Saude de Campinas, DIR XII.

v Verificar a freqliéncia dessas alteracdes por cidade.

v' Verificar se essas alteracdes encontram-se em equilibrio de Hardy e

Weinberg.

v' Comparar os resultados obtidos pelas técnicas de eletroforese e por

focalizacao isoelétrica.
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MATERIAIS E METODOS

1 — Amostras

Neste estudo foram analisados os dados referentes a triagem
neonatal para Doenca Falciforme e outras hemoglobinopatias no periodo
entre 28 de agosto de 1992 a 31 de dezembro de 2004. O sigilo quanto a
identidade dos portadores foi garantido e solicitamos a dispensa do uso de
termo de consentimento livre e esclarecido uma vez que utilizamos dados
numeéricos, e devido a dificuldade de localizacao de um contingente tao
grande de pessoas. As criancas que nasceram nos municipios pertencentes
a Divisdao Regional de Saude de Campinas (DIR-XII), que compreende 35
municipios (descrigdo dos municipios em Anexo 1), tiveram suas amostras
de sangue de cordao umbilical coletadas, e encaminhadas diariamente ao
Laboratério de Hematologia do CIPOI / UNICAMP para anélise. Com o
cadastramento da UNICAMP como SRTN em setembro de 2002, conforme
Portaria MS 822/01, as amostras passaram a ser encaminhadas juntamente
com Teste do Pezinho, ja colhido rotineiramente pelos hospitais e postos de
salde municipais, para triagem da fenilcetonlria e hipotireoidismo
congénito, apds as 48 horas de vida da crianca e em papel filtro Schleicher

& Schuell 903.

Materiais e Métodos
34



Carmen Silvia Gabetta

2 - Eletroforese de Hemoglobina

A técnica de eletroforese em acetato de celulose pH alcalino (Helena
Laboratories Co.), utilizou um hemolisado contendo uma parte de sangue e duas
partes de um reagente de lise de células vermelhas (Saponina 1% - Sigma Co.)
(MARENGO-ROWE, 1965). As placas de acetato de celulose foram embebidas
em uma solucédo tampao TEB (Tris-EDTA-Borato 0,025 M) pH alcalino 8,5 por 15
minutos (NAOUM, 1987). Apos este periodo a placa foi transferida para uma cuba
de eletroforese e submetida a uma voltagem de 350 volts por 20 minutos para
separacdo das fracOes protéicas. Em cada placa de acetato de celulose foi
possivel a aplicacao de 14 amostras, sendo 2 amostras controles preparados com
Hbs normais (A) e anormais (F, S e C). A identificacdo do perfil eletroforético de
cada amostra em um primeiro momento foi realizado pela observacao visual das
bandas protéicas separadas no acetato, utilizando-se os controles de Hbs
anormais como referéncia. Os controles foram obtidos de um “pool” de Hbs
anormais do sangue de criancas com hemoglobinopatias. Todas as amostras com
Hbs anormais visualizadas na triagem inicial foram repetidas em uma nova
eletroforese em acetato de celulose para confirmacao da Hb alterada. Apds esta

confirmacao, uma nova amostra de sangue da crianca foi solicitada.
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3 — Focalizacao Isoelétrica.

A andlise por focalizagdo isoelétrica foi realizada utilizando-se RESOLVE ™
Systems, Neonatal Hemoglobin Test Kit (Perkin Elmer-Wallac, Akron, OH, USA)
conforme recomendagbes do fabricante, seguida de algumas implementacdes.
Foram utilizados 2 picotes de 3,4mm de diametro das amostras de sangue seco
coletadas em papel de filtro e colocados em uma de placa micro-titulacdo com 96
furos, previamente mapeadas e adicionados 30 ul de solugdo de eluicdo. Em
seguida a placa foi submetido a agitagcao por um periodo minimo de 30 minutos
para o desprendimento da hemolgobina do papel filtro. Ap6s esta etapa, o gel de
agarose foi ligeiramente seco com papel absorvente e uma tira plastica (template)
foi utilizada como molde para aplicacdao de 5ul da solugcdo de Hb formada. Foram
utilizados controles contendo Hbs A,F,S,C e N. Em seguida, o gel foi colocado na
cuba de focalizacdo e a sua fonte geradora de voltagem ajustada para 1200 volts,
300 mA e 40 watts, o banho de circulacdo de agua foi ajustado com temperatura
de 12°C. Estes ajustes foram realizados apds a realizagdo de um estudo piloto
com 500 amostras, e passou a ser utilizado como método padréao no laboratério do
CIPOI - UNICAMP. A separagcao completa das fracées de Hbs ocorreu durante o
periodo de 1 hora e 45 minutos. Apds este periodo, o gel foi fixado com &cido
tricloro-acético 10% por 8 minutos, seguido de 3 lavagens consecutivas com agua
destilada de 15 minutos cada. O gel permaneceu cerca de 2 horas e 30 minutos
na estufa a 56° graus para secagem completa e posterior analise. A identificacdo

