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Resumo

O presente trabalho foi realizado objetivando estudar a técnica de eletroforese em gel de agar
e acetato de celulose, usando como material biologico sangue colhido por pungdo capilar e
acondicionado em papel de filtro, sendo entdo realizado o “screening” neonatal para
hemoglobinopatias.

Foram realizados 347 testes dos quais encontramos 16 testes positivos para hemoglobinas
variantes, sendo 9 de hemoglobina S (HbS) e, 7 de hemoglobina C (HbC). A eletroforese em
acetato de celulose foi realizada usando tampdo pH 8,4, e a eletroforese em gel de agar foi
realizada usando tampdo pH 6,2. Para revelar a leitura usamos solugdo de benzidina, que
apresenta a vantagem de rapidez, ndo necessitando de descoloracdo, além de apresentar custo
bastante baixo. Nossos resultados foram comparados com 0s resultados dos exames realizados
na faculdade de medicina da UFMG pelo NUPAD (Nicleo de Pesquisa em Apoio a0
Diagnostico), que foi considerado o nosso padrdo ouro, apresentando uma especificidade ¢
sensibilidade de 100% e valor preditivo positivo e negativo também de 100%, apresentando
uma incidéncia de 1:38,6 de HbS e 1 49,6 de HbC.

O método mostrou, portanto ser eficiente para triagem de hemoglobinopatias do recém-
nascido, podendo ser utilizado em laboratérios clinicos em geral.

Palavras chave: Papel de Filtro, Eletroforese de Hemoglobina, Triagem.
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1 Introducgao

As anormalidades hereditarias em relagdo a sintese de hemoglobinas podem ser
divididas em dois grupos:

12) Variante estruturalmente anormal.

%) Sintese reduzida de uma ou mais cadeias polipeptidicas da hemoglobina.
O termo hemoglobinopatia ¢ usado para designar o primeiro e talassemia para o segundo
grupo.

Mutagdes envolvendo os genes estruturais promovem a formacao de moléculas de
hemoglobinas com caracteristicas bioquimicas diferentes aos das hemoglobinas normais € sdo
por isso denominadas de hemoglobinas variantes. Mutagdes afetando os genes reguladores
promovem desequilibrio no contetido quantitativo das cadeias e consequentemente dos tipos
normais de hemoglobinas, causando as talassemias. A maioria das variantes ¢ originada por
simples substituigdo de aminodcidos, provavelmente resultantes de mudangas nas seqiiéncias
dos nucleotideos (NAOUM, 1987).

A hemoglobina normal ¢ uma molécula globular oligomérica cuja principal funcdo € o
transporte de oxigénio. Quimicamente € composta pela conjugagdo de um pigmento, o heme,
e uma proteina, a globina. O heme ¢ um complexo formado por um atomo de ferro, situado no
interior de uma estrutura porfirinica que o mantém no estado ferroso e lhe da a cor vermelha
caracteristica. A globina consiste de dois pares de cadeias polipeptidicas. Duas das cadeias
que participam da formagdo do tetrdmero possuem 141 amino4cidos cada e sdo denominadas
tipo alfa, e as outras duas com 146 aminoacidos cada, sio conhecidas por tipo beta.

A composigio da hemoglobina (Hb) no eritrocito difere segundo a idade gestacional e
a idade pos-natal. Estas alteragdes sdio devidas a alteragdes na ativacdo e inativagdo ou
substituigio nos genes da globina, processando do zeta para alpha gen no cromossoma 16 edo
épsilon para o gama, delta, ou beta genes no cromossoma 11. Os genes épsilon e zeta
normalmente aparecem somente nos tres primeiros meses de vida embriondria. As cadeias
épsilon e zeta em adigdo 4s cadeias alpha e gama sdo constituintes das hemoglobinas
embrionérias. O grifico abaixo representa a produgdo de cadeias da globina da vida

intrauterina ao adulto.
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A hemoglobina normal do adulto é constituida predominantemente de HbA (a22) e
pequena quatidade de HbA2 (a252) e HbF (0272). A hemoglobina normal do recém-nascido
é constituida de um predominio de HbF e pequena quantidade de HbA. Abaixo esta

relacionada a constituicdo normal das hemoglobinas da vida intrauterina ao adulto.

