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amostras de sangue foram coletadas do cordio umbilical, em tubos contendo
anticoaguiante EDTA. A metodologia utilizada foij diferenciada em seletiva e
especifica. As técnicas seletivas consistiram em eletroforese qualitativa em acetato
de celulose pH 86 e resisténcia globular osmética em NaCl 0,36%. Como testes
especificos foram utilizados: a) eletroforese em agar-fosfato pH 6,2%; b) andlise da
morfologia eritrocitaria: C) dosagens de HbS e Hb Bart’s por eletroforese quantitativa
em acetato de celulose pH 8,6; d) dosagem de hemoglobina Fetal e e) pesquisa de
agregados de hemogiobina de Bart's. Neste estudo foram analisadas 601 amostras
de sangue, detectando-se 7 casos de hemoglobinas anormais (1,16%), sendo 0,16%
de HbFAS e 1,00% de Hb Bart's. Nos recém-nascidos Caucasoides foi observada
uma freqiiéncia de 0.5% de hemoglobinopatias. enquanto que nos negrdides esta
freqiéncia foi de 2,38%. Os resultados deste estudo evidenciam a importancia da
implantacéo dos programas de deteccdo e prevencao da hemoglobinopatias, bem

como o aconselhamento genético aos portadores, a fim de prevenir a forma grave da

doenga.
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1 - Introducgo

O sangue é composto pelo plasma e por trés tipos de células: os glébulos
brancos ou leucécitos, as plaquetas e os giébuios vermelhos ou hemacias. O plasma
transporta agua, sais, horménios e drogas para os tecidos e retira deles detritos através
dos puimdes (na respiracédo) e dos rins (na excrecdo). Os leucdcitos protegem o
organismo contra as infecgbes; as plaquetas possuem importante papel no processo de
Coagulagéo sanguinea e as hemacias realizam principalmente, o transporte de gases
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1990),

A hemogiobina é uma proteina encontrada no interior das hemacias, e é
formada por quatro cadeias polipeptidicas (as globinas) com um totai de 574
aminoacidos. Duas dessas Ccadeias tém 141 aminoacidos (a.a.) cada e sdo conhecidas
por cadeias do tipo aifa e zeta. As outras duas possuem 146 a.a. e sio denominadas
por cadeias do tipo beta, delta, gama-glicina, gama-alanina e épsilon. Cada cadeia
Polipeptidica esta ligada ao grupamento heme que é um complexo formado por um

atomo de ferro, situado no interior de uma estrutura porfirinica que o mantém no estado
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ferroso e da a cor vermelha Caracteristica da hemoglobina. E este complexo que se liga
80 oxigénio e da a molécula sua capacidade de transporte de gases (LEHNANN &

HUNSTMAN, 1974).

aifa-2, e permanecem em atividade durante toda a vida do individuo, com ritmo de
sintese bastante elevado, uma vez que participam da composicéo de quase todas as
hemoglobinas. Outros genes pertencentes ao complexo génico do cromossomo 16 séo:
0 gene zeta, que atua somente em um periodo da fase embrionaria, e os pseudogenes
alfa-1 e zeta, que nao sintetizam globina devido g mutacdes sofridas. As cadeias do tipo
beta s&o sintetizadas em um complexo génico localizado no brago curto do
cromossomo 11 que é formado Pelos seguintes genes: beta, delta, gama-alanina,
gama-glicina e épsilon; este ltimo se €xpressa somente no periodo embrionario. Os
genes gama-alanina e gama-glicina s&o caracteristicos do periodo fetal e os genes beta
e delta sdo atuantes a partir de uma fase do periodo fetal, atuando com toda plenitude
no periodo pds-nascimento. Esse processo de sintese é continuo e se efetua dentro de
um equilibrio de producéo que permite a combinagéo pareada entre globinas alfa e
beta, alfa e deita, alfa e gama. A sintese dos diferentes tipos de hemogiobinas
embrionarias, fetais e adultas obedecem a um rigido controle genético (Figura 1)

(NAOUM, 1997).
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FIGURA 1 - Representacéo esquematica dos genes localizados nos cromossomos 11
e 16 e os trés tipos de hemoglobinas sintetizadas apos o sexto més de

vida (NAOUM, 1997).




O primeiro tetramero hemoglobinico, que predomina nas guatro semanas iniciais
do periodo embrionario, & composto Por pares de dimeros de cadeias zeta e épsilon, os
quais formam a Hb Gower-1. Qutras duas hemoglobinas embrionarias, presentes até a
12% semana, sdo constituidas por pares de cadeias zeta e gama, alfa e épsilon, que
constituem as Hb Portiand e Hb Gower-2, respectivamente. Ao término desse periodo
nao ocorre mais sintese das hemoglobinas embrionarias, predominando entdo nesta
fase, a Hb Fetal, cuja produco tem inicio na 42 semana de gestacdo com o aumento
progressivo do seu nivel quantitativo ao longo do desenvolvimento fetal. A Hb Ay,
composta por dimeros de cadeias alfa e beta, é sintetizada a partir da 102 semana e se
mantém em concentragdes proximas a 10% até o nascimento. A Hb A; por sua vez, é
formada por cadeias aifa e delta, comegando a ser sintetizada na 252 semana em
concentracGes reduzidas que permanecem até o nascimento, aumentando lentamente
até se estabilizar no 6° més de vida (Figura 2) (NAOUM, 1990).