das fracbes de Hbs anormais inicialmente foi visual, comparando-as com o
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controle do teste. Todas as amostras que apresentaram Hbs anormais foram
submetidas a uma nova focalizagdo isoelétrica para confirmacao da Hb alterada.
Os géis foram analisados e scaneados utilizando-se o sistema de IsoScan™
Imaging System (Perkin Elmer-Wallac) para identificacdo precisa do ponto
isoelétrico de cada fracdo. Os controles de Hbs AD-Punjab e AE foram aplicados
quando necessario. Foram solicitadas novas coletas para repeticio do exame
laboratorial nos seguintes casos: as amostras de sangue que nao separaram as
fracdes no gel de agarose e que foram identificadas como amostras inadequadas;
criangas que receberam transfusao de sangue foram solicitadas nova coleta apés
120 dias da data da ultima transfusdo; amostras com Hbs anormais e perfil

eletroforético de fragdes entre as Hbs S e C.

4 - Dosagem da fracao de HbA;

Todos os recém nascidos portadores de Hbs anormais tiveram os seus
genitores convocados para a realizacdo da investigacdo familiar. Amostras de
sangue de pungao venosa foram obtidas inicialmente dos genitores e submetidas
a separacao de suas fragcbes em acetato de celulose e a realizacdo do
hemograma. A amostra do genitor cujo perfil eletroforético apresentou
hemoglobinas normais, ou seja, Hb A e Hb A, e o VCM abaixo de 80 fl (Homem:
80-96 fl e Mulher: 81-99 fl), foram submetidas a dosagem quantitativa de Hb A

(LAFFERTY, JD; 1996). Os exames cujos resultados de Hb A, foram superiores a
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3,5%, foram considerados sugestivos para trago talassémico e uma nova coleta de

sangue de crianga foi agendada para 6 meses de vida.

5 — Analise Estatistica

Os dados deste estudo foram submetidos a andlise estatistica pelo
programa computacional SAS System for Windows (Statisitcal Analysis System), e
para a analise da freqiéncia génica e do equilibrio de Hardy-Weinberg utilizou-se

o programa Epi Info 2000.

Materiais e Métodos
38



Carmen Silvia Gabetta

RESULTADOS

Em nosso trabalho, foi importante analisar a abrangéncia da Triagem
Neonatal. Por este motivo, foram levantados os dados referentes ao nimero de
amostras analisadas durante o periodo de 28 de agosto de 1992 a 31 de
dezembro de 2004. A pareceria junto as Secretarias e Vigilancias Epidemiolégicas
Municipais favoreceram o levantamento dos dados referente a ocorréncia de
nascidos vivos em todos os hospitais e maternidades municipais.

Desta forma, a média da cobertura anual (%) da Triagem Neonatal pode ser
observada no gréafico 1. Entretanto, hA um aumento gradativo do numero de
amostras analisadas e se deve ao fato de que a partir de 1994 houve a incluséao
de novos hospitais e maternidades ao programa, e no ano de 1997 a inclusao de

NOVOS municipios.
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Cobertura da Triagem Neonatal
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Grafico 1 : Cobertura (%) anual da Triagem Neonatal no periodo de 28 de agosto de 1992 a 31 de dezembro de 2004.
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Com a abrangéncia da Triagem Neonatal observada anteriormente,
ressaltamos na tabela 1, a cobertura (%) ano a ano em cada municipio
participante do nosso estudo, sendo coincidente com a data de inicio no Programa
de Triagem Neonatal. Entretanto, verificamos que 17 (57%) dos municipios
apresentaram cobertura superior a 90%; 8 (26,6%) foram superiores a 80%; 2

