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RESUMO

Introdugao: A anemia falciforme é a doenga genética de maior prevaléncia mundial e a que
apresenta maior gravidade clinica e hematolégica. No Brasil, devido a diferentes origens
raciais e diversificado grau de miscigenacgao, a doenga tornou-se um problema de Saude
Pudblica. A inclusdo da pesquisa das hemoglobinopatias com énfase na anemia falciforme
nos programas de triagem neonatal foi um avang¢o para a saude publica. A criacédo do
Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), mediante a Portaria n.° 822 do Ministério
da Saude, em 06/06/2001, esta possibilitando a deteccdo das doencas falciformes no
recém-nascido (RN), podendo-se iniciar precocemente a profilaxia e o tratamento, antes do
surgimento dos sintomas. Objetivos: Determinar a prevaléncia da anemia falciforme; da
associacao SB-talassemia e do heterozigoto para a HbS. Comparar o gendtipo obtido pela
triagem neonatal com o gendtipo obtido apds os exames confirmatorios. ldentificar as
amostras selecionadas SS, Sp-talassemia e FAS quanto as suas distribuicbes geograficas
nas vinte e duas Regionais de Saude do Estado do Parana. Casuistica, material e
métodos: O estudo realizado foi observacional transversal. A populacdo analisada foi
constituida de 548.810 recém-nascidos que realizaram a triagem neonatal no Servigo de
Referéncia em Triagem Neonatal (SRTN) da Fundagdo Ecuménica de Protecdo ao
Excepcional (FEPE), no Estado do Parana, no periodo de janeiro de 2002 a dezembro de
2004. Foram selecionados os gendtipos FS, FSA e (F)AS, resultantes da triagem por
focalizagéo isoelétrica (FIE) e cromatografia liquida de alta precisdo (HPLC). As criangas
com os genotipos FS ou FSA foram encaminhadas para acompanhamento clinico. Os
exames laboratoriais eletroforese de hemoglobinas, pesquisa de HbA2, Hb fetal e
hemograma foram realizados a partir dos seis meses de idade para confirmacdo do
diagnéstico. Os resultados obtidos foram analisados quanto a sua prevaléncia e distribui¢cao
nas Regionais de Saude do Parana. Resultados: Dos 548.810 recém-nascidos triados no
periodo, 27 foram encaminhados para consulta médica por genétipo FS ou FSA. Desses, 12
(44,4%) confirmaram ser SS e 15 (55,5%) apresentaram a associagcao SB-talassemia. A
prevaléncia da anemia falciforme detectada pela triagem neonatal no Estado do Parana é de
2,2: 100.000 RN; Sp-talassemia 2,7:100.000 RN e (F)AS 1.500: 100.000. A maior
concentracao de ambos 0s casos aconteceu na regido norte e capital. Houve concordéancia
do diagndstico presuntivo com os exames confirmatorios em 93 % dos casos. O gendtipo
(F)AS encontra-se presente na quase totalidade do Estado porém em maior frequéncia na
regiao norte. Conclusdes: A prevaléncia de homozigotos e heterozigotos para HbS no
Parana é menor do que relatado para estados do centro-oeste, norte e nordeste do Brasil.
Fatores como tipo de populacdo predominante, ébitos fetais, casamentos inter-étnicos
podem estar contribuindo para que nao haja maior nimero de homozigotos para a HbS. A
deteccdo da associacdo Sp-talassemia corrobora a participacdo dos povos europeus
mediterraneos na miscigenag¢ao da populagao do Estado.
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ABSTRACT

Sickle cell anemia is the most prevalent genetic disease in the world and shows clinical and
hematological severity. In Brazil, due to different origins and great miscigenation, the disease
was considered a Public Health problem. The inclusion of sickle cell disease in the newborn
(NB) screening test was an advance in the Public Health. The “Programa Nacional de
Triagem Neonatal” (PNTN) established through the Ministry of Health Edict n.° 822, of
06/06/2001, is making possible the early detection of sickle cell disease in newborns,
allowing prophylaxy and treatment, before the symptoms arise. Purpose: To establish the
prevalence of sickle cell anemia, the association of SB-Thalassemia and of the heterozygoze
to HbS in the State of Parana, through newborn blood samples collected to Newborn
Screening Program. To compare the genotype obtained between newborn screening and
confirmatory tests. To identify the cases SS, SB-Thalassemia and (F)AS, in relation to their
geographical distribution through the 22 Parand’s State Health Regional. Casuistic, material
and methods: The study was observational and cross-sectional. All 548.810 newborns who
underwent the screening test in the FEPE, from January 2002 to December 2004, were
analysed. Samples with genotype FS, FSA and (F)AS obtained by isoelectricfocusing (IEF)
and high pressure liquid cromatography (HPLC) were selected. Newborns with genotype FS
and FSA were conducted to clinical follow-up. Laboratory tests such as hemoglobin
electrophoresis, HbA2 and fetal detection and blood count were performed around the age of
6 months to confirm the diagnose. Results were analysed in relation to their prevalence and
distribution through the 22 Parana State Health Regional Units. Results: From 548.810
newborns screened during this period of time, 27 (genotype FS and FSA) were conducted to
medical appointment and follow-up. Of this, 12 (44,4%) had the genotype SS confirmed and
15 (55,5%) showed the association Sp-thalassemia. Prevalence of sickle cell anemia
detected through the Newborn Screening Program, in the state of Parana is 2,2: 100.000NB;
SpB-thalassemia is 2,7: 100.000NB and (F)AS is 1.500: 100.000NB. Sickle cell anemia and
association SB-thalassemia, were both more prevalent in the northern region and in the
Capital. In 93% of cases there was a match between the presuntype diagnose and
confirmatory tests. Genotype (F)AS is present all over the State. However is more frequent in
its northern region. Conclusion: The prevalence of HbS homozygozy and heterozygozy in
the State of Parana is smaller than what has been published in relation to the centerwest,
north and northwest states in Brazil. Ethnic population, fetal deaths, inter-ethnic marriages
can be the reason for small numbers of sickle cell anemia. The finding of the association S3-
thalassemia strongly suggests that the mediterranean european persons married interracially
in the State population.

XVi



1 INTRODUGAO

A hemoglobinopatia S (HbS) é a mais comum das anomalias estruturais da
hemoglobina. Ainda que assintomatica no heterozigoto, produz quadro de anemia
falciforme no homozigoto (ZAGO et al., 1983).