Hemoglobinas normais
Tempo de vida Cadeia de globina Hemoglobina
Intrauterina
Embriogénese precoce (produgéo no saco vite- E+e Gower-1
lino) o+eg Gower-2
&+y Portland
Inicio precoce, pico no meio da gestagdo e oty Fetal
inicio de rapido declinio justamente apds o
nascimento
Ao nascinento a+y HbF 60 a 90%
a+pB HbA 10 a 40%
Apbs seis meses de idade e adulto at+pB HbA >95%
oty HbF < 1-2%

0+ HbA2 <3,7%




A seqiiéncia dos eventos levados a nosso conhecimento das hemoglobinopatias e
talassemias ¢ de grande valor histérico.

HERRICK (1910), relatou a presenga de “corpisculos vermelhos estranhos alongados,
em forma de foice” em um estudante negro portador de “um caso de anemia severa’.
EMMEL (1917), observou a transformagdo de “corplisculos vermelhos” para a forma de
foice “in vitro”. Ele também notou que a falcizagdo ocorria em pessoas com anemia severa €
em outras pessoas aparentemente saudéveis, reconhecendo entdo, ambas, a doenga e 0
portador.

Os estudos de HAHN & GILLESPIE (1927) determinaram condi¢des que afetavam a
formagdio de células falciformes “in vitro”, incluindo pH, temperatura, fixadores, tonicidade e
outras. Entre suas observagdes a mais notavel foi a de que a exclusdo do oxigénio era um pré-
requisito para a falcizagio e que o fendmeno poderia ser reversivel, uma vez realizando a re-
exposi¢do ao oxigénio. Eles presumiram que 0S efeitos semelhantes do oxigénio poderiam
ocorrer “in vivo”, com a hipdxia levando a distorgéo celular, com conseqliente hemolise. Mais
tarde HAHN aplicou o termo “trago falciforme” para pacientes assintomaticos, associados ao
fendmeno de falcizagdo “in vitro”. Ele realizou estudos familiares e determinou que o trago
era herdado em carater dominante.

Paralelamente a este evento, o relato de COOLEY & LEE (1925), que separaram do
complexo de distirbios da crianca e adolescentes que tinha sido conhecido como anemia de
Von Jaksch, uma sindrome caracterizada por anemia cronica, progressiva, de inicio na
infancia, com pronunciada eritroblastose no sangue periférico, facies caracteristica,
esplenomegalia e incidéncia familiar. A observagdo da procedéncia do mediterraneo levou a
introdugdo do termo talassemia, derivado da palavra grega para o mar. Neste periodo e nos
anos seguintes, apareceram descri¢des na literatura italiana de desordens mais brandas,
encontradas em adultos e também em criangas, que eram marcadas por anormalidades
morfolégicas nas hemécias e diminuigdo da fragilidade osmética (microeliptopoiquilocitose,
Doenga de Rietti-Greppi-Micheli ). CAMINOPETROS (1938) notou que os pais de criangas
acometidas por talassemia severa eram portadores de hemécias com fragilidade osmotica
diminuida, porém mesmo assim, a verdadeira relagio entre anem ia de Cooley e a sindrome de
Rietti-Greppi-Micheli ndo foi percebida.

Curiosidades com respeito ao significado da presenga de pontilhado baséfilo nas
hemacias de alguns adultos com doenga menos grave levou a descri¢do por WINTROBE e

Cols. (1940), o que eles consideravam ser uma forma branda da anemia de Cooley. Também



foi demonstrado que a manifestagdo estava presente em ambos os pais de criangas com a
classica anemia de Cooley. Posteriormente estudos genéticos estabeleceram que a anemia de
Cooley é um estado homozigoto para um gene autossdmico parcialmente dominante, e que 0s
pacientes descritos por Rietti ¢ por Wintrobe representava caracteres heterozigotos.

GLEIMAM (1940), reinvestigou o fendmeno de falcizagdo, que confirmou a
observagio de Hahn e Gillespie com respeito a reversibilidade e importéncia do oxigénio.
SHERMAN (1940), descreveu que as células na anemia falciforme eram birrefrigentes, uma
observagdo, que despertou curiosidades, mas permaneceu sem explicagao por
aproximadamente uma década. PAULING (1949) convencido da possibilidade da interagao
entre moléculas de hemoglobina anormal pode explicar este fendmeno. Pauling juntamente
com Itano, demonstraram uma hemoglobina eletroforeticamente anormal na anemia
falciforme, originando entdo o conceito de doenga com base molecular.