(6,7%) foram superiores a 70%; e 3 (10%) apresentaram cobertura (%) inferior a

70%.
Municipio / Ano 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 Média de
Cobertura (%)
Aguas de Linddia - - - - - 93 98 100 97 10 29 52 69 68
Americana - - - - - 100 100 100 95 100 98 98 99 99
Amparo - - - - - 100 99 99 99 99 99 97 97 99
Atibaia - - - - - 75 84 99 93 63 91 78 81 83
Braganca Paulista - - - - - 49 48 77 71 89 63 65 9 69
Cabrelva - - - - - 98 100 99 99 100 94 86 87 95
Campinas - - 90 100 99 86 100 100 99 97 89 56 78 920
Campo Limpo Paulista - - - - - 3 63 72 8 83 90 92 93 76
Cosmdpolis - - - - - 100 87 77 100 100 97 96 98 94
Indaiatuba - - - - - 100 97 99 87 78 100 98 97 95
Itatiba - - - - - 83 80 81 90 99 100 100 100 92
ltupeva - - - - - 0 0 8 92 98 96 93
Jaguaritina - - - 81 76 70 97 99 85
Joandpolis - - - - - 91 66 8 77 71 8 97 100 83
Jundiaf - - - - - 68 100 100 94 94 83 76 75 86
Louveira - - - - - 8 94 100 100 98 99 100 99 97
Monte Mor - - - - - - - - - 95 95 91 95 94
Morungaba - - - - - 58 73 73 99 100 93 100 100 87
Nazaré Paulista - - - - - 19 33 46 66 78 94 99 97 67
Nova Odessa - - - - - 68 100 100 99 100 100 100 100 96
Paulinia - - - - - 80 100 86 100 76 67 100 100 89
Pedreira - - - - - 72 80 72 91 98 98 97 99 88
Piracaia - - - - - 100 99 98 97 89 66 81 99 91
Santa Barbara D Oeste - - - - - 92 98 9% 8 79 99 99 99 93
Serra Negra - - - - - 90 93 95 100 100 100 99 97 97
Socorro - - - - - 91 100 98 96 78 96 93 94 93
Sumaré - - - - - 72 73 73 69 86 100 97 100 84
Valinhos 75 93 100 98 100 98 96 100 100 100 100 98 99 97
Varzea Paulista - - - - - 80 84 84 51 100 86 65 44 74
Vinhedo - - - - - 79 99 99 100 95 96 97 100 96

Tabela 1 : Abrangéncia (%) da Triagem Neonatal ano a ano de cada municipio participante.
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No periodo do nosso estudo, 433.306 recém nascidos foram analisados,
sendo que 9.942 amostras (2,29%) apresentaram algum tipo de hemoglobina
variante. A tabela 2 mostra a distribuicao dos recém nascidos portadores de
hemoglobinopatias S e C por municipio da Secretaria Regional de Saude de
Campinas (DIR XII). Verificamos a incidéncia de portadores do trago falciforme
(AS), que variou de 1,03% no municipio de Aguas de Lindéia, até indices de
2,62% no municipio de Sumaré. Os portadores do trago C (AC), apresentaram

incidéncia que variou de 0,10% em Nazaré Paulista a 0,77% em Sumaré.
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Amostras

