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Abstract

Hemoglobinopathies are among the most preva-
lent hereditary diseases in humans. Studies in
different areas of Brazil have identified the
prevalence of S and C abnormal hemoglobins.
The study analyzed 1,940 cord blood samples
of newborns from maternity hospitals in Na-
tal, Rio Grande do Norte State, to investigate
the prevalence of abnormal hemoglobins. All
samples were submitted to cellulose acetate
electrophoresis using a Tris-EDTA-borate buffer
at pH 8.5. Electrophoresis in agar gel pH 6.2
was performed on samples presenting abnor-
mal hemoglobin. Some 37 (1.91%) of the new-
borns presented hemoglobinopathies, as fol-
lows: 29 (1.50%) sickle cell trait (Hb FAS), 6
(0.31%) heterozygous Hb C (Hb FAC), one (0.05%)
homozygous Hb S (Hb FS), and one (0.05%) Hb
Barts suggestive of alpha thalassemia. The re-
sults show the need to implement screening for
hemoglobinopathies in the neonatal popula-
tion.
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tal Screening

ARTIGO ARTICLE

Maria Cristina Pignataro Emerenciano
de Aratijo 1

Edvis Santos Soares Serafim 2

Wivel Antonio Pereira de Castro Jr. 3
Tereza Maria Dantas de Medeiros 4

Introducao

As hemoglobinopatias sdo doencas genetica-
mente determinadas e apresentam morbidade
significativa em todo o mundo !.

Dentre as hemoglobinas anormais, a hemo-
globina S é a mais freqiiente e os homozigotos
ou portadores de anemia falciforme apresen-
tam anemia hemolitica croénica, estando asso-
ciada a manifestacdes clinicas importantes des-
de os primeiros anos de vida, incluindo aumen-
tada suscetibilidade a infec¢6es e recorrentes
episédios de oclusdo vascular 2,3,4. Embora o
traco falciforme (Hb AS) comumente seja as-
sintomatico, ha relatos de morte stibita e com-
plicacdes clinicas tais como hematuria, hipos-
tenuria, embolismo pulmonar e infarto esplé-
nico especialmente quando os portadores sdo
expostos a condi¢des extremas de baixa tensao
de oxigénio como ocorre em esforgos fisicos ex-
tenuantes, despressurizacao da cabine de véo
e em grandes altitudes 5.

A identificacdo de hemoglobinas anormais
em recém-nascidos permite o diagndstico pre-
coce de portadores de anemia falciforme, evi-
tando ou reduzindo as complicag¢des clinicas
da doenca, particularmente as infeccdes pneu-
mocdcicas que constituem uma das principais
causas de mortalidade nesses pacientes 6,7.8.

Além do mais, a triagem neonatal permi-
te a identificacdao de portadores e de casais de
risco pelo estudo retrospectivo das familias
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dos recém-nascidos afetados, as quais podera
ser dado aconselhamento genético que possi-
bilite uma decisdo consciente em futura gra-
videz 9.

As duas hemoglobinas anormais mais fre-
qlientes na populacao brasileira sdo as hemo-
globinas S e C, ambas de origem africana, evi-
denciando a intensa participacao do negro afri-
cano na composicdo populacional brasileira
10,11, Esse fato é bem caracterizado nos estudos
de prevaléncia de hemoglobinopatias realiza-
dos em diferentes regides do Brasil 12,13,14,15,16,
17,18,19,20,21,

Nesse estudo objetivamos investigar a pre-
valéncia de hemoglobinopatias em neonatos
por intermédio da triagem em sangue de cor-
ddo umbilical em uma populacdo da cidade de
Natal, Rio Grande do Norte, Brasil.

Casuistica e métodos

No periodo de janeiro a dezembro de 2001, fo-
ram analisadas 1.940 amostras de sangue de
corddo umbilical de recém-nascidos prove-
nientes de trés maternidades ptblicas da cida-
de de Natal: 830 amostras da Maternidade Es-
cola Januario Cicco (MEJC), da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte (UFRN); 797
do Hospital e Maternidade Santa Catarina, da
Secretaria Estadual de Satde; e 313 da Unidade
Mista Materno-Infantil de Lagoa Seca, da Se-
cretaria Municipal de Satide do Estado do Rio
Grande do Norte.