No mesmo ano que Pauling fez sua descoberta, NEEL (1949) estabeleceu que o trago
falciforme era heterozigoto € a anemia falciforme era um estado homozigoto para 0 mesmo
gene. A ciéncia da biologia molecular teve seu incremento com a demonstragdo de INGRAM
(1956), da diferenca na seqiiéncia de aminodcidos em uma pequena parte da cadeia de
polipeptideos da anemia falciforme. Atualmente entdo sdo definidos pacientes portadores do
trago falciforme, anemia falciforme e sindrome falcémica que inclui aqueles portadores da
hemoglobina S em caréater heterozigoto.

Desde a década de 1970 tem se conhecimento do aumento da suscetibilidade a
infecgdes bacterianas de criangas portadoras de anemia falciforme. O aumento da mortalidade
e morbidade em criangas devido ao seqilestro esplénico agudo e septicemia bacteriana
fulminante tem sido bem documentada. Uma melhora significativa tem sido observada nestes
pacientes, devido ao diagndstico precoce € a um acompanhamento clinico mais apurado.
(EMOND et al.1985; VICHINSKY ef al.1988; POWARS et al.1981).

O primeiro programa estatal amplo para “screening” de hemoglobinopatias foi
iniciado em New York em 1975, mas o impeto por um “screening” mais amplo veio com a
demonstragdio da redugio da mortalidade ¢ morbidade na anemia falciforme devido a um
acompanhamento clinico mais adequado, particularmente através da prevengdo de septicemia
por pneumococo em criangas com anemia falciforme que foi demonstrado em estudos

multicéntricos americanos em 1987 (GASTON er al.1986).



A patogénese da infecgdio na anemia falciforme pode ser resumida no quadro abaixo:

Falcizacio hemélise Pneumonia
htravascular & ﬁmgﬁo esplénica cronica (Sindrome

toricica
aguda)
vaso ocl a v ﬁllrar;ﬁo esplénica funcao de
de bacl.mas macr6fago

WFungiodos —_p "'Opsommciode___> Bacteremia: —_y  Septicemia

Linfécitos B. bactéria encap- S. preumoniae Meningite
( Wanticorpos suladas Salmonella
para polissaca \
rideos capsulados)
Ostemielite
Baixa idade ¥ Imunidade

( Menor que———p Adquirida

3anos) \ natural

W Resposta por
anticorpo Igg8
Microinfartos
intestinais
M Focos de
> Infarto & necrose

Patogénese da infecgdio na anemia falciforme. (modificado por Wang WC. Doenga falciforme.
New York: Churchill Livingstore, 1992) - (Wintrobe, 1998).

No brasil um dos programas de triagem neonatal pioneiro no campo das
hemoglobinopatias, ¢ realizado na faculdade de medicina da UFMG, pelo NUPAD (Nicleo
de Pesquisa em Apoio ao Diagnéstico), o qual realiza triagem no estado de Minas Gerais.

Os exames do NUPAD sio realizados com a utilizagdo da técnica de eletroforese por
focalizacdo iso elétrica.

A meta principal do screening neonatal para sindromes falcémicas € a redugdo na
morbidade e mortalidade pela identificagdo de criangas afetadas ao nascimento, iniciando
precocemente a profilaxia com penicilina € promovendo um acompanhamento adequado por
profissionais de saide.