Cidade analisadas AS % AC % SS % SC % cC %
Aguas Lindéia 1837 19 1,03 15 0,82 - - - - - -
Americana 28156 359 1,28 135 0,48 3 0,01 2 0,01 - -
Amparo 7359 83 1,13 39 0,53 - - - - - -
Atibaia 12449 217 1,74 52 0,42 2 0,02 1 0,01 - -
Braganca Paulista 14722 192 1,30 58 0,39 2 0,01 1 0,01 - -
Cabretva 3184 54 1,70 17 0,53 - - 3 0,09 - -
Campinas 186871 3198 1,71 1037 0,55 33 0,02 11 0,01 4 0,002
Campo Limpo Paulista 4900 116 2,37 37 0,76 - - 1 0,02 - -
Cosmépolis 5734 117 2,04 39 0,68 1 0,02 - - - -
Indaiatuba 16809 340 2,02 79 0,47 2 0,01 2 0,01 - -
Itatiba 8361 183 2,19 40 0,48 4 0,05 1 0,01 - -
ltupeva 412 10 2,43 1 0,24 - - - - - -
Jaguariuna 2987 46 1,54 15 0,50 - - - - - -
Joanopolis 942 8 0,85 2 0,21 - - - - - -
Jundiaf 59545 822 1,38 265 0,45 9 0,02 5 0,01 - -
Louveira 1547 23 1,49 11 0,71 - - - - - -
Monte Mor 1542 26 1,69 14 0,91 2 0,13 - - - -
Morungab
a 1325 20 1,51 9 0,68 1 0,08 - - - -
Nazaré Paulista 1032 13 1,26 1 0,10 - - - - - -
Nova Odessa 3241 49 1,51 18 0,56 - - - - - -
Paulinia 5955 127 2,13 29 0,49 - - - - - -
Pedreira 3195 46 1,44 12 0,38 - - - - 1 0,031
Piracaia 2716 33 1,22 11 0,41 - - - - - -
Santa Barbara D'Oeste 11274 201 1,78 66 0,59 1 0,01 1 0,01 - -
Serra Negra 2472 34 1,38 15 0,61 1 0,04 2 0,08 - -
Socorro 3137 13 0,41 15 0,48 1 0,03 - - - -
Sumaré 20588 539 2,62 159 0,77 4 0,02 4 0,02 2 0,010
Véarzea Paulista 1043 14 1,34 9 0,86 - - 1 0,10 - -
Valinhos 13074 149 1,14 58 0,44 - - 1 0,01 - -
Vinhedo 6283 100 1,59 36 0,57 1 0,02 - - - -

Tabela 2 : Freqiiéncia das hemoglobinopatias S e C por municipio de nascimento do recém nascido.
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Na tabela 3, verificamos a incidéncia destas hemoglobinas em amostras

coletadas em sangue de cordao e analisadas pela técnica de eletroforese de Hb

em acetato de celulose alcalina; e amostras coletadas de puncao plantar do recém

nascidos, analisadas pela técnica de eletroforese por focalizagao isoelétrica.

Amostras de

Amostras de sangue

Alteragdo Tipo sangue de corddo  de pungédo plantar Total Incidéncia
Normal AF 191.524 231.840 423.364
Hemoglobinopatias 3.284 (1,68%) 6.658 (2,79%) 9.942 (2,29%) 1:43
Traco Falciforme AFS 2.394 (1,22%) 5.100 (2,13%) 7.494 (1,73%) 1:58
Tragco C AFC 843 (0,43%) 1.477 (0,62%) 2.320 (0,53%) 1:186
Anemia Falciforme SS 26 37 63 1:6.877
Dupla Heterozigose SC 18 21 39 1:11.100
Sp° Talassemia SBe Tal. 1 9 10 1:433.306
Sp+Talassemia Sp+ Tal. 5 5 1:86.661
Hb S + PHHF Hb S/PHHF 1 1 1:433.306
Doenga da Hb C CC 1 6 7 1:61.900
Hb C-p° Talassemia C-pe Tal. 1 1 2 1:216.653
Hb C-B+ Talassemia  C-B+ Tal. 1 1 1:433.306
Total de amostras 194.808 238.498 433.306

analisadas

Tabela 3 : Freqliéncia das hemoglobinopatias entre as 433.306 amostras analisadas dos municipios
cadastrados no Programa de Triagem Neonatal, no periodo de 28 de agosto de 1992 a 31 de dezembro de 2004.

As frequiéncias génicas verificadas na amostra total foram 0,98690 para o

gene B* ; 0,01005 para o gene B° e 0,00303 para o gene B¢ . A populacdo

estudada esta em equilibrio de Hardy-Weinberg, com x2(5) =6,57 e P=0,25.
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Do total de 9.942 amostras positivas para hemoglobinopatias, 67,76% sao
criancas de cor branca, 11,09% séao criancas de cor negra e 20,24% sao criancas

de cor parda, apresentadas no grafico 2.