Os recém-nascidos foram escolhidos alea-
toriamente, independentemente da idade ges-
tacional e tipo de parto, apds as maes serem in-
formadas sobre o estudo e assinarem o Termo
de Consentimento Consciente. As varidveis ava-
liadas durante a coleta foram grupo étnico ma-
terno, naturalidade materna e procedéncia das
amostras. O grupo étnico materno foi definido
por branco, pardo e negro, considerando crité-
rios como cor da pele, textura do cabelo e for-
mato do nariz e ldbios.

A coleta do sangue foi efetuada pelo obste-
tra responsdvel pelo parto apés o clampeamen-
to do corddo umbilical, colocadas em tubos
contendo anticoagulante (EDTA) na proporcao
de 1mg/mL de sangue e acondicionadas em
geladeira até o momento das andlises, ndo ex-
cedendo 48 horas. Inicialmente, os eritrécitos
foram lavados trés vezes em solucao de cloreto
de s6dio 0,154 M a 200C e, em seguida, lisados
com saponina a 1% 10. Todas as amostras foram
submetidas a eletroforese de hemoglobina em
acetato de celulose utilizando-se tampao Tris-
EDTA-Borato pH 8,5 22. As amostras que apre-
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sentaram hemoglobinas anormais em pH alca-
lino foram submetidas a eletroforese em gel de
dgar pH 6,2, para confirmacao das hemoglobi-
nas anormais S e C 23.

Foi realizado estudo familiar de dez re-
cém-nascidos que apresentaram hemoglobi-
nas anormais e retornaram apo6s os dois meses
de vida para confirmacgdo do diagnéstico. As
amostras de sangue dos pais e das criancas fo-
ram submetidas a eletroforese em pH alcali-
no, e aquelas que apresentaram hemoglobinas
anormais foram confirmadas mediante eletro-
forese de hemoglobina em pH dcido e teste de
solubilidade 24.

A andlise estatistica dos dados foi baseada
em cdlculos percentuais das varidveis qualita-
tivas. O teste do qui-quadrado (c2) foi utilizado
com a finalidade de comparar as freqiiéncias,
utilizando-se nivel de significincia de 5%. A
parte computacional foi realizada com base
no pacote estatistico Statistica for Windows by
StatSoft, inc. versdo 5.1, edi¢cao 1997.

O projeto de pesquisa foi previamente apro-
vado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFRN
e desenvolvido cumprindo integralmente os
principios éticos estabelecidos na Resolucdo
196/96 do Conselho Nacional de Satide.

Resultados

A Tabela 1 apresenta os tipos de hemoglobinas
encontradas nas andlises das 1.940 amostras
de sangue de cordao umbilical, relacionando
0s seus gendtipos com o grupo étnico materno.
Do total analisado, 1.903 (98,09%) criancas
apresentaram perfil eletroforético normal FA.
O traco falciforme (gendétipo FAS) foi o mais
prevalente, representando 1,5%, e a anemia fal-
ciforme (gendétipo FS) correspondeu a 0,05%.
Foram ainda detectados os gendtipos FAC
(0,31%) e a hemoglobina FA+Bart’s (0,05%).

As freqiiéncias génicas verificadas foram
0,9905 para o gene bA, 0,0080 (gene bS) e 0,0015
para o gene bC.Valendo-se do cdlculo de Hardy-
Weinberg, observou-se por meio do teste qui-
quadrado (p < 1) que a distribuicdo dos fenéti-
pos na populacdo se encontra dentro do espe-
rado.

Na Tabela 2, sao apresentadas as prevalén-
cias das hemoglobinas anormais dos recém-
nascidos conforme a naturalidade materna. Do
total das 1.940 amostras, 37 apresentaram he-
moglobinas anormais, representando uma pre-
valéncia de 1,91%. A maior prevaléncia de he-
moglobinas anormais (2,11 %) foi encontrada
nas criangas cujas maes eram provenientes de
outros estados do Brasil, porém residentes na



Tabela 1

PREVALENCIA DE HEMOGLOBINA ANORMAIS EM RECEM-NASCIDOS

Prevaléncia de hemoglobinas anormais em recém-nascidos conforme o grupo étnico materno.