A doenga falciforme afeta milhdes de pessoas no mundo e ocorre em 1 a
cada 500 nascimentos afro-americanos e em 1 a cada 4000 nascimentos hispano-
americanos (GONCALVES et al., 2003). Na Venezuela, estudo epidemioloégico
mostrou frequéncia variavel de zero nos indios venezuelanos a 5% nos mesticos e
afro-americanos; em algumas regides, como na costa norte e central, a frequéncia
pode chegar a 12% (MORENO et al., 2002).

Zago, Figueiredo e Ogo (1992), afirmavam que o Brasil tinha a maior
populagdo nao branca da América do Sul, estimada em 45% dos 182 milhdes de
habitantes (IBGE, 2004), dos quais 1 a 6% eram portadores do gene da HbS (ZAGO,
FIGUEIREDO e OGO, 1992).

Goncalves et al., em suas pesquisas publicadas em 2003, em Salvador, na
Bahia, constataram que o trago falcémico foi encontrado numa freqiéncia de 6,9 a
15,4% nos individuos descendentes de africanos. Conforme dados historicos,
naquele Estado houve grande afluxo de escravos provenientes do Oeste e Centro
da Africa, trazendo expressiva heterogeneidade étnica, cultural e social, além de
diferengas genéticas na doenca falciforme (GONGCALVES et al., 2003).

Apesar da frequéncia da anemia falciforme ser maior em pessoas da raga
negra, estudos populacionais tém demonstrado a presenca de hemoglobina S em
pessoas descendentes de popula¢des do Mediterraneo (gregos e italianos), Caribe,
América Central e do Sul, Arabia e india (SALOOJEE, 1999). No Brasil, que apresenta
populagdo com diferentes origens raciais e diversificado grau de miscigenagao, a
doenga tornou-se problema de saude publica (PAIVA E SILVA, RAMALHO e
CASSORLA, 1993). Devido a configuragdo demografica e racial do pais, a informacgéo

genética sobre o portador sadio e a doenga vem sendo priorizada pelo governo



federal na ultima década, quando foram instituidos programas voltados ao combate
da morbimortalidade decorrente da anemia falciforme (DINIZ e GUEDES, 2003).

Segundo estimativa da Organizagdo Mundial de Saude, 5% da populacéo
mundial é portadora do gene para hemoglobinopatias, e a cada ano nascem
aproximadamente 300.000 com hemoglobinopatia. Desses, 200.000 casos de
anemia falciforme ocorrem na Africa (WHO, 2005).

No Brasil, estima-se que existam mais de 10.000 portadores da anemia
falciforme, e que ocorra o nascimento de 3.500 casos novos anuais de doencas
falciformes (M.S., 2007 — informagé&o via E-mail). Conforme a Portaria n.° 951/1996
do Ministério da Saude, vinte por cento delas nao irdo completar cinco anos de idade
devido a complicagdes relacionadas diretamente a doenca e o restante apresentara
reducdo acentuada do rendimento escolar (DUCATTI et al., 2001) devido a
morbidade por ela causada.

A mortalidade até os 5 anos de idade € de cerca de 25 a 30%, devido a
infecgdes fatais, sequestro esplénico ou crises aplasticas (DI NUZZIO e FONSECA, 2004).

Na Resolugéo da Diretoria Colegiada n.° 1376 do Ministério da Saude de 1993,
havia a sugestao para a detecgdo da hemoglobina S e de outras hemoglobinas anormais
nos doadores de sangue, recomendando-se 0 uso com ressalvas do sangue dos
doadores que apresentassem hemoglobinas anormais.

Em 1997, Paiva e Silva e Ramalho, da Unicamp, estudaram uma popu-
lagdo de doadores de sangue para detectar os heterozigotos assintomaticos, a fim
de promover o aconselhamento genético a esses individuos. Em 1999, Ramalho et al.,
analisaram a viabilidade e eficiéncia de trés programas de triagem de hemoglobi-
nopatias envolvendo doadores de sangue, gestantes e escolares do ensino fundamental
e médio. O método utilizado foi a eletroforese de hemoglobinas e exames comple-
mentares. Em um total de 13.670 individuos que participaram da pesquisa, foram
encontrados 14 casos de doengas hematoldgicas (9 SS, 3 SC, 1 CC, 1 B-talassemia
major), 630 heterozigotos para hemoglobina S, C e B-talassemia. A frequéncia

média de disturbios da hemoglobina foi de 4,7%, considerando-se os homozigotos e



os heterozigotos. Os autores defendiam a idéia da triagem populacional para iniciar
o tratamento precocemente, e também o aconselhamento genético, com a finalidade
educacional e ndo eugénica (RAMALHO et al., 1999). Paiva e Silva, Ramalho e Cassorla
(1993), informavam que os dados da literatura internacional mostravam que o
diagndstico precoce, sobretudo ao nascimento, e a terapia adequada representavam
papel fundamental na redugdo da morbidade e mortalidade dessas criangas,
melhorando drasticamente a taxa de sobrevida e sua qualidade de vida.

A triagem populacional de heterozigotos assintomaticos para aconselhamento
genético é procedimento controverso, pois envolve o risco de rotulagdo, discriminagéo,
estigmatizagdo, perda de auto-estima e invasdo de privacidade (PAIVA E SILVA e
RAMALHO, 1997). Embora o Comité de Prevencdo e Controle das Hemoglobinopatias
Hereditarias da Organizagdo Mundial da Saude tenha insistido na implantagdo dos
programas na América Latina, especialmente no Brasil, esses autores eram bastante
incisivos quanto a maneira adequada de implantagdo destes programas, para nao
incentivar a estigmatizagao e o preconceito.

A inclusdo da pesquisa de hemoglobinopatias no Programa Nacional de
Triagem Neonatal — "Teste do Pezinho" — demonstrou ser um passo importante na
diminuicdo das taxas de mortalidade por anemia falciforme nos primeiros dois anos de
vida, pois permite a identificagdo precoce desses individuos e a consequente
introducéo de profilaxia adequada para as infecgdes, com antibiéticos e seguimento
ambulatorial regular (DI NUZZIO e FONSECA, 2004).

A triagem neonatal teve inicio na década de 60, nos Estados Unidos, com
a coleta de sangue seco em papel filtro. Essa técnica foi desenvolvida por Robert
Guthrie. No Brasil, a primeira tentativa ocorreu em 1976, na cidade de Sao Paulo,
pela Associagao de Pais e Amigos dos Excepcionais (APAE) que em uma iniciativa
pioneira na América Latina, realizava somente o diagnostico da fenilcetonuria, e a
partir de 1980 incorporou-se também a pesquisa do hipotireoidismo congénito.