Os eritrécitos do recém-nascido contém aproximadamente 80% de Hb Fetal,
20% de HbA; e menos que 0,5% de HbA,. Pouco antes do nascimento ocorre um
aumento da sintese de cadeias beta, a Hb Fetal cai progressivamente apds o
nascimento, chegando a um minimo em torno do 4° més de idade, porém esta queda

pode ser variavel (SCHILLER, 1980).
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FIGURA 2 - Formacdo das hemoglobinas humanas nos diferentes periodos

desenvolvimento (NAOUM, 1990).
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e pbs-natal. A maior diferenga entre as hemoglobinas A; e Fetal relaciona-se com o
transporte de oxigénio. Este fato esta envolvido com um metabolismo intermediério dos
eritrécitos, conhecido como 2,3 difosfoglicerato (2,3 DPG). Este CoOmposto de fosfato
organico interage com a HbA; diminuindo sua afinidade para o Oxigénio, e portanto
favorece a liberag&o do oxigénio. A Hb Fetal néao interage com o 2,3 DPG em qualquer
grau significativo, consequentemente, as células contendo Hb Fetal tém uma afinidade

de oxigénio mais elevada do que as que contém HbAs. O aumento de afinidade de

pela HbA, (SCHAFFER, 1979),

Seis meses apos o nascimento, as concentracdes e os tipos normais de
hemogilobina passam a Ser os seguintes: HbA, (96 - 98%), HbA, (2,5 - 3,7%) e Hb Fetal
(0 - 1%) (SCHILLER, 1980),

Os problemas na sintese de globinas se manifestam clinicamente apos os
primeiros meses de vida, porém os estudos eletroforéticos de varias populagdes
indicam que muitas anomalias importantes das hemoglobinas podem ser detectadas
durante o periodo neonatal (OSKI & NAIMAN, 1984).

As hemoglobinopatias s3o decorrentes de alteracbes da molécula de
hemoglobina causadas por defeitos de sintese de globinas ou da sua propria estrutura

quimica, com efeitos anormais e de intensidades varidveis nos seus processos
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fisiologicos, podendo ser classificadas em dois grupos: talassemias e hemoglobinas

variantes (NAOUM, 1 997).

sim, amplamente distribuidas pelo mundo (OHENE-FREMPONG & SCHWARTZ, 1980).

As talassemias sao decorrentes de falhas a nivel do gene regulador, onde em
geral, essas mutagdes provocam um blogueio de sintese de uma das globinas, com
intensidades variaveis, ou até mesmo total. Ocorrem entdo, desequilibrios entre a
globina produzida e a bloqueada. A hemdlise é uma consequéncia da sintese continua
das cadeias restantes de globina. O excesso destas cadeias ndo balanceadas interage

e forma tetrameros (B4 ou hemogiobina H, e ¥4 ou hemogiobina Bart's). Estes

As hemoglobinopatias relacionadas com anormalidades de cadeias beta s&o de
modo geral nao aparentes clinicamente no periodo neonatal, uma vez que este

disturbio é devido a um decréscimo da produgéo de cadeias beta. Os sinais e sintomas
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aparecem inicialmente apés os 2 oy 3 meses de idade, quando a maior parte da sintese
de hemoglobina consiste na produ¢do de cadeias beta Por outro lado, as
anormalidades de cadeias gama podem ser clinicamente manifestas em recém-
nascidos, e depois desaparecerem & medida que a crianga se torna maior e aumenta-
Seé a sintese de cadeia beta. Os disturbios na producdo da cadeia alfa, sdo aparentes
80 nascer, uma vez que essas cadeias constituem a metade da molécula da Hb Fetal,
Na auséncia ou diminuicdo das cadeias alfa, sédo formados tetrameros de cadeias
gamas, chamados Hb Bart’s. Sendo quatro genes (dois de cada genitor) que regulam a
produgdo normal de cadeias Polipeptidicas alfa, a gravidade do defeito desta cadeia é
proporcional ao conteldo de Hb Bart's do Sangue de corddo umbilical
(SCHAFFER,1979).

De uma forma geral, as sindromes alfa talassémicas szo classificadas em:
portador  silencioso (ou talassemia alfa minima) sendo o tibo mais comum e
apresentando delecdo de apenas um gene; traco alfa talassémico (ou talassemia alfa
menor) com delecdo de dois genes aifa; doenca de hemoglobina H (ou talassemia alfa

intermédia) causada pela delecdo de trés genes alfa e hidropisia fetal que é a forma

mais grave de todos os tipos de talassemias, sendo Jeta] (NAOUM, 1997).

As hemoglobinas variantes séo decorrentes de falhas no gene estrutural onde
um aminodcido qualquer da cadeia polipeptidica (alfa ou beta) pode ser substituido por
outro. As hemoglobinas variantes mais freqlentes so a S (falciforme) e a C. A HbS &
originada por uma substituicdo do aminoacido n.° 6 da cadeia beta, o &cido glutamico,
pela valina: e a HbC, ocorre devido 3 substituicdo do mesmo aminoacido pela lisina
(LEHMANN & HUNSTMAN. 1974).

A anemia falciforme é a doenca hereditaria monogeénica mais comum do Brasil,
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sendo esta denominagéo reservada Para a forma da doenga que ocorre nos individuos
homozigotos SS. onde em geral os pais s3o portadores assintométicos de um Unico
gene afetado (heterozigotos), produzindo HbA e HbS (HbAS), tendo em cada gestagao
a probabilidade de 25% de ter Uma crianca portadora da forma homozigota (HbSS).
Além disso, o gene da HbS pode combinar-se com outras anormaiidades hereditarias
das hemoglobinas (HbC, HbD, talassemias, etc.) gerando combinagées que também
podem ser sintomaticas. Desse modo, todas essas formas sintomaticas do gene da

HbS, em homozigose ou em combinacéo, sdo conhecidas como doengas falciformes

(BRASIL,1996).