Grupo étnico Genétipos Total
materno FA FAS FAC FS FA+Bart's
n % n % n % n % n % n %
Branco 519 26,75 7 0,36 0 0,00 0 0,00 0 0,00 526 27,10
Pardo 1.179 60,77 21 1,09 4 0,21 1 0,05 0 0,00 1.205 62,10
Negro 205 10,57 1 0,05 2 0,10 0 0,00 1 0,05 209 10,80
Total 1.903 98,09 29 1,50 6 0,31 1 0,05 1 0,05 1.940 100,00
C2p =1,34.
p =0,49.

FAS = Genétipo normal; FAZ = Trago falciforme; FAC = Trago para hemoglobina C; FS = Homozigoto
para hemoglobina S (anemia falciforme); FA+Bart’s = Heterozigoto para alfa talassemia.

Tabela 2

Prevaléncia de hemoglobinas anormais em recém-nascidos conforme a naturalidade materna.

Naturalidade Numero Genétipos Total
materna de amostras FAS FAC FS FA+Bart's
testadas n % n % n % n % n %
| 1.110 21 1,89 2 0,18 0 0,00 0 0,00 23 2,07
Il 688 7 1,02 2 0,29 1 0,15 1 0,15 11 1,60
il 142 1 0,70 2 1,41 0 0,00 0 0,00 3 2,11
Total 1.940 29 1,50 6 0,31 1 0,05 1 0,05 37 1,91
€2y =053
p=0,77

| = Grande Natal (Natal, Parnamirim, Ceara-Mirim, Sdo Gongcalo do Amarante, Macaiba e Extremoz);
Il = Interior do Estado do Rio Grande do Norte; Ill = Outros Estados do Brasil.

Cidade de Natal, com prevaléncia de 0,70% pa-
ra o traco falciforme e 1,41% para o traco da
hemoglobina C. Tomando-se por base as 1.798
amostras de criancas cujas maes eram naturais
do Estado do Rio Grande do Norte (Grande Na-
tal e interior do Estado), 34 apresentaram he-
moglobinas anormais, representando uma pre-
valéncia de 1,89%.

Os dados expostos na Tabela 3 mostram os
gendtipos das dez criancas portadoras de he-
moglobinas anormais, que retornaram para
confirmacao, e de seus familiares.

Discussao

A cidade de Natal, capital do Estado do Rio
Grande do Norte estd situada na Regidao Nor-
deste do Brasil e tem sua composicao étnica re-
sultante da miscigenacao de indios, brancos e
negros africanos. A maioria dos brancos veio

de Portugal; os negros, principalmente da Cos-
ta Oeste da Africa; e os indios das tribos Poti-
guar (Tupi), Tapuia e Cariri 25,26,

Atualmente, de acordo com os resultados
obtidos na Pesquisa Nacional por Amostra de
Domicilio, o Rio Grande do Norte tem um total
de 2.777.509 habitantes. Desse total, 1.454.665
(52,37%) foram classificados como pardos,
1.171.699 (42,19%) brancos, 126.441 (4,55%)
negros, 2.374 (0,09%) da raca amarela, 3.169
(0,11%) de origem indigena e 19.161 (0,69%)
sem declaracao 27.

A amostra estudada foi constituida por uma
maior percentagem de recém-nascidos cujas
maes eram pardas, representando 62,10% da
amostra. O grupo étnico branco contribuiu com
27,10% e o negro com 10,80% (Tabela 1). As
discrepancias entre os percentuais da amostra
analisada e os dados do IBGE se ddo em virtu-
de da dificuldade de caracterizagdo do grupo
étnico pela cor da pele.
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Tabela 3

Resultados dos genétipos das criancas portadoras de hemoglobinas

anormais e seus familiares, apés confirmagéo.

Identificacdo Genétipos
Crianca Pai Mae Irmao
1(E.R.T) AS AA AS AA
2(F.L.C.0O) AS AS AS -
4(M.F A.S) AS AS AA -
7 (G.N. A) SF AS AS -
9 (A.D.N) AS AS AA -
16 (G.P.C) AS AS AA -
8 (A.C.M. L) AS AS AA -
4(E.C.L.A) AC AC AA -
1(T. S.N.) AS AA AS -
3(A.L.S) AS AS AA -

A prevaléncia das hemoglobinas S e C en-
contradas nesse estudo nao difere dos resulta-
dos obtidos em estudo anterior realizado na
populacao de Natal como também de outros
autores que analisaram essa distribuicdo em
diversas regides do Brasil 11,13,16,17,19,20,28,

Analisando-se a prevaléncia de hemoglo-
binas anormais de acordo com a naturalidade
materna foi encontrado um maior percentual
nas criangas cujas maes eram provenientes de
outros estados do Brasil, contudo, residentes
na cidade de Natal, representando 2,11% com
prevaléncia de 0,70%, para o trago falciforme, e
1,41%, para o traco da hemoglobina C (Tabela
2). Entretanto, ndao houve diferenca estatistica-
mente significativa entre os grupos (p = 0,07).