Em 13 de julho de 1990, a Lei Federal n.° 8.069, conhecida como o Estatuto

dos Direitos da Crianga e do Adolescente, que substituiu o antigo Codigo de Menores,



tornou obrigatdria a realizagdo desses dois testes em todo o territério federal. Foi
incorporada ao SUS, através da Portaria n.° 22 de 15 de janeiro de 1992 e a
legislagao federal foi complementada, determinando e definindo a fenilcetonuria e o
hipotireoidismo congénito como as patologias a serem triadas.

No Parand, a Lei Estadual n.° 867/1987 tornou obrigatéria a realizagéo da
pesquisa do "Teste do Pezinho" que consistia somente na pesquisa da fenilcetonuria,
em todos os recém-nascidos no Estado.

O orgao responsavel pela triagem neonatal no Estado do Parana é a Fundagao
Ecuménica de Protecdo ao Excepcional através do seu Centro de Pesquisas, que
iniciou um programa gradativo para o Estado. Em 2000, realizou uma pesquisa-piloto
das hemoglobinopatias, com interesse na implantagéo estadual.

A FEPE é uma instituicao filantropica que tem por missao "realizar pesquisa,
prevencao e diagndstico nas areas de educagdo, saude e inclusdo da pessoa com

deficiéncia mental".

1.1 JUSTIFICATIVA

O Brasil € um pais formado por varias etnias. Cada uma delas contribuiu
com caracteristicas préprias em varios aspectos, dentre eles o da saude. A populacao
do mediterraneo, por exemplo, trouxe a talassemia para 0 nosso pais.

Por outro lado, os individuos provenientes principalmente da Africa, na
condicao de escravos, trouxeram as hemoglobinopatias como as doencas falciformes.
Historicamente, o trafico negreiro teve inicio em 1576 com o desembarque de cerca
de 40 mil africanos na condigdo de escravos nos portos brasileiros, a maior parte
deles destinada ao trabalho nos canaviais e engenhos de cana-de-agucar (MARQUESE,
2006). Como a sua entrada ocorreu de modo desordenado devido a politica escravagista
nos seculos XVI a XIX, houve também uma distribuicdo ndo controlada dos portadores
dos genes dessas hemoglobinopatias. As regides Norte e Nordeste do pais receberam o

maior afluxo de escravos e, consequentemente, 0 maior numero de seus descendentes.



A regiédo Sul, por outro lado, teve um menor contingente deles e maior imigragao de
europeus (IANNI, 1988; TRENTO, 1989).

A prevaléncia das doengas falciformes, particularmente da anemia falciforme,
reflete a influéncia da etnia africana nas diversas regides do pais.

Na Conferéncia do Instituto Nacional de Saude do Canada, sobre a triagem
neonatal para doencas falciformes e outras hemoglobinopatias ocorrida em abril de
1987, declarava-se que nos 20 anos anteriores a 1987, ja se sabia que as criangas
portadoras de anemia falciforme possuiam susceptibilidade aumentada a infecgdes
bacterianas graves, particularmente devida ao Streptococcus pneumoniae. O risco de
infecgcdes € maior nos primeiros 3 anos de vida e pode ser a primeira manifestacao
clinica da doencga aos 4 meses de idade; em 30%, os casos sdo fatais. Além das
infeccdes, as crises de sequestracdo esplénica aguda também contribuem para a
mortalidade na infancia. Os programas de triagem neonatal auxiliam na redugao da
morbidade e mortalidade infantil, devido a imediata inclusdo da crianga no acompa-
nhamento clinico e instituicdo da terapia profilatica com penicilina (WETHERS et al.,
1987). Esses programas melhoram a sobrevida do paciente, e o aconselhamento
genético aos casais portadores do gene da hemoglobina S propde a educagao familiar.

A determinacdo da prevaléncia da anemia falciforme no Estado do Parana
e outros novos dados que serdo conhecidos no desenvolvimento dessa pesquisa,
permitirdo mapear as regiées de maior concentragado da doencga falciforme, do gene
da HbS e do heterozigoto portador sadio. Assim, estudos e agbes epidemiologicas
para a melhoria na Saude Publica poderao ser realizadas a nivel municipal, estadual e

também federal.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1  Objetivo Geral

Conhecer a prevaléncia dos homozigotos — anemia falciforme — e dos
heterozigotos para HbS, no Estado do Parang, através das amostras de sangue dos

recém-nascidos coletadas para o "Teste do Pezinho".

1.2.2 Objetivos Especificos

- Selecionar, dentre as amostras coletadas no periodo de 2002 a 2004,
todas que apresentaram o genotipo FS pela triagem neonatal.

- Comparar o gendtipo obtido pela triagem neonatal com o gendtipo obtido
apoés os exames confirmataorios.

- Determinar a prevaléncia da associagao Sp-talassemia.

- Comparar a frequéncia do portador sadio da HbS em relagao a cor
da pele.

- ldentificar as amostras selecionadas SS, SB-talassemia e FAS quanto
as suas distribuicdes geograficas nas vinte e duas Regionais de Saude

do Estado do Parana.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ORIGEM HISTORICA DA HBS NO BRASIL

A HbS foi introduzida no continente americano principalmente devido ao
macico comércio de escravos provenientes da Africa, que aconteceu entre os
séculos XVI a XIX (ZAGO, FIGUEIREDO e OGO, 1992).

O Estado da Bahia, situado na regido Nordeste do pais, recebeu um dos
maiores afluxos de escravos africanos, proveniente da regido do Congo e Angola.
A Bahia passou por 4 periodos oficiais de trafico negreiro: o ciclo Guiné, durante o
século XVI, o ciclo Angola e Congo, durante o século XVII, o ciclo da costa do Marfim
durante o século XVIIl e o ciclo da Baia de Benin entre 1770 e 1850 (GONCALVES
et al., 2003).

O Rio Grande do Norte, também situado na Regidao Nordeste do pais, tinha
na sua composicao étnica a miscigenagado do branco, proveniente principalmente de
Portugal; do negro, proveniente da costa Oeste da Africa, e dos indios das tribos
Poti, Tapuia e Cariri, conforme Medeiros (1973)' e Cascudo (1980)2 apud De Araujo
et al. (2004).