68,99

66,35

20,28

10,72

12,75 '

AFS

Branco AFC

Negro
Pardo

Gréfico 2 : Distribuicdo dos portadores de trago de hemoglobinopatias conforme cor de pele.

Atualmente de acordo com os resultados obtidos na Pesquisa Nacional por
Amostra de Domicilio (IBGE), a regido Sudeste mostra que 71,1% da populacéao

sao brancos, 4,8% sao negros e 22,8% sao pardos.
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O grafico 3 apresenta os tipos de grupos étnicos encontrados nos
portadores de doenga falciforme. Do total dos pacientes identificados, 54,3% sé&o
brancos, 21,20% sao pardos, 18,9% sao negros e 5,5% nao foram informados.

Nao foram identificados grupos étnicos de origem indigena.

5,50%

mBranca mNeg

Grafico 3 : Distribuicdo dos portadores de doengas falciformes conforme cor da pele.
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Com relacao a deteccao das Hbs S e C, no grafico 4 verificamos a variagao
da incidéncia por ano para cada uma das alteragdoes. No periodo entre 1992 a
1999, as amostras de sangue de cordao inicias e re-teste, foram analisadas pela
técnica de eletroforese em acetato de celulose alcalina. No periodo entre 2000 e
2004, as amostras analisadas foram obtidas de pungao plantar do recém nascido

e a técnica utilizada foi a eletroforese por focalizagéo isoelétrica.

Grafico 4-Variagdo da freqiiéncia genotipica dos heterozigotos S e C no periodo de 28 de agosto de 1992 a 31 de
dezembro de 2004.
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No periodo de 1992 a 1999, foram analisadas 194.808 amostras de sangue
de cordao, e foram verificadas que 196 amostras apresentaram resultados falso-
positivos, ou seja, a Hb alterada identificada inicialmente, ndo foi constatada no re-
teste, quando utilizada a técnica de eletroforese de hemoglobina em acetato de
celulose alcalino. As amostras de sangue dos genitores foram coletadas e néo foi
observada a presenca de Hb alterada. Entretanto, no periodo entre 2001 e 2004,
com a analise de 238.498 amostras, foram verificadas 8 amostras apresentando
este mesmo perfil. As amostras foram coletadas neste periodo por puncéao plantar
do recém nascido e analisadas pela técnica de eletroforese por focalizagao

isoelétrica, verificados na tabela 4.

Periodo Amostras Técnica Falso positivo Genitores
observado
1992 — 1999 194.808 Acetato de celulose alcalino 196 (0,10%) Normais
2000 — 2004 238.498 Focalizagao isoelétrica 8 (0,003%) Normais

Tabela 4 : Identificagao de amostras falso positivas.
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Também foi verificado no periodo de 1992 a 1999, onde as amostras foram
obtidas pelo sangue de cordao, a presenca de 31 resultados falso-positivos, por

contaminagao com o sangue materno, verificados na tabela 5.

Periodo Amostras Técnica Falso positivo Genitores
observado
31 (0,015%) Mae Pai
Acetato de celulose
1992 — 1999 194.808 22 - AS 22 - AS 22 - AA
alcalino
09-AC 09-AC 09 - AA

Tabela 5 : Identificagcdo de amostras falso positivas, por contaminagdo com sangue materno.

No periodo do estudo, foram constados recém nascidos 0s quais seus
exames resultaram alterados no inicial e no re-teste e seus genitores constados

normais, observados na tabela 6.

Periodo Amostras Observado Genitores

1992 - 2004 433.306 96 (0,022%) Normais

Tabela 6 : Identificagdo de amostras positivas e genitores normais.

Resultados
49



Carmen Silvia Gabetta

DISCUSSAO

Cerca de 3 a 4% da populacdo mundial é portadora de pelo menos um
gene anormal da molécula da Hb. No Brasil, estima-se a presenca de 6.000.000
de portadores heterozigotos para esta doenca (ZAGO, 1980 e 1983).