complicagbes e frequentes hospitalizacées, outros apresentam uma evolugdo mais
benigna, em alguns casos quase assintomatica. Tanto fatores hereditarios como
adquiridos contribuem para esta variabilidade clinica. Entre os fatores adquiridos mais
importantes, destaca-se o nivel sécio-econdmico, com as consequentes variacdes na
qualidade de alimentagdo, de prevencéo de infeccdes e de assisténcia médica. No
quadro clinico, além de predominar as manifestacées de anemia cronica, ocorrem
episédios de dores Osteo-articulares, dores abdominais, infeccées e infartes
puimonares, retardo do crescimento e maturacéo sexual, acidente vascuiar cerebral e
comprometimento crénico de multiplos 6rgéos, sistemas oy aparelhos. A destruicgo do
baco é a principal responsavel pela suscetibilidade aumentada & infecgdes graves
(septicemias). Se nao diagnosticada precocemente, estdo associadas a alta

mortalidade na infancia, sendo poucos os afetados que sobrevivem & idade aduita

(BRASIL, 1996).
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A anemia falciforme originou-se na Africa e foi trazida as Américas pela
imigragéo forcada dos escravos O gene da HbS apresenta alta prevaléncia em varias
regiGes da Africa e outras partes do mundo onde a malaria por Plasmodium falciparum
€ endémica, ou onde existam grupos de imigrantes portadores do gene S. A alta
prevaléncia de HbS nessas areas pode ser explicada por dois mecanismos: selecdo de
heterozigotos em &reas altamente malarigenas e imigragio espontanea ou forgada dos
portadores do gene aiterado (ALLISON,1961 e 1964).

No Brasil, distribui-se heterogeneamente, Caracterizando-se por significativa
mistura racial, de modo que o processo de colonizagdo teve grande influéncia na
dispersao de genes anormais, e notadamente das talassemias e falcemias. Assim, a
distribuicdo das hemogiobinas anormais, provenientes de formas variantes e
talassémicas, estio intimamente relacionadas com as etnias, que compde nossa
populacéo, sendo mais freqlente onde a proporcdo de antepassados negros da
populagéo & maior, como por exemplo na regi&o nordeste. Além da Africa e Américas, é
hoje encontrada em toda Europa e em grandes regides da Asia. No sudeste do Brasil, a
prevaléncia média de heterozigotos (portadores assintomaticos) é de 2%, valor que
Sobe a cerca de 6 - 10% entre negros (NAOUM,1984).

As hemoglobinopatias, nas diferentes populagées do mundo, tem sido alvo de
citacbes da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), recomendando a implantacdo de
servigos de triagem em paises onde sua incidéncia & alta, independente de seu estado
atual de desenvolvimento. Em 10 de maio de 1996 foi aprovado peio Ministério da
Saude e pela Coordenadoria de Sangue e Hemoderivados (COSAH), o PROGRAMA
DE ANEMIA FALCIFORME (PAF), PORTARIA MS N2 951, cujo principal objetivo é

promover e implementar ages que possibilitem a reducdo da morbimortalidade e
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melhoria da quaiidade de vida das pessoas com doenga falciforme além de disseminar
informag&es relativas & doenga. O programa do Ministério da Saude tem obtido bons
resultados por meio da padronizagdo de diagnosticos, tratamentos e na formagado de
recursos humanos de profissionais de diversas regides do Brasil (BRASIL, 1996).

Estimativas, com base na prevaléncia, permitem supor a existéncia de mais de 4
milhGes de portadores do gene de HbS no Brasil, e perto de 30.000 com a forma grave,
incluindo anemia faiciforme, doenga de HbC, e interagdo entre HbS e talassemia beta.
Segundo a estimativa da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a cada ano nascem
no Brasil cerca de 2.500 criangas portadoras de doenga faiciforme. Vinte por cento
delas néo vao atingir 5 anos de idade por complicagbes diretamente relacionadas com
a hemogiobinopatia. Os programas de “screening” neonatal favorecem o diagnostico
rapido, antes do inicio dos sintomas clinicos, permitindo a educacdo dos pais e
pediatras, bem como a implementacéo de praticas de cuidados preventivos,
melhorando os niveis de morbidade e mortalidade (NAOUM, 1997).

Os primeiros estudos visando rastreamento e a deteccdo precoce de
hemoglobinas anormais em sangue de cordio umbilical de recém-nascidos ocorreram
na Africa, no Congo, tendo sido observado na amostra de 1.000 casos a presenca de
19 homozigotos para HbS (RUIZ et al., 19886).

Nos Estados Unidos da América, a partir de 1970, foram instituidas leis estaduais
que tornam obrigatéria a triagem, ndo sé a recém-nascidos, mas também a pré-
escolares, mulheres gravidas, casais em exames pré-nupciais, internos de instituicées
Penais ou combinagbes desses grupos, no sentido de oferecer medidas profilaticas e
informagdes as familias (PANTALEAO et al., 1993).

Na Ameérica Latina, onde a frequéncia do gene S é relativamente alta, a
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implantacéo desses programas é mais ampla. Um dos que mais se destacam na
detecgéo, tratamento e aconselhamento genético de individuos portadores da HbS é
aquele existente na Jamaica desde 1952. Vale salientar que esse servigo € oferecido,
principaimente, em Hospitais Universitarios e sua eficiéncia o torna um dos servicos
mais bem documentados do mundo (SERJEANT et al., 1986).

No Brasil, os resultados confirmam que o problema das hemoglobinopatias tem
importéncia médica, especialmente se considerarmos que para cada 3 milhdes de
criangas que nascem anualmente as estimativas 8&0 as seguintes:

* 90.000 serao portadoras de talassemia alfa
e 63.000 serdo portadoras de HbAS
¢ 1.500 serao portadoras de HbSS
e 640 serdo portadoras de HbSC
» 330 seréo portadoras de talassemia Beta/HbS
* 260 ser&o portadoras de talassemia Beta maior
Por estas razbes, aigumas iniciativas foram tomadas recentemente para a

prevencao e o tratamento adequado das hemoglobinopatias. Uma delas é o programa
coordenado pelo Centro de Referéncia de Hemoglobinas da Universidade Estadual
Paulista (UNESP) de Szo José do Rio Preto — SP, que realiza testes para prevencgéo de
falcemias e talassemias em escolares e gestantes. Da mesma forma, o Hemocentro e o
Centro Integrado de Pesquisa Oncohematoldgicas na Infancia (CIPOI), da Universidade
de Campinas realizam programas preventivos e de aconseihamento genético. Qutros
Hemocentros, com destaque aos do Ceara, Parg, Pernambuco, S&o Paulo, Marilia,

Ribeirdo Preto, Manaus, Uberléndia, Belo Horizonte, Botucatu e Rio de Janeiro,
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também desenvoivem programas regionais e atividades assistenciais e cientificas
(NAOUM, 1997).