Cada metodologia se baseia na detecgdo de pequena quantidade da hemoglobina
anormal, na presenca de grande quantidade de Hemoglobina fetal. O padrao observado em
criangas destinadas a apresentar anemia falciforme, compreende a presenga de HDbF,

relativamente menor quantidade de HbS, e auséncia de HbA. Recém-nascidos com dupla



heterozigose para HbS e B° talassemia e para HbS e HPFH (Persisténcia Hereditaria de
Hemoglobina Fetal) tem um padrio eletroforético indistinguivel da HbSS. Eles deverdo ser
diferenciados testando-se os pais para hemoglobinopatias ou repetindo-se o teste na crianga
mais tardiamente. Outra falha diagnostica é a presenca de SP” talassemia, pela incorreta
identificac3io de FS ou FAS (trago falciforme), ao invés do padrao correto FSA. E interessante
enfatizar também os defeitos moleculares que ocorrem nos principais tipos de
hemoglobinopatias, que sdo os tipos: HbD, HbS, HbC e HbE sendo que o defeito que ocorre
na HbD é a mutagdo do residuo 121 da cadeia beta (4cido glutamico), sendo substituido pela
glutamina ou B121 glu—>Gln; Na HbS ocorre uma substituicio de uma base nitrogenada do
c6don GAG para GTG, resultando na substitui¢do do acido glutamico(Glu) pela valina (Val)
na posi¢do nimero 6 da globina beta; A HbC origina-se da substituigdo do aminoacido
nimero 6 da globina beta, o é4cido glutimico (Glu) pela lisina (Lis). A troca de um
aminoécido de carga negativa por um de carga positiva autera completamente a mobilidade
eletroforética da hemoglobina mutante, sendo facilmente diferenciavel da HbA e de outros
tipos de variantes; A HbE é originada pela substitui¢do da Lisina da posigdo 26 da cadeia
beta por acido glutdmico, ou Lis—>Glu, sendo que em eletroforese de pH alcalino a fragdo de
HbE se posiciona ligeiramente mais rapida do que a HbC, sendo, portanto confundida com
essa hemoglobina. A diferenciagdo entre as HbC e HbE ¢ realizada por eletroforese em pH
6,2.

A aplicagdo clinica de técnicas de DNA recombinante permite diagndstico pré-natal
preciso para anemia falciforme, com relativamente pequeno risco para o feto. As técnicas
iniciais requeriam amostras de sangue, porém mais recentemente ¢ possivel fazer o

diagnéstico através do liquido amniético ou através de bi6psia de vilo coriénico.



2 Objetivos

Realizar triagem de hemoglobinopatias em recém-nascidos, principalmente para o
trago ou doenga falciforme.
Padronizar a técnica do estudo de hemoglobina em sangue colhido em papel de filtro
no Laboratério de Analises Clinicas do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia.



3 Materiais e métodos

3.1 Material biologico

Foram analisadas 347 amostras de sangue de recém-nascidos, com idade entre 5 € 30
dias, colhidas através de pungdo capilar, no laboratorio da Prefeitura Municipal de
Uberlandia. Estas amostras foram colhidas em duplicata, sendo uma parte analisada no
Laboratério de Anélises Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, e a outra enviada ao
NUPAD de Belo Horizonte.

3.2 Materiais e Equipamentos

Para a realizagdo dos testes foram utilizados:

- um conjunto de eletroforese com voltagem regulavel do modelo Helena
Laboratérios

- Papel de filtro S&S (Schleicher & Schuel) 903

- Alicate para picotar papel (didmetro de 3mm)

- Placa de microtitulagio com fundo em U

- Placa para cofecgdo do 4gar-gel

- Dispositivo para realizacdo de orificios no 4gar-gel: suporte para placa de vidro e
"pente”

- Placas de Petri

3.2 Reagentes

3.3.1 Reagente hemolisante

EDTA (acido etileno diamiNOtetractiCo).....coovuurersrrernssssssnsssnsansnenes 025¢g
KCN (Cianeto de POTASSIO)....cucrvurrursrmsmssuensissssusssasinsusssnsssasnsssssarasss 0,005 g
Agua destilada q.S.p....ueeererscnmsssssmimsnsnmssissesssnnssssssssi st 100 ml

3.3.2 Tampdo Tris-borato EDTA pH 8,4

TRIS (hidroximetilaminometan0).......cceeuesemsusrusssssinsssmsesssassssssssasnnes 10,2 g
EDTA (4cido etileno diaminOtetraCetiCo).....ccummusrmmmrusmurmsasmmsasssseaens 0,6 g
ACHAO DOLICO. oo crserseensessonassrsrasansssssssssssssisssssestiansssassissansonsssssanasaasssosassss 32¢

Agua destilada G.S.Pucecucrinmmnnminsimensi s 1000 ml



Estocar em geladeira 2 a 8°C. Medir o pH antes de cada uso.