O Estado do Parana, nos séculos XVII, XVIII e XIX, foi uma sociedade hete-
rogénea, composta por indios, europeus e africanos, e marcada também pela escravidao
(BALHANA, 1977). Na composig¢édo da sua populagdo, estavam presentes o indio, o branco
e 0 negro, bem como toda a variada gama de mesticos, decorrentes da miscigenagéo
caracteristica do quadro demografico de grande parte das regides brasileiras (BALHANA,
1977). No segundo quartil do século XVIIl, a pecudria se expandia como atividade

fundamental, a mineragéo decaia progressivamente; os negros e mulatos se tornavam

TMEDEIROS, T. A. Aspectos geopoliticos e antropolégicos da histéria do Rio Grande
do Norte. Natal: Imprensa Universitaria, 1973.

2CASCUDO, L. C. Histoéria da cidade de Natal. 2.ed. Rio de Janeiro, Civilizagdo Brasileira, 1980.



numerosos e relativamente importantes. No litoral, cuja vila principal era Paranagua,
os "pretos, pardos e mulatos correspondiam a cerca de 27% da populagao total. Na
regido do planalto, cuja vila principal era Curitiba, eles formavam 34% do total dos
habitantes" (MARTINS, 19413 apud IANNI, 1988).

Sob o ponto de vista de Balhana (1977), a participagdo econémico-social dos
escravos na formagao do efetivo populacional paranaense foi bastante significativa e
persistiu durante um longo tempo, imprimindo-lhe caracteristicas que o identificam
com aquelas do modelo classico da populagéo brasileira (BALHANA, 1977).

Entretanto, para Probst et al. (2000), o estudo sobre o polimorfismo HLA,
mostrou que foi baixa a contribuicdo do descendente africano no Estado do Parana,
pois a vinda desses individuos, ocorrida nos séculos XVII e XVIII foi provocada pelo
processo escravagista. Naquele momento vieram poucos individuos, pois o Parana
era um estado economicamente pobre. Entretanto, os autores salientaram a importancia
da migracdo interna que aconteceu em um passado recente, de individuos afro-
descendentes que sairam das regides Nordeste e Oeste do pais rumo ao Estado
do Parana, intensificando a importancia do componente africano nesse Estado
(PROBST et al., 2000).

Marcondes e De Abreu, 1991, no livro Escravidéo e Trabalho, descrevendo
a sociedade de Guarapuava do século XVIII, mostraram, através do livro de registro
de batizados da igreja local, que muitos eram filhos de pais desconhecidos. Isto
também comprovava "a forte miscigenacéo, pois 64,5% das criangas sdo de cor
parda, 1,19% sao mulatas e para 0,89% nao consta a cor" (MARCONDES e DE
ABREU, 1991). Essa miscigenagdo deu origem ao processo de branqueamento e
ascensao social do negro, pré-requisito para ser aceito na sociedade dos brancos e

ocupar tarefas intermediarias como assalariado (MARCONDES e DE ABREU, 1991).

SMARTINS, R. Quantos somos e quem somos. Curitiba: Empresa Grafica Paranaense,
1941. p.85-86.



A partir do século XIX a imigragéo foi intensificada com a vinda predominante
de italianos, aleméaes, poloneses, ucranianos e japoneses. Em menor numero vieram
os holandeses, russos, austriacos, ingleses, libaneses franceses e espanhdis
(PROBST et al.,, 2000). A saida desses migrantes de seus paises de origem
aconteceu pelo excesso de populagdo, pela pobreza e também pela falta de
alimentacao. O Brasil representava a esperancga na reconstru¢cao de suas vidas.

A vinda dos imigrantes europeus, particularmente dos italianos, ocorreu por
dois interesses principais. O primeiro era o da oligarquia do café: num primeiro
momento, para suplementar a méo-de-obra escrava (a partir de 1850, quando se
interrompeu o trafico de escravos) e depois para substitui-la (a partir de 1888,
quando da abolicdo da escravatura). O segundo interesse manifesto na imigragcéo
era a colonizacdo. Como a populagao nativa era em pequeno numero, a tarefa de
ocupacdo dos espacos foi confiada aos imigrantes por iniciativa dos governos
centrais e provinciais, contrapondo-se aos interesses dos empresarios agricolas
ligados ao café. Para esta colonizagdo, os imigrantes teriam que ocupar as
provincias do sul do pais, onde havia terras a desbastar e onde o clima era mais
adequado aos europeus (BRAIDO, 1978).

Quanto a procedéncia, a pesquisa realizada por Balhana (1977), mostrou
que a maioria dos italianos que vieram ao Brasil provinham do norte da Italia, predo-
minantemente da regido do Véneto. No Parana, mais de 90% dos imigrantes italianos

foram oriundos daquela regido (BALHANA, 1977).

2.2 CLASSIFICACAO RACIAL

Segundo dados do IBGE de 2003, um método de identificagdo racial € um
procedimento estabelecido para o enquadramento dos individuos em grupos definidos
pelas categorias de uma classificagdo, sejam estas manifestas ou latentes. Existem
basicamente trés métodos de identificagao racial. O primeiro € a auto-atribuigcado de

pertenca, no qual o proprio sujeito da classificagdo escolhe o grupo do qual se
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considera. O segundo é a heteroatribuigdo de pertenga, no qual outra pessoa define o
grupo do sujeito. O terceiro método € a identificacdo de grandes grupos populacionais
dos quais provieram os ascendentes proximos por meio de técnicas bioldgicas,
como a analise do DNA (OSORIO, 2003).

Com os progressos da biologia e da genética, tornou-se possivel estabelecer,
a partir da analise do DNA, quais seriam os grandes grupos "raciais" a que teriam
pertencido os ancestrais de uma pessoa (OSORIO, 2003).

O confronto dos resultados censitarios do IBGE de 1991 e 2000 mostrou
que, em todo o pais, aumentou a proporgdo de pessoas que se declararam de cor
preta (de 5,0% em 1991 para 6,2% em 2000) e diminuiu a proporgéao de pardos (de
42,6% em 1991 para 39,1% em 2000), o que pode ser um indicativo de mudancga
nos padrdes de identificagdo e de autoclassificagao do brasileiro (IBGE, 2002).

Na populacédo brasileira, os genes responsaveis pelo aparecimento das
hemoglobinas S e C foram introduzidos através de escravos de origem africana,
enquanto o gene responsavel pela talassemia foi introduzido por colonizadores e
migrantes de origem mediterranea. Pelo alto grau de miscigenacdo entre eles e as
populagdes nativas, atualmente ndo se pode considerar esses genes restritos a uma
determinada raga, sendo observados tanto em negrdides quanto em caucaséides
(MOREIRA et al., 1989).