No Hemocentro Regional de Uberlandia, em maio de 1995, foi implantado o teste
eletroforese de hemogiobina para triagem de hemogiobinopatias nos doadores, visando
uma melhor qualidade das bolsas de sangue e orientagbes aos portadores.

Em margo deste ano foi implantado, em Minas Gerais, o Programa Estadual de
Triagem Neonatal para Detecgdo de Doengas Falciformes, particularmente a Anemia
Falciforme. O tratamento profilatico sera realizado até o sexto ano de vida, visando
reduzir drasticamente a morbidade e mortalidade por estas doencas. Esse programa é
financiado e coordenado pela Secretaria de Estado da Salde e executado pelo Nucleo
de Pesquisa em Apoio Diagnéstico (NUPAD) da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Fundagdo Hemominas, Servico de
Hematologia do Hospital das Clinicas da UFMG e Instituto de Saude da Mulher e da
Crianca.

Na mesma amostra de sangue coletada para o “Teste do Pezinho’, ja em pleno
funcionamento para deteccdo de hipotireoidismo congénito e feniicetonuria, estao
sendo realizados também testes laboratoriais para detectar as Doengas Falciformes.
Atuaimente 763 municipios mineiros ja@ enviam amostras regularmente do Teste do
Pezinho para serem analisadas pelo NUPAD, equivalendo a uma abrangéncia de
aproximadamente 90% da populacdo atual de recém-nascidos. A técnica utilizada —
eletroforese de hemoglobina com focalizagéo isoelétrica- € uma das mais avangadas no
mundo para este tipo de triagem neonatal e superior as técnicas de eletroforese em

agarose tradicionalmente usadas.
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Em janeiro deste ano, o municipio de Uberlandia Instituiu o Programa de
Acompanhamento e Aconselhamento Genético Preventivo e Assisténcia Integral as
Pessoas Portadoras do Traco e da Anemia Faiciforme, como também criou-se a
Semana dos Portadores de Anemia Falciforme através das Leis N° 7067 e N°7070.

Diante desses programas preventivos que vém sendo implantados, acredita-se
que os problemas relacionados com as hemoglobinopatias. em especial com as
Doencas Falciformes, sejam minimizados e que a populacdo receba Orientagbes e

informagdes adequadas sobre estas doencas hereditarias.
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2 - Objetivo

Considerando que as hemoglobinopatias s3o freqUentes na populacéo brasileira
e dentre elas, as doengas falciformes $30 as mais prevalentes e com altos indices de

morbidade e mortalidade nos primeiros anos de vida dos portadores sintomaticos, o

presente trabalho teve como objetivo:

e |dentificar os recém-nascidos portadores de hemoglobinopatias, na Maternidade do

Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia.
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3- Material e Métodoe

2.1 - Area de Estudo

A triagem de hemoglobinopatias foi realizada em recém-nascidos na
Maternidade do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, onde a

estimativa é de aproximadamente 300 nascimentos por més.

3.2 - Mataerigl

O ndmero de amostras analisadas foi de 601 recém-nascidos de ambos os
sexos. Estas amostras de sangue foram coletadas do cordzo umbilical, em tubos

contendo anticoagulante EDTA, e encaminhadas ao Setor de Hemoglobinopatias do
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Hemocentro Regional de Uberiandia, onde foram realizados os testes para

hemoglobinopatias.

As amostras de sangue foram mantidas, até a realizacdo dos testes, sob

refrigeragéo a 4°C.

3.3 - Metodologis

2.8 Conecientizado

Foi enviada uma Carta, juntamente com uma copia do projeto de pesquisa, 3

direcéo do Bercario do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberiandia,

enviada, também, uma Copia do projeto para as Comissées de Etica do Hospital de

Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia e da Fundagdo Hemominas,
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3.8.2 - ldentificacdo dac Amoctrag

A identificagdo inicial das amostras foi feita peio Hospital, de modo que os tubos

parturientes. Foram entio identificadas por uma lista, contendo nome e numero do
Prontuario das maes, nimero do prontudrio e raca dos recém-nascidos, bem como o]
resultado dos testes realizados (Apéndice 2). A identificacdo da raca dos recém-
nascidos, realizada pelo Hospital de Clinicas, foi feita baseando-se na cor de pele da
mée, podendo ser branca, parda e negra, a qual foi realizada baseando-se na cor de
pele da mée. Devido ao fato de que o recém-nascido tende geraimente a ser mais claro
que seu progenitor, essa identificacdo racial pode ser inadequada. Por Isso, a
Classificacdo em caucasoides para os recém-nascidos brancos, e em negroides para os

Negros e pardos foi padronizada.

8.2.3 - Anjlicoe Laboratorigic

A - Tectae Qoletivoe

As amostras de sangue foram submetidas a testes seletivos visando estabelecer

uma triagem inicial para hemogiobinopatias.
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A.1) Resisténcia giobuiar osmética em NaCi 0,36% (SILVESTRONI & BIANCO,

1975)

Técnica usada para detectar talassemias, principaimente a beta heterozigota,
que apresenta positividade em 97% dos portadores, sendo possivel detectar também

casos de anemia ferropriva e os portadores para a hemoglobina C.

A.2) Eletroforese de Hemoglobina em acetato de celulose pH 8,6 (MARENGO-
ROWE, 1965)

Este método permite a qualificagéo e quantificagdo de hemoglobinas normais e
anormais. As diferentes mobilidades eletroforéticas das hemogiobinas anormais sao
originadas por alteracées de cargas elétricas, causada por substituicdo de aminoacidos
de diferentes pontos isoelétricos nas cadeias formadoras de moléculas.