3.3.3 Tampdo fosfato pH 6,2
TR VIR ———————— L}

JRE1 213 3 0 TH 5 21 0 SNV R 7,66 g
AgUa dStIAAA 5P rrvvensssssnrernssessssssssssmamams st 1000 ml
Estocar em geladeira 2 a 8°C. Medir o pH antes de cada uso.

3.3.4 Agar-gel

Tamp@o T Er1o 0 ) 3 O e 20 ml
Agar-8gar (DIfC0)......ccururmureisssussssssssssssssssensass s st 03g

Preparar no momento do uso.

3.3.5 Solugdo estoque de benzidina 1%

BENZIAINA. ..ccccrsennnssrsssssssssssssssinses s s s 1,0g
Acido acético BIACHAL ....cuceereucnsnruncrraransensuosassarensmensasssssnssasensssareasaansasssis 25 ml
Agua destilada .S.p......ewvevssseusssussressnmsnstsien st 100 ml

Estocar em geladeira 2 a 8°C.

3.3.6 Solugido estoque de ferrocianeto de potassio 1%

Ferrocianeto de POASSIO ..o vucrsernsrrssmssssssnassussusssscnsssasssasssasasssasenanassassssnass 1,0g
Agua destilada Q.S.P-.wurerserssruceemsirmsssssesi st s 100ml

3.3.7 Solugdo de uso para coloragao

Solugdo estoque de Benziding 1%6....cccceeimmmmmniineriniinmnmnnensmsussssasssonsees 10ml
Solug#o estoque de ferrocianeto de potassio D0 cicerensrnenprernasaensnissdisisins 5ml

P IT L (o 11: CTOEER 10ml
TR s T L (X 7) N 12 gotas

Preparar no momento do uso em uma placa de Petri.

3.3.8 Padrdo de hemoglobina FAS
Sangue de corddo umbilical em EDTA ....ccoovicviiiinismmnimanensmnssssasonees 1 ml

Sangue AS em EDTA.......cooioreminnieimniminnssss st s st s cesssen e 1 ml
Homogeneizar e aplicar em papel de filtro (mesmo papel usado para coleta de sangue

das amostras-teste).
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3.4 Procedimento técnico

A placa para confecgio do agar-gel foi feita no proprio Laboratorio, utilizando uma
placa de vidro cortada com as medidas de 8,0 x 8,7 ¢m, apresentando em seu contorno lateral
pequena elevagdo, constituida por uma tira plastica ai colada, de aproximadamente 1 a 2 mm

de espessura e 2 mm de largura. Esta placa permitiu a confecgdo do 4gar-gel com 1 a2 mm de

espessura. Ver figura abaixo.

Placas de agar-gel

O dispositivo para realizagdo dos orificios para aplicagdo das amostras foi feito na
marcenaria da UFU. Constituido por uma placa de madeira, com medidas para adaptar a placa
de vidro contendo agar-gel. Nas bordas laterais do dispositivo foi colado pequeno bloco de
madeira, com altura que permitiu realizar 0s orificios com profundidade de aproximadamente
1 a2 mm, utilizando um "pente". Este "pente", em material plastico, contém 10 "dentes” com
4 mm de largura e intervalo de 3 mm. Com estes dispositivos foi possivel realizar no agar-gel,

orificios de aproximadamente 4 mm de comprimento, 1 mm de largura ¢ 1 mm de

profundidade. Ver figura abaixo (pégina seguinte).
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L e A R T S e R A T A A

Dispositivo para confecgéo do agar-gel com placa de vidro e “pente”

Dispositivo para confecgdo do agar-gel com “pente”
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O sangue foi colhido em papel de filtro S&S 903, contendo 4 circulos de 1.0 cm de
didmetro, especialmente preparado para coleta de amostra capilar. Depois do preenchimento
adequado de cada circulo, as amostras foram deixadas secar, ao ar, a temperatura ambiente,

em suporte de madeira. Ver figura abaixo.

Papel de filtro impregnado com sangue

As amostras foram armazenadas em geladeira 2 a 8°C, em envelope de papel, até a
realiza¢do dos testes.