Pelo Censo de 2000, o Parana possuia uma populagdo de 7.387.842
individuos caucasoéides e 2.017.481 individuos classificados como negros (pretos e
pardos), perfazendo um total de 21,09% da populagéo total (I Seminario Nacional de
Saude da Populacdo Negra, 2004). Em dados mais atualizados, o Datasus informa
que a populacdo do Estado do Parana em 2004 era de 10.015.425 habitantes,
sendo, portanto 7.903.172 classificados como caucasoéides e 2.112.253 classificados

como negros (pretos e pardos) (DATASUS, 2006).
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2.3 HEMOGLOBINA NORMAL

A molécula de hemoglobina, que € o pigmento que se encontra dentro do
glébulo vermelho, € uma proteina globular composta por quatro globinas associadas
a um grupamento heme, complexo formado por um atomo de ferro em uma estrutura
porfirinica. As subunidades das hemoglobinas sdo codificadas por um pequeno grupo
de genes (a e B) que sdo expressos sequencialmente durante o desenvolvimento.
Os genes do agrupamento ou "cluster" a estao reunidos no brago curto do cromossoma
16, enquanto os genes do agrupamento (3 estdo agrupados no brago curto do
cromossoma 11. Nos estagios embrionarios iniciais, o tetramero de hemoglobina
Gower-1 consiste de 2 cadeias € (agrupamento () e duas { (agrupamento a).
Aproximadamente no inicio da oitava semana de gestagdo, as cadeias produzidas
sdo gradualmente substituidas pela cadeia a adulta e duas diferentes cadeias fetais
designadas Gy e Ay. As cadeias y diferem somente pela presenga de glicina ou
alanina na posicdo 136, respectivamente. Durante o periodo de transicdo entre o
estagio embrionario e fetal, as hemoglobinas Hb Gower 2 (a; €,) e Hb Portland (C 2y2)
s&o detectadas. A HbF (> y») torna-se a hemoglobina predominante ao longo do
periodo fetal restante. Apds o nascimento, as cadeias y sao gradualmente
substituidas pelas cadeias B e . Por volta do 6.° més apos o nascimento, 97 a 98%
da hemoglobina é formada pelo tetrdmero a,p, (HbA), enquanto a HbA; (020,) esta
presente em aproximadamente 2 a 3%. Pequenas quantidades de HbF também sao

encontradas no sangue adulto normal (TORRES e BONINI-DOMINGOS, 2005) (tabela 1).
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TABELA 1 - ONTOGENIA DAS HEMOGLOBINAS

PERIODO TIPO DE HEMOGLOBINA CONCE(':;)T)RACAO
Gower-1 20-40

Embrionario Portland (¢ 2y2 ) 5-20
Gower-2 (a2 €2) 10-20

FETAL Fetal (a2 y2) 70-90
3m pos concepgdo- | A (02B2) 5-10
nascimento A2 (a252) tragos
Pés-nascimento A (a2B2) 96-98
apods 6 meses de A2 (0252) 2-3,5
idade Fetal 0-1,0

FONTE: Adaptado de Naoum (1997)

24 HEMOGLOBINA VARIANTE

Os disturbios das hemoglobinas humanas, chamados de hemoglobinopatias, sdo

de importancia fundamental na genética médica, pois sdo as doengas monogénicas mais

comuns no mundo, causando morbidade substancial (THOMPSON e THOMPSON, 2002).

Podem ser separados em trés grupos amplos, dependendo se a mutagao

altera a proteina globina, sua sintese ou a mudanga desenvolvimental de globina:

1.

variantes estruturais: alteram o polipeptideo da globina, sem afetar sua
taxa de sintese;

talassemias: sintese diminuida de uma ou mais cadeias de globina,
resultando no desequilibrio das quantidades relativas das cadeias alfa
e beta;

persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal (PHHF): grupo de condigdes
clinicamente benignas que alteram a mudanca perinatal de sintese de

y para B-globina (THOMPSON e THOMPSON, 2002).

As variantes estruturais sdo divididas em trés classes, de acordo com o

fendtipo clinico:

1.

variantes que causam anemia hemolitica. Nessa classe, em geral a
hemoglobina mutante torna instavel o tetramero da hemoglobina. Porém,

os exemplos mais frequentes sdo a hemoglobina falcémica (HbS) e
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hemoglobina C (HbC), que ndo s&o instaveis mas fazem com que a globina
mutante adquira estrutura anormalmente rigida;

2. variantes com transporte de oxigénio alterado, devido ao aumento
ou diminuicdo de afinidade pelo mesmo, ou devido a formacido de
metahemoglobina, uma forma de globina incapaz de oxigenagao
reversivel (THOMPSON e THOMPSON, 2002).

3. variantes decorrentes de mutagdes na regido codificante, que causam
talassemia (THOMPSON e THOMPSON, 2002), onde ocorre a redugéo da
sintese de uma ou mais cadeias de globina, alterando as quantidades
relativas dessas. A mutagéo reduz o nivel de sintese das cadeias alfa
ou beta, e esta redugdo produz uma distorgdo na sua proporgao.
A cadeia que € produzida na taxa normal esta em excesso pela
auséncia de uma cadeia complementar com a qual possa formar um
tetramero. As cadeias em excesso precipitam-se na célula, lesando a
membrana e provocando a destruigcdo prematura da hemacia (TORRES

et al., 2005).

Apesar de o estudo das talassemias ndo ser o objetivo dessa pesquisa, é
importante o conhecimento das interagdes da HbS com o tragco talassémico,
considerando a miscigenagéo que existe no Brasil.

A crianga com a sindrome SB-talassemia herda um gene S de um dos
progenitores e um gene da B-talassemia de outro (WETHERS, 2000).

A sindrome de Silvestroni-Bianco (FIGUEIREDO, 2003), isto é, a dupla
heterozigose envolvendo a HbS e a B-talassemia, foi primeiramente descrita por
Ida Bianco e Ezio Silvestroni, em 1946 (BIANCO e SILVESTRONI, 2006). Pode ser

subdividida em:
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- SB°- onde ndo ha sintese de cadeia 3 normal e consequentemente se
observa auséncia de HbA com eletroforese semelhante ao homozigoto
para HbS com elevagao de HbA, (ZAGO* apud BRASIL, 2001b).

- SB" - a sintese de HbA esta presente, porém em quantidade inferior ao
normal isto é, a quantidade de HbS & maior do que a de HbA. Havera

pouca produgao de HbA (5 a 20%) e elevacéo de HbA; (ZAGO, 2001).