Todas as fitas de acetato de celulose utilizadas foram coradas com solucdo

corante de Ponceau, para melhor visualizacéo das fragGes hemogiobinicas.

B - Testae Ecpecificoe

B.1) Eletroforese em agar-fosfato pH 6,2 (Método de VELLA, 1968)

Este método é especifico para diferenciar aiguns tipos de hemogiobinas mais

lentas que a hemoglobina A+, como por exemplo: HbS da HbD e HbC da HbE, as quais
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migram em posicdes semelhantes em eletroforese alcalina. Permite também g

caracterizagdo semi-quantitativa da hemogiobina fetal.

B.2) Dosagens de HbS e Hb Bart’s por eletroforese quantitativa em acetato de

celulose pH 8,6 (Método de MARENGO-ROWE, 1965)

A variagéo da concentracao de HbS ests associada as talassemias aifa e beta.
Os tipos de talassemia alfa: minima, menor, doenga de HbH e Hidropsia Fetal,

estao relacionados com os valores das concentracdes de Hb Bart's.

B.3) Analise da morfologia eritrocitaria

Em esfregaco sanguineo, analisa-se o tamanho, a forma e a coloragdo dos
eritrocitos. A avaliago da morfologia eritrocitaria deve ser realizada preferenciaimente
na porcéo fina do esfregaco de sangue. O esfregago pode estar corado com corantes
tradicionais (Giemsa, Wright etc.) ou a fresco sem coloragéo (esfregaco ‘italiano”). A
avaliagao morfologica auxilia na identificacdo das seguintes hemoglobinas: talassemias
beta, talassemias aifa, doengas falciformes e hemogiobinas instaveis (NAOUM,1997).

As hemaécias do recém-nascido sao normaimente macrociticas (8 a 9 um de
diametro). H4 uma mudanga gradual para microcitose aos 3 meses, chegando ao
diametro normal (7,5 1m) aos 8 meses. Pode-se encontrar eritrécitos nucleados e com

diversas formas, sendo que, quanto menor for o recém-nascido (prematuros) maior sera
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O numero de eritrocitos nucleados encontrados e mais variagbes morfologicas

apresentara (SCHILLER, 1980) .

B.4) Dosagem de Hb Fetal (Método de BETKE et al., 1959)

A Hb fetal é alcali-resistente, enquanto que as Hb A, A; e os tipos normais sio
facimente desnaturaveis por solugbes aicalinas. Concentragées acima de 1% para
adultos refletem aumento de Hb Fetal. Em sangue de corddo umbilical a quantidade de

Hb Fetal € aproximadamente 70 — 90%.

B.5) Pesquisa de agregados de Hb Bart’s (Método de PAPAYANNOPOULOS &

STAMATAYAMMOPOULOS, 1974)

Os corpos de inciusdo de Hb Bart's sé&o formados por cadeias gama, oriundas da
desnaturagdo do tetramero. As amostras positivas foram coradas com Solucéo Azul de
Cresil Brilhante e feitos esfregacos sanguineos em laminas para microscopia éptica,
onde foram observados precipitados sugestivos de cadeias gama (Hb Bart's) em
algumas células. Estes precipitados apresentam-se dispostos homogeneamente no

interior dos eritrécitos, como pequenos pontos azulados.

3.3.4 - Aconcelhamento Cenético
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Foram enviadas Cartas aos pais dos recém-nascidos com sSuspeitas de
hemoglobinopatias, Solicitando que estes tambem fizessem os testes para que

houvesse a confirmagado do diagnéstico e assim pudessem receber orientacbes

(Apéndice 3).

3.2.5 - Anilice Ectatictieg

As diferencas nas frequéncias de ocorréncia de portadores de
hemoglobinopatias entre as racas estudadas foi verificada por teste X*, com correcéo

de Yates, utilizando os seguintes programas: Instant, Graphad instant TM e Graphag

Software V2.02.
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4 - Recyltadoe

nascidos provenientes da Maternidade do Hospital de Clinicas da Universidade Federal
de Uberlandia. Desse total de amostras, 7 (1,16%) apresentaram suspeitas de
hemogfobinopatias durante a reaiizagdo dos testes seletivos, sendo 6 casos de Hb
Bart’s ( 1,00%), a qual no recém-nascido é considerada indicador de talassemia alfa e 1
Caso de trago faiciforme (0,16%), representado por HbFAS. Observou-se também que,
do total de amostras de sangue analisadas, 391 (65,06%) eram de recém-nascidos
Classificados como caucasoides e 210 como negroides (34,94%). Dentre as amostras
dos caucasoéides, 2 (0,50%) apresentaram suspeitas de hemoglobinopatias, sendo 1
(0,25%) com trago falciforme (HbFAS) e 1 com Hb Bart's (0,25%), enquanto que entre
as amostras de Sangue dos recém-nascidos negroides, foram encontrados 5 (2,38%)
Casos suspeitos de Hb Bart's (Tabela 1 e Figuras 3 e 4). Nao foram constatados
diferencas significativas nas freqiéncias de ocorréncia de portadores de

hemoglobinopatias entre as racas estudadas (X2 =0.009; p =0.924).
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TABELA 1 - Frequéncia e distribuicdo dos tipos de hemoglobinopatias detectados em
recém-nascidos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de

Uberlandia.
- POPULAGAO  ToTaL — TOTAL  TOTAL  TiPOS DE HbPATIAS
ANALISADO  HBAA  HbPATiAS — FAS  HbBarfs

/

CAUCASOIDES |

N 391 389 2 1 1

% 65,06 99,50 0,50 0,25 0,25
NEGROIDES

N 210 205 5 0 5

% 34,94 97,62 2,38 0 2,38
R T e e e e
N 601 594 7 1 6

% 100 98,84 1,16 0,16 1,0
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ClA,

1 2 8 4 5

Figura 3 - Eletroforese de Hb em acetato de celulose PH 8,6: (1,24 ¢ 5) Hb FAA e (3) Padrio
com “pool” de Hb ASC.