O papel de filtro, impregnado com sangue, foi cortado com o alicate e cada disco de 3
mm de didmetro foi colocado em um orificio de uma placa de microtitulagdo com fundo em

U, devidamente identificada.Ver figura abaixo (pagina seguinte).
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Corte do papel de filtro

A eluigio foi realizada acrescentando 25 ul da solugéo hemolisante em cada orificio. O
eluato foi utilizado para aplicag@o pelo menos 1 hora aps, podendo o tempo ser prolongado,
desde que a placa seja mantida em geladeira e os orificios cobertos com fita adesiva para
proteger contra evaporagao.

O 4gar-gel foi preparado em erlenmeyer de 200 ml, sendo aquecido em bico de bunsen
até dissolugfio completa. Em seguida deixado resfriar até temperatura de aproximadamente
45°C e colocado sobre a placa de vidro, acima citada, de modo a formar uma pelicula de
aproximadamente 1 a 2 mm de espessura (em torno de 7 ml de 4gar-gel em cada placa). A
placa de vidro com o 4gar-gel foi colocada no suporte, acima citado, e com o "pente",
pressionado contra o 4gar, foram realizados os orificios ha 3 a 4 cm da borda. O agar-gel foi
utilizado a partir de 30 minutos da confecgdo e, as vezes, no dia seguinte, desde que mantido
em geladeira e protegido contra evaporagao.

Eletrforese em dgar-gel em pH 6,2. O eluato de hemoglobina foi aplicado na
quantidade de aproximadamente 1 a 2 pl em cada orificio da placa. Lembramos que, em cada
corrida, foi incluido um padrio de hemoglobina FAS, tratado da mesma forma que as
amostras teste. Apds a penetragdo do eluato de hemoglobina no 4gar foi realizada a corrida

eletroforética. Nos dez primeiros minutos usamos 90 volts e, em seguida, por mais trinta
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minutos, 140 volts. Em seguida, usando uma placa de Petri, o 4gar-gel foi mergulhado na

solugdo de benzidina de uso (solugdo corante) por aproximadamente 1 a 2 minutos. Logo
ap0s o agar-gel foi mergulhado em uma segunda placa de Petri contendo agua destilada. Nesta
etapa foram realizados dois banhos de agua. Em seguida o dgar-gel foi transferido,
cuidadosamente, para um suporte plastico, sendo realizada uma analise qualitativa inicial. A

secagem do agar-gel se deu a temperatura ambiente, sendo, entdo realizada a analise final por

comparagéio com o padréio FAS.
Eletroforese em acetato de celulose pH 8,4. Paralelamente foi realizada corrida

eletroforética em acetato de celulose. O eluato de hemoglobina foi aplicado na quantidade de
1 a2 pl por amostra, sendo aplicado conjuntamente com padrdo FAS. A corrida, realizada em

200 volts fixos. A coloragdo, realizada da mesma forma que para eletroforese em agar-gel.
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4 Resultados

Foram analisadas 347 amostras. Obtivemos 331 resultados normais e 16 resultados
anormais. Do ponto de vista clinico, caracterizados por 9 casos de HbFAS ¢ 7 de HbFAC.

(Ver tabela abaixo).
Tabela 1: Resultado das amostras (pH dcido e pH alcalino)

Genotipos Nuamero de portadores
HbFAS 9
HbFAC 7

Hemoglobinas Normais AF 331
Total 347

Os resultados obtidos pela eletroforese em pH 4cido e basico foram comparados com
os resultados do NUPAD da Faculdade de Medicina da UFMG, os quais foram considerados
0 nosso padrio ouro. Houve correlagdo em todos os casos analisados.

A comparagio de nossos resultados com os do NUPAD consta na tabela 2.

Tabela 2: comparagdo de resultados

Parametros comparados Resultado
Sensibilidade 100%
Especificidade 100%
Falsos positivos 0%
Falsos negativos 0%
Valor Preditivo Positivo 100%
Valor Preditivo Negativo 100%

A incidéncia de hemoglobinas anormais, verificada em nossa investigagdo, estd

apresentada na tabela 3:

Tabela 3: Incidéncia de hemoglobinas anormais
Hemoglobina S (HbFAS, futuro HbAS) 1:38.,6 (2.6%)

Hemglobina C (HbFAC, futuro HbAC) 1:49,6 (2,0%)
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A figura abaixo mostra um gel de agar pH 6,2, destacando a presenga de hemoglobina

SelC.
|

Agard-gel pH 6‘-,2_ "

A figura abaixo mostra um agar-gel, onde as amostras 1a 7 e 9 apresentam o padrdo
AF, a amostra 8 apresenta o padrdo A, e a amostra 10 apresenta padrdo FAS.