A PHHF (persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal) caracteriza-se pela
constancia de altas taxas de hemoglobina fetal sem alteragdes talassémicas dos
eritrocitos. Foi descrita pela primeira vez em uma populagao africana por Edington e
Lehman, em 1955. O gene beta esta parcialmente bloqueado para a sintese da globina
beta, que € compensada pela sintese continua de hemoglobina fetal. O efeito
protetor da HbF esta bem demonstrado em pacientes heterozigotos para HbS e
PHHF. Esses individuos tém mais de 50% de HbS, mas uma grande quantidade de
HbF distribuida homogeneamente nos eritrocitos, e apresentam curso clinico

benigno (WILLIAMS et al., 1976).

2.4.1 Célula Falciforme

2.4.1.1 Histérico da célula falciforme

Em 1910, James Herrick observou "hemacias com peculiar formato em
foice" no sangue de um estudante negro, que apresentava anemia grave, ictericia e
fortes dores nas articulagées (NAOUM e NAOUM, 2004; DESAI e DHANANI, 2004).

Emmel, em 1917, descreveu, em membros de uma familia, o fenbmeno da
falcizagao in vitro, 0 que sugeria ser esse um evento genético e que se manifestava

em condi¢des de privagao de oxigénio (DESAlI e DHANANI, 2004). Em 1922, o termo

4ZAGO, Anemia falciforme e doencas falciformes.
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anemia falciforme foi utilizado por Manson. Em 1927, Hahn e Gillepsie descobriram
que a falcizac&o dos eritrocitos ocorria como consequéncia da exposi¢ao das células
vermelhas a uma baixa tensdo de oxigénio. Em 1947, Accioly®, no Brasil, sugeriu
que a falciformacédo dos eritrocitos ocorria como consequéncia de uma herancga
autossémica dominante e, somente em 1949, através dos trabalhos de Neel e Beet,
€ que se definiu que a doengca se manifesta em homozigose, resultado de uma
heranga recessiva, sendo os heterozigotos portadores assintomaticos (NETO e
PITOMBEIRA, 2003). Nesse mesmo ano, Linus Pauling e colaboradores separaram,
através da eletroforese, a hemoglobina anormal, que foi denominada de sickle
hemoglobin, de onde se originou a abreviagdo de uso corrente na literatura, HbS
(NAOUM e NAOUM, 2004).

Em 1956, Imgram estabeleceu a natureza bioquimica dessa doenca, através
de um processo de eletroforese bidimensional associada a cromatografia — fingerprint,
onde a molécula de hemoglobina foi fracionada e seus peptideos estudados. Ficou
caracterizado que a anemia falciforme era provocada pela substituicdo do acido
glutdmico por uma valina na cadeia 3 da hemoglobina, originando-se o conceito de
doenca molecular (NETO e PITOMBEIRA, 2003; NAOUM e NAOUM, 2004).

Em 1978, Kan e Dozy descreveram a sequéncia de bases nitrogenadas do
gene da globina beta normal (HbA) e da globina beta S. Em 1980, esses mesmos
pesquisadores, por meio das técnicas de biologia molecular, concluiram que havia
diferengas na sequéncia das bases nitrogenadas ao longo do agrupamento de
genes da globina beta, dependendo da origem geografica da HbS. A diferenciagéo
antropoldgica entre pessoas com HbS é identificada por haplétipos (NAOUM e

NAOUM, 2004).

SACCIOLY, J. Anemia falciforme. Arq. Univ., Bahia, n.1, p.169, 1947.
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2.4.1.2 Hapldtipos da hemoglobina S

A regido do cromossoma 11 contém um agrupamento de genes da globina
do tipo beta referido como "cluster" da B-globina. Mediante analise das regides
polimdrficas do grupamento de genes da globina beta, com enzimas capazes de
quebrar ligacbes entre bases nitrogenadas especificas (enzimas ou endonucleases
de restricado), concluiu-se que o segmento cromossémico entre os genes €, y, 0 e BS,
pode conter diferentes sequéncias de bases nitrogenadas ou haplotipos, que sao
especificas para determinadas populagbes ou grupos étnicos (NAOUM e NAOUM,
2004). Em outras palavras, os haplétipos sdo os numerosos sitios polimoérficos de
DNA ao longo de um complexo génico em diferentes combinagdes desses sitios, no
mesmo cromossoma.

Os haplétipos do grupamento da B-globina sdo nomeados conforme regides
geogréficas especificas da Africa e Oriente Médio, onde eles predominam (ASHLEY-
KOCH, YANG e OLNEY, 2000). Portanto, podem ser usados como marcadores para
analise genética, que permitem a identificacdo de segmentos cromossdmicos
especificos das populagdes (MIGUEL et al., 2002).

O gene da hemoglobina S esta associado a pelo menos 3 haplétipos que
representam mutagdes independentes. O haplétipo SENEGAL esta associado com a
forma mais benigna da doenga, seguido pelo haplotipo BENIN, que se encontra na
regido oeste central da Africa. O haplétipo BANTU, encontrado na Africa Central,
desenvolve a forma mais severa da doenca (PAGNIER et al., 1984; ASHLEY-KOCH,
YANG e OLNEY, 2000). Um outro haplétipo asiatico, o ARABE-INDIANO (Argélia) é
encontrado na provincia da Arabia-Saudita e Norte da Africa (PAGNIER et al., 1984).

2.4.1.3 Anemia falciforme — etiologia da doenga

A anemia falciforme € um disturbio genético de carater autossémico recessivo,
que se caracteriza pela homozigose da hemoglobina S. E uma doenca crénica que
cursa, entre outras anormalidades, com o déficit precoce de peso e estatura, atraso

da maturagao sexual e prejuizo no desempenho escolar (MIGUEL et al., 2002).
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O gene da subunidade 3, que se localiza no brago curto do cromossoma 11,
sofre uma mutagado de mudanca de sentido, causando a substituicdo do aminoacido
acido glutdmico (GAG) por uma valina (GTG), na 6.7 posicdo da cadeia beta da
globina, cuja notagdo quimica é (a,"B.°) (THOMPSON e THOMPSON, 2002), isto &,
uma variacdo da hemoglobina normal HbA (a2"B."). Por ser uma anomalia da cadeia
beta da globina, as caracteristicas clinicas desta doenga s6 passam a ser
percebidas apos a estabilizagdo da producéo das globinas, que ocorre em torno do
6.° més de vida, quando a sintese da globina gama (fase fetal) é inibida e a sintese
da globina beta se faz em plenitude (PEARSON, 1989).