Figura 4 - Eletroforese de Hb €m acetato de celulose pH 8,6: (1) Padrio com “pool” de
Hb ASC; (2) Hb FAS; (3) Hb FAA e (4) Hb Bart’s (tetrAmero de cadeias gama).
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A amostra de sangue que apresentou suspeita de traco faiciforme, foi confirmada
em eletroforese de diferenciacdo em &gar-fosfato (pH 6,2), onde foram observadas as
separactes das fragbes de Hb Fetal, HbA; e HbS. Por meio dessa técnica foi possivel
diferenciar a HbS da HbD. As hemoglobinas Fetal, Aj e S foram dosadas nas seguintes
concentragdes: 70,5% de Hb Fetal; 16,2% de Hb A; e 13,3% de HbS. Como controle foi
dosada uma amostra de sangue de corddo umbilical, com fragdes hemoglobinicas
normais e que apresentou concentragdes conforme padrées descritos na literatura:
83,3% de Hb Fetal e 16,7% de HbA;.

As amostras sugestivas de Hb Bart's foram dosadas e suas concentragées
variaram de 2,0 a 5,5%.

O teste de resisténcia globular osmoética, em solucdo de NaCl a 0,36%, foi
utilizado em todas as amostras analisadas, ndo se mostrou eficiente para diagnéstico,
visto que, somente 3 casos suspeitos de Hb Bart’s mostraram resisténcia aumentada a
hemolise e por apenas aiguns minutos.

A analise da morfologia eritrocitaria utilizada nas amostras suspeitas de
hemoglobinopatias indicou a presenga de células em alvo em grau moderado, na
maioria dos casos, principalmente nos sugestivos de Hb Bart's com resisténcia globular
osmotica aumentada.

Apenas uma mae e um casal compareceram ao Hemocentro Regional de
Uberiandia para realizagéo do teste de eletroforese de hemogiobina, cujo resultado
poderia auxiliar no diagnostico de portadores. Para todos os sujeitos testados os

resuitados foram negativos para hemogiobinopatias (HbAA).
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5 - Diceyecip

As primeiras publicagcdes sobre prevaléncia de hemoglobinopatias no Brasii
datam do inicio da década de 40. Desta época até o final dos anos 60, as andlises
dispunham de tecnologia limitada, e certamente por este motivo, as hemoglobinas
anormais descritas tenham sido apenas HbAS, HbAC, HbSS e HbSC nas populaces
analisadas. Nos trabalhos publicados neste periodo quase nada se refere as
talassemias (DOMINGOS, 1993).

Os primeiros programas de triagem neonatal para doengas metabdlicas
herdadas tiveram inicio na década de 1950 com a detecgcdo da Fenilcetonuria (PKU).
Na década de 60 esses programas foram estendidos a Servigos de Triagem de Salde
Publica (PANTALEAO et a/., 1993).

Os programas preventivos a nivel neonatal sio amplamente difundidos em
paises da Europa, principaimente por possibilitarem a profilaxia de homozigotos
precocemente. Favorecem ainda, a sobrevida, minimizando os efeitos deletérios da

doenca, com redugdo significativa da morbidade e mortalidade infantii, além de
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apresentarem excelente retorno em nivel de aconselhamento genético (ROWLEY ef al.,
1991; LOADER et al., 1991). A detecgado dos portadores heterozigotos assintomaticos &
de grande importancia para a saude publica, pois representam fonte de novos
heterozigotos e possiveis homozigotos. Programas de prevencao sdo de grande
importancia para a conscientizagédo dos heterozigotos, fornecendo dados para que
possam decidir de maneira responsavel sobre seus descendentes, favorecendo o
direcionamento clinico para os casos brandos, e acompanhamento adequado aos
portadores de formas graves (DOMINGOS, 1993).

O presente trabaiho descreve os resultados da triagem de hemoglobinopatias em
recém-nascidos, na Maternidade do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberiandia. Optou-se pela populagdo de recém-nascidos, devido ao fato de que as
hemoglobinopatias tém sido bastante estudadas no Brasil quanto a distribuicdo e
incidéncias em grupos raciais, mas n&o em nivel de triagem em recém-nascidos.

A aplicagdo dos testes seletivos para o estudo dos tipos de hemoglobinas dos
601 recém-nascidos, permitiu a observagéo de 7 amostras de sangue com mobilidades
eletroforéticas alteradas. Andlises posteriores realizadas com O emprego dos testes
especificos utilizados no Setor de Hemoglobinopatias, do Hemocentro Regional de
Uberléndia, confirmaram os 7 casos sugestivos de hemoglobinas anormais. Para uma
avaliacdo mais precisa desses resultados seria necessario a utilizacdo de métodos mais

@\{geﬁﬁ%%sdgmpor exempilo, eletroforese de hemoglobina com focalizaco isoelétria

A frequéncia de 1,16% de hemoglobinopatias, encontrada enire as 601 amostras
de sangue de corddo umbilical analisadas, distribuida em 0,16% de HbFAS e 1,00% de

Hb Bart’s, foi compativel com as freqliéncias obtidas em outros estudos com amostras
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semelhantes, realizados em algumas cidades do Brasil, porém, nao foram encontrados
trabalhos com recém-nascidos em Minas Gerais.

Estudo realizado com 1.006 recém-nascidos, em Joao Pessoa — PB, demonstrou
que 0,20% eram portadores de HbFAS e 0,09% de HbFAC (PANTALEAOQ ef al., 1993),
Em um outro estudo realizado em Santos — SP, com 2.281 recém-nascidos, foram
verificados 78 (341%) portadores de hemoglobinopatias. sendo 2,63% de HbFAS:
0,39% de Hb Bart's: 0.26% de HbFAC e 0,13% DE HbFSS (RUIZ et al., 1986).