Estudos epidemiolégicos mostram que as formas graves de
hemoglobinopatias chegam a atingir uma crianca a cada 700 nascimentos (WHO-
Update,1984), o que evidencia sua alta incidéncia quando comparada a outras
patologias congénitas como o hipotireoidismo (1:3.500 nascimentos) ou a
fenilcetonuria (1:12.000 nascimentos) (Vichinsky, 1988).

A doenca falciforme €& a mais freqlente dentre as hemoglobinopatias
chegando a atingir 1 a cada 500 individuos da raca negra (WHO, 1985). Esta
doenca estd associada a manifestagdes clinicas de gravidade variavel e alta
incidéncia de morbidade e mortalidade. Sem medidas preventivas contra
infeccdes, 25% das criancas acometidas pela Doenca Falciforme morrem antes
de atingirem 5 anos de idade; em virtude das complicacbes secundarias da
doenca de base, principalmente as infecciosas (Leiken, 1989 e Gaston, 1986).

A proposta de diagnéstico neonatal das sindromes falciformes ja € bastante
conhecida e teve seu impulso na década de 70 nos E.U.A e na Jamaica, entre
outros locais. Alguns trabalhos demonstraram com clareza a importancia desse
procedimento na reducdo de septicemia por germes encapsulados em criancas

menores de 5 anos de idade. (Vichinsky, 1991 e Gutiérrez, 1992).
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Foi exatamente com o objetivo do diagnéstico precoce da doenca falciforme
no periodo neonatal e, mais importantemente, a implantacdo de medidas
especificas de puericultura e vacinacao nestes doentes que foi iniciado em agosto
de 1992, no CIPOI - UNICAMP, o Programa de Triagem Neonatal para Doenca
Falciforme. Este trabalho foi pioneiro na realizacdo de exames diagndsticos para
hemoglobinopatias, e propiciou o diagnostico precoce, a orientacdo genética e
acompanhamento médico sistematico aos doentes detectados.

A implantacdo da técnica de coleta através do sangue de corddao umbilical
inicialmente, garantiu a média de 92% de cobertura dos partos ocorridos nos
municipios e o diagnéstico precoce através da técnica de eletroforese de Hb,
possibilitou a realizagdo dos exames rotineiramente. No ano de 2000, o laboratério
de triagem substituiu a técnica de coleta de amostras através do sangue de
cordao umbilical do recém nascido, para a coleta de puncao plantar em papel
filtro, juntamente com o teste do pezinho. Muitas vantagens foram constatadas,

como mostra o quadro 1.
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Quadro 1 : amostras colhidas em papel filtro (S&S 903) comparadas com sangue

de cordao.
Parametro Papel filtro Sangue de cordado
Coleta de exames Unica coleta 2 coletas, se alterado necessita re-teste
Transporte Barato, facil, amostra pode ser arquivada Alto custo, fragil, manuseio cauteloso
Estabilidade da amostra Variavel Relativamente estavel
Qualidade da amostra nédo exceder 30 dias Resolugdo clara , poucos artefatos
Pode ocorrer degradagao mdltipla
das frag6es da Hb.
Infeccao Baixo potencial Alto potencial
Contaminagao Transfusdes Sangue materno
Hemoglobina Bart’s Perdida Preservada

Neste periodo também a técnica de eletroforese de Hb em acetato de
celulose foi substituida pela técnica de focalizagdo isoelétrica, em virtude das
amostras estarem sendo coletadas em papel filtro.

No ano de 2001 , em cumprimento a Portaria 822 do Ministério da Saude,
de 06 de Junho de 2001, que institui o Programa Nacional de Triagem Neonatal
(PNTN), e estabelece a criacao de Servigos de Referéncia em Triagem Neonatal,
a pesquisa para hemoglobinopatias passou a ser instituida como Fase Il do
Programa.

A prevaléncia de 1,73% do trago falciforme encontrada em nosso estudo,
apresentou-se proxima ao valor relatado por Naoum,1997, que em levantamento
especifico realizado no pais, relatou a prevaléncia de traco falciforme por unidade
de federacdo, apontou a regido Sudeste, mais precisamente em Sao Paulo,

valores de 1,64% em uma amostragem de 47.053 amostras analisadas, seguido
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do Rio de Janeiro com 3,36% de portadores em 4.645 amostras. J& em Minas
Gerais 3,97% portadores foram identificados em 1.936 amostras analisadas.