A cromatografia liquida de alta resolucao
(HPLC) é considerada uma técnica altamente
sensivel para o estudo das hemoglobinas anor-
mais porque evidencia pequenas quantidades
de Hb A, bem como Hb S, Hb C e outras hemo-
globinas anormais, na presenca de grandes
quantidades de Hb E Os sistemas automatiza-
dos proporcionam um processamento rdpido
das amostras com um alto indice de reproduti-
bilidade e exatidao, constituindo-se num exce-
lente método para triagem neonatal 6. Todavia,
na literatura, vdrios trabalhos demonstram a
eficdcia da eletroforese de hemoglobina em pH
alcalino, seguida de eletroforese em pH dcido
para a deteccdo de hemoglobinopatias em san-
gue de corddo 8,12,15,29,

A metodologia empregada nesse estudo
mostrou-se sensivel para diagnosticar hemo-
globinas anormais em sangue de cordao. Obte-
ve-se boa separacado das hemoglobinas Se Ce
das hemoglobinas A e F, além da deteccao de
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hemoglobina Bart’s, encontrada em 0,05% da
amostra total analisada, o que sugere o diag-
nostico de portador de alfa talassemia.

A presenca da hemoglobina Barts também
foi observada por Ruiz et al. 28, utilizando gel
de dgar de amido, encontrando uma prevalén-
cia de 0,39% ao analisar 2.281 amostras de san-
gue de corddao umbilical na cidade de Santos,
Sado Paulo. Um estudo mais recente realizado
por Viana-Baracioli et al. 20, utilizando eletro-
forese em pH alcalino e pesquisa de hemoglo-
bina H intra-eritrocitdria, evidenciou a preva-
léncia de 4,38 % de Hb Barts em amostras de
sangue de cordao umbilical de recém-nascidos
do Hospital de Base de Sao José do Rio Preto,
Sao Paulo.

Na literatura, existem vdrias publicacdes
relacionadas ao diagndstico neonatal das he-
moglobinopatias em diversos paises, demons-
trando a importancia desse procedimento na
reducdo da mortalidade em criangas menores
de cinco anos de idade 29,30,31,32,

No Brasil, diversos pesquisadores tém reali-
zado estudos para a identificacdo de hemoglo-
binas anormais em recém-nascidos. Ramalho
et al. 33 pesquisaram a hemoglobina S em san-
gue de cordao umbilical de 220 recém-nasci-
dos na cidade de Campinas, Sao Paulo, encon-
trando a prevaléncia de 2,72% para o trago fal-
ciforme. A mesma prevaléncia para o heterozi-
goto da hemoglobina S foi encontrada por Ruiz
et al. 28, em um estudo realizado com 2.281 re-
cém-nascidos da cidade de Santos. No Estado
de Minas Gerais, o programa de triagem neo-
natal para doenca falciforme iniciado em mar-
¢o de 1998, analisou 605.419 criancas, encon-
trando uma prevaléncia de 3,2% para o traco fal-
ciforme, 1,3% para o portador da hemoglobina
C e 0,08% para doengas falciformes 34. Recen-
temente, estudos realizados por Ducatti et al.
15, em Sao José do Rio Preto, Sao Paulo, e Daudt
et al. 14, em Porto Alegre, Rio Grande do Sul,
evidenciaram uma prevaléncia de 3,72 % e 1,2
%, respectivamente, para o trago falciforme.

A prevaléncia de 1,5% para o traco falcifor-
me encontrada nesse estudo mostrou-se infe-
rior a observada por Bandeira et al. 12 em 1.988
recém-nascidos de Pernambuco. Essa diferenca
pode ser explicada pelo grande contingente de
escravos africanos trazidos para aquele estado
durante o periodo colonial brasileiro, fato que
nao ocorreu no Estado do Rio Grande do Norte.