Com relagéo aos 6 casos de Hb Bart's encontrados no presente trabalho, foi
verificado 1 caso (0,25%) entre os recém-nascidos caucaséides e S casos (2,38%)
entre os negrdides, sendo esta diferenca estatisticamente nao significativa. De acordo
com as concentracées encontradas de Hb Bart’s, sugere-se que esses recém-nascidos
possam ser portadores de talassemia alfa minima (delegao de um gene aifa) ou de
talassemia alfa menor (deleg&o de dois genes alfa).

Alguns estudos tém sido realizados no Brasil, com recém-nascidos, objetivando a
deteccdo da hemoglobina de Bart's €m sangue de corddo umbilical. Em Porto Alegre -
RS, foi realizado um estudo com 599 amostras, sendo detectados 2,5% de portadores
de Hb Bart's entre os recém-nascidos caucasdides e 5,4% entre os negroéides
(PEDROLLO ef al., 1990). Em Campinas — SP, um outro estudo foi realizado com 320
recém-nascidos de maes negroides, onde foi verificado que 11,9% eram portadores de
Hb Bart's (SONATI & COSTA, 1990). Estes resultados estao em concordancia com 0s
relatos de frequéncia do gene da talassemia alfa, entre pacientes brasileiros com
anemia, estudada pela analise do DNA (COSTA et al, 1989).

A concentragdo da Hb Bart's diminui gradativamente apods o nascimento, ao

Mesmo tempo em que o nivel de Hb H se eleva. Neste periodo o diagndstico de




30

talassemia alfa torna-se dificil, ou até impossivel, por técnicas rotineiras (NAOUM &
DOMINGOS, 1998).

O uso de mapeamento dos genes alfa da globina, com enzimas de restricdo, tem
demonstrado aita frequéncia de talassemia alfa nos paises africanos, como em seus
descendentes que habitam as Américas (MILNER, 1983). A prevaléncia de
heterozigose para alfa talassemia em negros americanos foi estimada em 30%, com 2%
de homozigotos. No Brasil, a talassemia alfa de um ou dois genes afetados &
aproximadamente de 4 a 5%, com maior frequéncia entre negros (NAOUM, 1997).

A frequéncia de 0,16% de HbFAS, detectada neste estudo, divergiu da
freqUéncia de 2,70% encontrada em um estudo com 20.613 doadores de sangue e
escolares da regido do Tridngulo Mineiro (MELO et al., 1996). Esse fato pode ser
justificado pelo nimero de amostras analisadas e por se tratar de populacées distintas
sécio-economicamente, além dos recém-nascidos serem uma populacéo aleatdria.

A comparacédo da deteccdo de hemogiobinas de adultos com recém-nascidos
possui diferengas, j& que no periodo neonatal as fragbes hemoglobinicas anormais
estao caracteristicamente em menor quantidade que as fragbes normais. Por esse
motivo, apos a separacdo das fracées hemoglobinicas nas fitas de acetato de celulose,
as mesmas foram coradas para melhor visualizacdo dessas fragdes. A HbA2 em
sangue de corddo umbilical apresenta-se em concentragdes inferiores a 0,5% e seu
fracionamento néo é visivel.

Com a amostragem de 601 recém-nascidos, ndo foi possivel estabelecer uma
prevaléncia de portadores das formas graves de hemoglobinopatias na regido do
Triangulo Mineiro. Diante desta situacdo, este trabalho tera continuidade até que se

atinja uma amostragem de aproximadamente 1.000 recém-nascidos, visto que no Brasil
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ha estimativas de que uma em cada mil criangas nascem com Doenca Falciforme.
(NAOUM,1997).

No presente trabalho, a composigdo racial da amostra revelou predominio da
populagéo caucaséide (65,06%), porém a maior frequéncia de hemogiobinopatias foi
observada entre os recém-nascidos negroides (2,38%). Estes dados estdo em
concordancia com estudos realizados em diversas regides do Brasil.

As prevaléncias de hemoglobinopatias nas Américas do Sul, Norte e Central,
estdo relacionadas com a heranca étnica de seus povos, que sao derivados dos
indigenas, europeus, africanos e asiaticos, que miscigenaram ao longo de 500 anos.
Devido a essa origem heterogénea, a freqiéncia e os tipos de hemogiobinopatias
mostram amplas variagGes regionais e nos subgrupos populacionais. Os Estados de
Minas Gerais, Rio de Janeiro e a regio litoranea do Nordeste apresentam de forma
mais intensa a miscigenacéo Branco-Negra. (NAOUM, 1997).

A regiéo do Triangulo Mineiro, primitivamente era habitada pelos indios caiapds,
bororés, cataguas e outros. Com a sua colonizacéo vieram os portugueses com seus
escravos africanos e posteriormente os espanhois, argentinos, sirios-libaneses,
alemaes, etc. (PONTES, 1978). Estes grupos raciais, contribuiram com o processo de
miscigenacdo, enriquecimento cultural, adaptagbes nos usos e costumes e
inevitavelmente, na transmisséo de doencas, e entre essas as de origem hereditaria.

O estudo familial das hemogiobinopatias, por estas serem de origem hereditaria,
é de grande importancia para confirmagdo de diagndstico. Por esse motivo, foram
enviadas cartas aos pais dos recém-nascidos portadores para gue 0s mesmos viessem
até o Hemocentro Regional de Uberlandia para receber orientacdes e realizar o teste de

eletroforese de hemoglobinas. Um numero baixo de pais compareceram, 0 que pouco
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auxiliou nos diagndsticos, ja gue os resultados dos testes para hemoglobinopatias
foram negativos (Hb AA). Uma mae de um recém-nascido suspeito de ser portador de
Hb Bart’s, era solteira e o pai, possivelmente portador, recusou fazer o teste. O casal
que compareceu eram pais do recém-nascido suspeito de ser portador de HbFAS.
Como nenhuma hemoglobina anormal foi encontrada neste casal, seréo necessarios
exames complementares, e para isso as amostras serdo enviadas ao Nucleo de
Pesquisa em Apoio Diagnéstico — NUPAD — em Belo Horizonte, onde estdo sendo
realizados testes para detectar Doengas Falciformes nos recém-nascidos em Minas
Gerais.