Com o passar do tempo, essas criangas mostram-se mais fracas, com
retardo de crescimento e desenvolvimento e com maior susceptibilidade a infec¢des
bacterianas e virais. Alternam-se entdo periodos de remissao relativa com periodos de
exacerbacao clinica, caracterizados por crises hemoliticas, aplasticas, vaso-oclusivas e
de sequestramento (RAMALHO, 1986). Esta associada a alta morbidade e mortalidade
na infancia devido a sepse bacteriana, crise de sequestragao esplénica e sindrome
toracica aguda (SHAFER et al., 1996). Em 1986, Gaston et al., em estudo clinico
randomizado demonstraram que o uso profilatico de penicilina reduzia a morbidade e
mortalidade de infec¢gbes bacterianas em criangas abaixo de 5 anos, sinalizando que

o diagnostico precoce é fator importante para o tratamento profilatico.

2.4.1.4 Mecanismo da falcizagao

A presenca de grande concentracdo da hemoglobina (32 a 34g/dl) na
hemacia exige que a proteina seja extremamente soluvel. Quando a hemoglobina S
€ desoxigenada, a troca do acido glutdmico por uma valina resulta em uma interagéo
hidrofébica com outra molécula de hemoglobina, desencadeando a formagao de
grandes polimeros. A polimerizagdo da hemoglobina S desoxigenada é o evento
primeiro na patogénese molecular da doenga falciforme, que resulta na distor¢ado da

forma da hemacia e na acentuada diminuigdo da sua deformabilidade (BUNN, 1997).
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Estas células rigidas sao responsaveis pelos fendmenos vaso-oclusivos que séo a
marca da doenca.

Em nivel molecular, o processo da falcizagdo ocorre a partir do momento
em que a oxi-hemoglobina S perde o oxigénio e se torna deoxi-HbS. Esta promove a
formacdo de pontes de hidrogénio entre os aminoacidos valina da posicdo 1 da B°-
globina e a valina mutante que substituiu o acido glutamico da posigdo 6 da mesma
globina. A formagao dessas pontes de hidrogénio modificam a estrutura espacial da
molécula da HbS e promove contatos intermoleculares com outros aminoacidos da
globina B° que formam o tetramero. Os principais aminoacidos envolvidos sdo a
fenilalanina da posigédo 85 e a leucina da posi¢ao 88. Em consequéncia, formam-se
agregados desses filamentos que se polimerizam e alteram a estrutura globular das
moléculas de HbS, modificando também a morfologia discéide do eritrocito para

formas bizarras, das quais a mais conhecida é o afoicamento.

FIGURA 1 - HEMACIA FALCIZADA

FONTE: <www.defiers.com/sc.jpg>. Acesso em: 10 out. 2005

Sob tais condigdes, a célula sobrevive somente 20 dias na circulacdo, ao
invés dos 120 dias normais (NAOUM, 2000).

Apesar da concentragdo média da hemoglobina intracelular e a densidade
média das hemacias SS serem proximas as hemacias normais, a distribuicdo da
densidade das hemacias falciformes é extraordinariamente ampla. O pequeno aumento
na densidade das hemacias SS € devido ao grande numero de reticuldcitos com relativa

baixa concentragcdo de hemoglobina intracelular. A presenga de células muito densas
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resulta de danos na membrana da hemacia, induzidas pela polimerizagéo, intensificando
a desidratacao celular. O fim deste processo € a falcizagao irreversivel, mesmo que
a célula esteja bastante oxigenada e sem polimeros (BUNN, 1997).

Os fatores que contribuem para a desidratacao das hemacias SS sao o
KCl-co-transportador e o Ca++ ativador da saida de K+. Na hemacia normal AA, o
co-transportador-KCl s6 esta ativado no reticuldcito e € induzido pela hidratagao
celular e pela acidificagdo do meio intracelular, este ultimo podendo ocorrer onde a
circulagao € mais lenta (BUNN, 1997).

As hemacias SS possuem concentracdo aumentada de calcio armazenado
em vesiculas celulares, sendo que a quantidade no citosol da hemacia se encontra
equilibrada. Quando a membrana da hemacia se deforma pela polimerizagédo, ha um
aumento transitério de Ca ++ no citosol. Este aumento é suficiente para ativar o
canal de K+, também conhecido como canal de Gardos, que € Ca++ dependente,
formando um outro meio para a falcizagao induzida pela perda de K+ e agua, que

culmina com a desidratagao celular (BRUGNARA, 1995; BUNN, 1997).

FIGURA 2 - REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DA ATIVIDADE DO CANAL DE
GARDOS NA HEMACIA FALCIFORME

FONTE: Brugnara (1995)

NOTA: As hemacias contém proteinas do Canal de Gardos em suas membranas.
A hemacia falciforme acumula quantidades excessivas de calcio, que por
sua vez ativam o canal de Gardos (circulo azul da ilustragdo). O Canal de
Gardos é uma proteina "bomba" que expele o K+ intracelular, quando é
ativado pelo calcio; a hemacia se desidrata, resultando em uma concentracéo
intracelular da Hb aumentada, que vai promover a polimerizagdo da HbS
desoxigenada.
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2.5 ANEMIA FALCIFORME E SINTOMAS CLINICOS

2.5.1 Vasoclusao

O fenbmeno da vasoclusdo inicia-se e se mantém por interacdo entre
as ceélulas falcizadas, células endoteliais e componentes do plasma. Devido a esta
associacao, ha um desequilibrio entre os vasodilatadores e vasoconstritores, favorecendo
a vasoconstricdo. A aderéncia das hemacias falcizadas sobre as células endoteliais
diminui o fluxo sanglineo, de modo que sucessivos processos de polimerizagéo da
hemoglobina S, falcizag&o e vasoclusdo ocorrem antes que a passagem do sangue
através dos microvasos seja completada. A elevagdo no numero de granulécitos é
um mau prognostico na anemia falciforme. Os granulécitos interagem com as células
falcizadas e as células endoteliais sdo estimuladas a liberarem citocinas. As plaquetas
ativadas liberam trombospondina, que promove a adesao das células falciformes as
células endoteliais. Os reticulécitos que sdo prematuramente liberados da medula
0ssea nas doengas hemoliticas apresentam ligantes adicionais que facilitam interagbes

entre as células falciformes e a células endoteliais (STEINBERG, 1999).