Agar-gel pH 6.2
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5 Discussio e conclusdes

O presente trabalho aborda a triagem neonatal de hemoglobinas anormais pelo método de
eletroforese em 4gar-gel e acetato de celulose. Os resultados obtidos foram a incidéncia de
1:38,6 (2,6%) de HbFAS, futuro HbAS (trago falcémico) e, 1:49,6 (2,0%) de hemoglobina
HbFAC, futuro HbAC. Obtivemos uma especificidade e sensibilidade de 100% quando
comparados com os testes realizados em EFIE (eletroforese por focalizagdo isoelétrica).
Considerando o baixo custo desta metodologia e os beneficios do diagnéstico em doengas de
hemoglobinas anormais, é plenamente justificavel a realizagdio deste teste em todos os recém-
nascidos, justificando-se pela diminui¢do da mortalidade e morbidade em que o diagnostico
precoce pode contribuir.

Comparando os resultados obtidos com estudos populacionais (adultos) realizados por
NAOUM (1997), verifica-se que a incidéncia deste autor para HbAS foi de 2,10%. Resultado
bastante préximo do aqui obtido. Aquele mesmo autor verificou, no mesmo trabalho, uma
incidéncia de 0,50% para HbAC. Neste caso obtivemos uma incidéncia quatro vezes maior.
Gostariamos de salientar que a amostragem do presente estudo foi relativamente pequena e
que a incidéncia verificada no NUPAD tem mostrado um aumento na HbAC em relagdo a
outros estudos populacionais. No NUPAD, em estudo realizado no periodo de Margo de 1998
a Fevereiro de 1999, a incidéncia para HbFAC (futuro HbAC) foi de 1,167% e para HbFAS
(futuro HbAS) foi de 3,096%.

A realizagdo de testes visando a prevengdo (medicina preventiva) na abordagem de recém-
nascidos, hoje é possivel, incluindo nfio somente hemoglobinopatias. mas também varias
outras doencas. Ressaltamos aqui a triagem em hemoglobinopatias, ndo tdo somente pela
grande importancia préatica na condugdo de casos diagnosticados, mas principalmente pela
possibilidade da realizagdo de aconselhamento genético, que poderia ser estendido a
familiares. E, talvez, o aconselhamento genético seja o ponto mais importante nesta
abordagem, uma vez que esta medida realizada de forma adequada pode ser responsavel pela
prevengdo na possibilidade de aparecimentos de novos casos.

A metodologia empregada neste trabalho ¢ de execugdo bastante facil. No comércio
existem virios kits disponiveis para realizagdo de eletroforese, tanto em pH acido quanto pH
basico. Estes apresentam custos mais elevados quando comparados com métodos que sdo

desenvolvidos dentro do préprio laboratério. Assim, os procedimentos aqui apresentados
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podem ser utilizados por laboratorios, como uma alternativa, para realizagdo de eletroforese
de hemoglobina em papel de filtro. Salientamos que a metodologia aqui empregada foi de
"fabricacdo caseira” e quando comparada com EFIE mostrou ser plenamente confidvel.

A realizagdo da triagem de hemoglobinopatias pelo NUPAD ¢ extremamente importante,
apesar de ndo atingir 100% dos nascimentos de nossa regido. Pela grande importéncia e pelo
grande valor social seria de grande nota a extensdo deste servigo a todas as regides do Brasil.

O trabalho aqui desenvolvido pela sua execugdo estar ao alcance da maioria dos
laboratérios e pela sensibilidade e especificidade alcangada quando comparando com EFIE,
de custos mais elevados e ao alcance apenas de alguns Centros de Estudo ou Pesquisa, mostra
de maneira mais simples uma possibilidade de realizagéo de triagem de hemoglobinopatias

em sangue colhido em papel de filtro de uma forma mais abrangente.
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