Outros trabalhos estudaram a incidéncia do trago falciforme no estado de
Sao Paulo, mas nao em triagem neonatal, revelaram a freqiiéncia de 1,13% em
estudo realizado em doadores de sangue na cidade Bragancga Paulista no estado
de Sao Paulo, realizado por Acedo et al em 2002. Ramalho e colaboradores em
1999, mostraram uma incidéncia de 2,7% em uma populagdo mista de doadores
de sangue, estudantes e gestantes no estado de Sao Paulo. J4 em um estudo de
revisdo realizado por Zago, em 1986 no estado de Sao Paulo, revelou uma
incidéncia de 1,9% de portadores de traco na populacdo miscigenada e 5,8%
entre negros da mesma populacao estudada. Essas diferencas encontradas
refletem o perfil da amostra avaliada.

Os poucos trabalhos que estudaram a triagem neonatal para deteccao de
hemoglobinopatias no Brasil, mais especificamente na regido sudeste,
apresentaram incidéncias do traco falciforme de 3,96% no Rio de Janeiro,
constado por Lobo e colaboradores em 2003; e 3,29% em Minas Gerais , através
dos estudos de Viana e colaboradores em 2001. Outros trabalhos também
avaliaram a triagem neonatal em outros estados. No sul do pais, com dados de
Neto et al. Em 2002, demonstrando que em Porto Alegre a freqiéncia dos
portadores de traco € menor, 1,20%. Ja no Parana, Sant'ana em 2001, avaliou
1,26% de portadores para traco S. No nordeste do pais, em Pernambuco,
Marques em 1999, em amostras de sangue de cordao verificou a incidéncia de

5,1% de traco S, indices préximos aos relatados na Bahia. Na Paraiba , Vieira em
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1993 constatou 2,72% de portadores. Estes dados podem ser verificados no

quadro 2.

Quadro 2 : Trabalhos publicados no Brasil, sobre triagem neonatal para

hemoglobinopatias.

Freqiiéncia observada

Estado Cidade Métodos Material N AS AC Referéncias
observado
Bahia Salvador HPLC Sangue de corddo 590 9,8% 0,2% Adorno; VA, et al, 2005
Santa Estado - SC IEF Papel filtro 40.028 0,88% 0,07% Santos-Silva; MC, et al, 2005
Catarina
Rio Grande Natal AC/AGAR Sangue cordao 1.940 1,5% 0,31% Araujo; MCPE, et al, 2004
do Norte
Rio de Estado - RJ HPLC Papel filtro 99.260 3,96% 0,59% Lobo; CLC, et al, 2003
Janeiro
Sao Paulo SaoJ.do  AC/AGAR/IEF Sangue de cordéo / 1.478 3,32% 0,61% Siqueira; FAM, et al, 2002
Rio Preto papel filtro
Rio Grande Porto IEF Papel filtro 1.615 1,2% 0,4% Neto; EC, et al, 2002
do Sul Alegre
Minas Gerais Estado — IEF Papel filtro 128.326 3,29% 1,21% Viana; MB, et al, 2001
MG
Sao Paulo Sao J. do AC/AGAR Sangue de corddo 913 2,52% 0,22% Feet-Conte, AC, et al, 2001
Rio Preto
Parana Estado - PR |IEF Papel filtro 7.956 1,26% 0,36% Sant’anna; AL, 2001 (TESE)
Pernambuco  Estado - PE AC Sangue de corddo 1.988 5,1% 0,6% Bandeira; FMGC, et al, 1999
Paraiba Jodo AC/AGAR Sangue de corddo 1.006 2,72% 0,26% Vieira; J, et al, 1993
Pessoa
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Essas variacOes regionais refletem a distribuicao étnica do nosso pais.
Segundo os dados do PNADs - Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilio de
referentes ao Estado de Sao Paulo pode-se dizer que a distribuicdo por cor ou
raca da populagcao é de : branca 71,1%; negra 4,8%; parda 22,8% e amarela e
indigena 1,3%.