Foram enviadas correspondéncias a todas
as maes dos recém-nascidos que apresentaram
hemoglobinas anormais com o intuito de con-
vidd-las a comparecer ao ambulatério de he-
matologia do Hemonorte, para receberem o
aconselhamento genético.



Das 37 criangas portadoras de hemoglobi-
nopatias detectadas, apenas dez retornaram,
ap6s dois meses, para confirmacdo do diag-
nostico e realizacdo do estudo familiar (Tabela
3). Admite-se que o retorno foi prejudicado pe-
la dificuldade de localizacdo de endereco de al-
gumas maes, pela falta de conhecimento sufi-
ciente sobre a importancia do diagndstico des-
sa alteracdo genética e pelo reduzido poder
aquisitivo da maioria delas.

Foram detectados dois casais considerados
de risco, heterozigotos para a hemoglobina S
(Tabela 3). Os pais da crianca, a qual apresen-
tou traco falciforme, apds receberem orienta-
¢do médica sobre a alteracdo genética e a pro-
babilidade do nascimento de filhos com ane-
mia falciforme, decidiram nao mais arriscar
uma nova gestacdo. A crianca diagnosticada
como portadora de anemia falciforme foi ins-
crita no ambulatério de hematologia do Hemo-
norte para acompanhamento médico, incluin-
do o uso de terapia preventiva com antibiético
e esquema de vacinagao.

A Portaria do Ministério da Satde ne 822,
de 6 de junho de 2001, publicada no Didrio Ofi-

Resumo

As hemoglobinopatias estdo incluidas dentre as doen-
cas hereditdrias mais freqiientes nas populagoes hu-
manas. Estudos realizados em diferentes regioes do
Brasil tém demonstrado que as hemoglobinas anor-
mais S e C sdo as mais prevalentes. Com o objetivo de
investigar a prevaléncia de hemoglobinas anormais
no periodo neonatal, foram analisadas 1.940 amos-
tras de sangue de corddo umbilical provenientes de re-
cém-nascidos de trés maternidades da cidade de Na-
tal, Rio Grande do Norte. Todas as amostras foram
submetidas a eletroforese de hemoglobina em acetato
de celulose utilizando tampdo Tris-EDTA-Borato pH
8,5. As amostras que apresentaram hemoglobinas
anormais foram submetidas a eletroforese em gel de
dgar pH 6,2 para confirmagdo. Foram identificadas 37
(1,91%) amostras com hemoglobinas anormais, das
quais 29 (1,50%) com trago falciforme (Hb FAS), 06
(0,31 %) com Hb C, uma (0,05 %) com anemia falcifor-
me (Hb FS) e uma (0,05 %) apresentou Hb Bart’s,suge-
rindo alfa talassemia. Os resultados encontrados evi-
denciam a necessidade de implantagdo da triagem de
hemoglobinopatias em recém-nascidos na nossa po-
pulagdo.

Hemoglobina Falciforme; Anemia Falciforme; Triagem
Neonatal

PREVALENCIA DE HEMOGLOBINA ANORMAIS EM RECEM-NASCIDOS

cial da Unido de 7 de junho de 2001, determi-
nou a obrigatoriedade do Programa Nacional
de Triagem Neonatal em todo o Territério Na-
cional, tendo como objetivo o desenvolvimen-
to de agdes de triagem neonatal, diagndstico,
acompanhamento e tratamento das doencas
congénitas como fenilcetontria, hipotireoidis-
mo congénito, fibrose cistica, doencas falcifor-
mes e outras hemoglobinopatias 35.

Levando-se em conta a extensdo de nosso
pais, a miscigenagdo racial e a prevaléncia das
hemoglobinopatias, torna-se necessaria a ex-
pansdo dos centros de triagem para detectar
estas alteracdes genéticas, a fim de permitir
um melhor conhecimento sobre esse grupo de
doencas hereditdrias.

No Estado do Rio Grande do Norte ndo hd
relato de estudos referentes a identificacao de
hemoglobinas anormais no periodo neonatal.
Os resultados obtidos nesse estudo permitem
recomendar a implementacdo de um progra-
ma para triagem neonatal de hemoglobinopa-
tias em nosso Estado, oferecendo orientacoes e
aconselhamento genético as familias das crian-
cas portadoras de hemoglobinas anormais.
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