O Projeto de Pesquisa do presente trabalho foi elaborado antes da implantagao
do Programa Estadual de Triagem Neonatal para Anemia Faiciforme. O referido
Programa teve inicio em margo de 1998, simultaneamente com a coleta de dados deste
trabalho e provavelmente todas as 601 amostras de sangue desses recém-nascidos,
foram analisadas pelo NUPAD.

Durante a execucdo deste trabalho, a Direcdo do Bergéario da Maternidade do
Hospital de Clinicas, solicitou os resuitados dos exames de hemogiobinopatias de
varios recém-nascidos que apresentavam hemdlise sem causa definida. Um destes
recém-nascidos era portador de Hb Bart's. A realizacdo desses testes, logo apos o
nascimento, € de suma importancia para o direcionamento clinico nos casos de

algumas complicagcdes neonatais.
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6 - Conelycsac

A) Neste trabalho foram analisadas amostras de sangue, de cordéo umbilical, de
601 recém-nascidos na Maternidade do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia, onde foram detectados 7 casos de hemoglobinopatias
(1,16%), distribuidos em 1 caso de HbFAS e 6 casos de Hb Bart’s (1,00%).

B) Os recém-nascidos caucasoides representaram 65,06% da amostra, com
uma freqléncia de hemogiobinas anormais igual a 0,5%, enquanto gue nos
recém-nascidos negréides a freqiiéncia foi de 2,38%. A Hb Bart's mostrou-se
mais prevalente na populagdo negroide. Este fato & justificado pela
contribuicdo dos imigrantes africanos na colonizagéo do Triangulo Mineiro.

C) O trago falciforme prevalente na maioria dos estudos realizados com
populagdes de adultos no Brasil, inclusive na regido do Triangulo Mineiro, foi

detectado em apenas um recem-nascido neste trabalho, provaveimente

devido ao nimero baixo da amostragem e o tipo de populacéo estudada.
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D) A implantacdo do Programa Estadual de Triagem Neonatal para deteccéo de
Doengas Falciformes em Minas Gerais, sera de grande importancia na
reducdo da mortalidade e ng melhoria da qualidade de vida desses
portadores. Por meio desse Programa, sera possivel também verificar a
prevaléncia da Doenca Falciforme em recém-nascidos de cada municipio
desse Estado.

E) Para melhores resultados, os programas de triagem de hemoglobinopatias
devem ser acompanhados de programas preventivos, principaimente de
aconselhamento genético. Esta associacdo é de suma importancia, pois s6
assim sera possivel g promocdo do conhecimento correto sobre estas
doencas, acesso dos familiares aos servicos de diagnésticos, bem como

acles educativas dirigidas aos profissionais de saude e 3 populagéo.
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Uberlandia, 15 de dezembro de 1997

De: Hemocentro Regional de Uberlandia
Setor de Hemoglobinopatias

Para: Dra. Viania Olivetti Abdalla
Dra. Claudia Lucia Carneiro Matos
Bergario de Neonatologia

O Ministério da Saude elaborou um Programa Nacional de Anemia
Falciforme (Portaria MS n°® 951, de 10/05/96), com o objetivo de promover e implementar
agOes que permitam reduzir a morbimortalidade e melhorar a qualidade de vida das pessoas
com doenga falciforme, e disseminar informagdes relativa a doenga (Em anexo).

O Hemocentro Regional de Uberlandia implantou, em maio de 1995,
o Setor de Hemoglobinopatias com o objetivo de realizar triagem dos doadores de sangue;
aconselhamento genético aos portadores e aos seus familiares; proferir palestras para
profissionais da area de saude, alunos dos Cursos de Biologia ¢ Medicina, bem como para
escolares de 2° grau de Uberlandia e das cidades adjacentes.

Nossos estudos tém demonstrado frequiéncia de 4,0% de portadores
assintomaticos para hemoglobinopatias, sendo que destes 3,0% sdo portadores do trago
falciforme (HbAS). Dados do ultimo levantamento, realizado em 1995, nos prontuarios dos
pacientes portadores da forma sintomatica de hemoglobinopatia, do Hospital de Clinicas da
UFU, 70,5% sdo portadores de anemia falciforme (HbSS) e 15.8% de doenga falciforme
(HbSC, HbSD e HbS/B°Talassemia).

Diante desses dados ha a necessidade de ampliar esse Programa de
Prevengdo, para isso, gostariamos de poder contar com a colaboragdo de V.Sas. para a
realizagdo dos testes no sangue do cordao umbilical dos recém-nascidos, do Bergario do

Hospital de Clinicas (UFU). com os objetivos de detectar precocemente os portadores:;
orientar os pais e realizar aconselhamento genético, visando amenizar os problemas

relacionados com as hemoglobinopatias. Segue em anexo o Projeto de Pesquisa para
avaliacdo e sugestoes. '

Tendo em vista a importdncia social desse Projeto, esperamos poder
executa-lo e colocamo-nos a disposi¢do para informagdes mais detalhadas.

Atenciosamente,

Dr. Silvio César de Freitas Arantes Silma Maria Alves de Melo
Diretor Geral do Hemocentro Chefe Setor de Hbpatias
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Uberlandia, 27 de maio de 1998

Senhores pais,

Favor procurar o Hemocentro Regional de Uberlandia, Av.
Amazonas, S/N® Bloco 2] (Medicina) - Campus Umuarama. Fone: 218-2376
ou 218-2276. Falar com Cristiane.

Muito obrigada,