Dos dados levantados em nosso trabalho dos recém nascidos que
possuiam a informacéao de cor ou raca, 67,76% sao brancos; 11,09% sao negros e
20,24% sao pardos. No entanto, a comparacdo desses dados fica prejudicada
uma vez que a qualificacdo da cor é extremamente subjetiva.

Com relacao ao método empregado na triagem neonatal, a implantacao da
técnica de coleta através do sangue de cordao umbilical garantiu a media de
cobertura de 92% dos partos hospitalares. Nas amostras cujos exames foram
positivos para hemoglobinopatias, uma segunda coleta do recém nascido foi
necessaria para confirmacao da Hb alterada. No periodo de 1992 a 1999, onde a
técnica de eletroforese de hemoglobina em acetato de celulose foi utilizada, 196
recém nascidos (0,10%) tiveram seus exames re-testados e nao foi confirmada a
presenca da Hb alterada em 194.808 amostras analisadas. As amostras dos
genitores foram utilizadas para controle. Estes casos foram classificados como
falsos positivos. Acredita-se que esses erros de interpretacao ocorreram devido ao
fato de que as amostras de sangue de cordao sao altamente protéicas e viscosas,
e com isso acabam por interferir na corrida eletroforética apresentando um perfil

similar a hemoglobina S.
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No periodo de 2001 a 2004, onde foi utilizada a técnica de focalizagao
isoelétrica, esta mesma verificacao foi feita e encontramos a presenca de 8 falsos
positivos, compreendendo 0,003% do total de 238.498 amostras analisadas.

Uma dificuldade enfrentada no diagnéstico das amostras de sangue de
cordao umbilical € a contaminacdo com sangue materno no momento da coleta.
Em nosso estudo foram identificados 31 casos de contaminacdo, o que
compreende 0,015% do total de 194.808 amostras analisadas. Foram relatados
por Papadea e colaboradores em 1994, indices de contaminacdo com sangue
materno de 1,3%. Entretanto, Kleman e colaboradores em 1980, apresentaram
valores entre 1 e 3%.

Em relagdo as amostras dos recém nascidos, em que o resultado inicial e o
re-teste confirmaram presenca de Hb alterada e seus genitores normais,
compreenderam 96 amostras (0,022%) em 433.306 recém nascidos avaliados.

O Programa de Triagem Neonatal compreende além dos cuidados de
puericultura e vacinagdes especificas, o treinamento das maes e familiares no
manuseio destas criancas, interagdo com a escola dos pacientes, suporte social,

psicolégico e médico.
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CONCLUSOES

A incidéncia do traco falciforme e do tragco C na amostra geral foide 1,73%
e 0,53% respectivamente, que € semelhante a valores encontrados em

nosso estado pelos estudos anteriormente realizados.

A distribuicao das freqiéncias genotipicas esta de acordo com o equilibrio

de Hardy-Weinberg.

Houve uma variacdo na frequiéncia dos portadores de traco falciforme
encontrados entre os varios municipios analisados, com menor incidéncia
no municipio de Socorro (0,41%) e maior em Sumaré (2,62%). Com relacao
ao traco C, a menor incidéncia foi identificado no municipio de Nazaré

Paulista (0,10%) e maior em Monte Mor (0,91%).

A técnica de focalizacao isoelétrica se mostrou mais sensivel que a de
acetato de celulose, com menos falso positivos. A utilizagdo da amostra
plantar de sangue foi vantajosa, uma vez que a amostra pelo sangue de

cordao apresentava (0,022%) contaminacdao materna.
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ANEXO

Descricao dos municipios pertencentes a Divisdo Regional de Saude de Campinas

- DIR XII

Municipio

Aguas de Linddia
Americana
Amparo

Atibaia

Braganga Paulista
Cabretva
Campinas

Campo Limpo Paulista
Cosmopolis
Indaiatuba

Itatiba

ltupeva
Jaguariina
Joanopolis
Jundiai

Louveira

Monte Mor
Morungaba
Nazaré Paulista
Nova Odessa
Paulinia

Pedreira

Piracaia

Santa Béarbara D'Oeste
Serra Negra
Socorro

Sumaré

Valinhos

Varzea Paulista
Vinhedo
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