2.5.2 Cirises Dolorosas

De forma secundaria as oclusdes intermitentes da microcirculacdo ocorrem
as crises dolorosas, provocando danos nos tecidos e dor. Geralmente sdo de inicio
agudo, durando em torno de 3 a 5 dias. A dor atinge mais frequentemente os ossos
e articulagdes, podendo atingir também o térax, o abdébmen e a regido dorsal.
A dactilite (inflamagdo em dedo) ou sindrome mao-pé é a primeira manifestacéo de
dor nas criangas; caracteriza-se por dor e edema nas extremidades. Esses episddios
de dor geralmente sdo autolimitados e podem desaparecer espontaneamente, porém
devido a possibilidade de condutas equivocadas, sequelas crénicas ou mesmo risco

de vida, merecem atencgéo especial.
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Infeccdes, febre, hipdxia, desidratacao e exposicao ao frio, niveis mais elevados

de Hb, sao fatores que podem desencadear as crises algicas (GUALANDRO, 2001).

2.5.3 Sequestro Esplénico

O sequestro esplénico, que ocorre principalmente entre os 5 meses e
2 anos de idade, € uma complicagéo resultante da estase (estagnagédo) aguda das
células falciformes nos sinusodides do bago, que aumenta de volume em 2cm ou
mais a palpagao, resultando em anemia, reticulocitose e plaquetopenia. Had uma
queda subita de pelo menos 20% do hematdcrito basal. Os sintomas manifestados
sado: palidez muco-cuténea de instalagdo subita, acompanhada de distensdo e dor
abdominal pela esplenomegalia, podendo ocorrer polidipsia. Os episédios variam de
intensidade, podendo se resolver espontaneamente ou levar a 6bito em horas.

O tratamento deve ser de urgéncia, pois € uma complicacdo em geral de
carater fatal. A maior parte da mortalidade decorre do choque volémico e ndo da
anemia. Por isso, a conduta inicial consiste em reposi¢ao de volemia por expansores
de volume. A transfusdo deve ser em pequenos volumes, o suficiente para estabelecer
o equilibrio hemodindmico e ao mesmo tempo evitar a hipervolemia (NAOUM e

NAOUM, 2004).

2.5.4 Sindrome Toracica Aguda

Dor toracica, tosse, febre, dispnéia, infiltrados pulmonares e declinio no
nivel basal de hemoglobina sdo os sintomas que caracterizam a sindrome toracica
aguda. Afeta em torno de 40% dos pacientes com anemia falciforme (STEINBERG, 1999).
E uma das causas de internacdo da crianca com doenca falciforme e freqlientemente
responsavel pela sua morte. A etiologia da sindrome esta relacionada com infecgdes
virais, por micoplasma ou Chlamydia pneumonia. As causas nao infecciosas incluem
o edema pulmonar por hiper-hidratagdo, embolia gordurosa de medula &ssea

infartada e a hipoventilagdo por uso de analgésicos narcéticos administrados para



22

combater a dor (FABRON JR., 1997). As transfusbes ou exosanguineo transfusdes
devem ser iniciadas se a pO, for menor que 70 mmHg ou houver queda de 10% nos

niveis basais da pO, do paciente (SAAD, 2001a).

255 Febre

A febre em pacientes com doenca falciforme deve ser rigorosamente avaliada
pois existe risco extremamente alto de desenvolvimento de septicemia, principalmente
nos primeiros anos de vida. Nos pacientes com anemia falciforme, a asplenia
funcional, que dificulta a opsonizagdo das bactérias capsuladas, principalmente
Streptococcus pneumoniae e Haemophylus influenzae tipo B, favorece a ocorréncia
de infecgdes fulminantes nesses doentes.

O uso da penicilina profilatica reduz acentuadamente o risco da septicemia
e meningite pneumocdcica, quando iniciada precocemente, idealmente antes dos

4 meses de idade (FABRON JR., 1997).

2.5.6 Acidente Vascular Cerebral

O AVC é uma complicagdo neurolégica que acontece em até 25% dos
pacientes com anemia falciforme. Ocorre mais frequentemente entre os 3 e 10 anos
de idade. E recorrente em até 50% destes pacientes nos primeiros 3 anos apds o
acidente. Transfusdes crénicas reduzem em até 90% a recorréncia destes episddios

(FABRON JR., 1997 e FIGUEIREDO, 2001).

2.5.7 Priapismo

Denomina-se priaprismo a erecao dolorosa e persistente do corpo cavernoso
do pénis n&o associado ao desejo sexual (BEGLIUOMINI, 2001). Ocorre em meninos
e adultos jovens. Na maioria dos casos é autolimitado e regride espontaneamente

dentro de 24 horas. Quando persiste por alguns dias, além do desconforto fisico,
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pode resultar em impoténcia (FABRON JR., 1997). Contudo, n&o existem dados seguros
em relagédo a duragao do priapismo e os riscos de impoténcia (BEGLIUOMINI, 2001).
A hidratacdo oral, banhos quentes e o esvaziamento da bexiga revertem em
algumas horas a maioria das crises. Se ndo houver resolugdo com essas medidas,
cuidados de urgéncia como hidratagdo endovenosa, narcoticos para alivio da dor e

métodos transfusionais devem ser considerados (FABRON JR., 1997).

2.5.8 Ulcera de Perna

A Ulcera de perna inicia-se com poucas alteragdes locais, passando a
escurecimento da pele, necrose e infecgdo por bactérias (Staphylococcus aureus,
Pseudomonas e Streptococcus). Geralmente acompanhada de dor, dificulta a
limpeza local para remog¢ao mecanica das crostas.

Acomete os pacientes com anemia falciforme, mas ocorre raramente em
pacientes com a interacdo SB-talassemia e em criangas menores de 10 anos.
Fatores genéticos, ambientais, sociais e econdmicos predispdem a sua formagéo.
A realizacdo de culturas microbioldgicas para o controle da infecgdo e o emprego de
antibidticos sdo medidas necessarias para a remissdo das ulceras (FABRON JR.,

1997; MANUAL DE DIAGNOSTICO..., 2001).

259 Anemia

A anemia € do tipo hemolitico, com ictericia, elevacdo e predominio da
bilirrubina indireta e aumento de reticuldcitos (ZAGO, 2001).

Conforme Fabron Jr. (1997), a maioria dos portadores de doenca falciforme
apresenta niveis cronicos de hemoglobina entre 6,0 a 11,0g/dl, com anemia compensada.
Apesar dos baixos niveis de hemoglobina, os pacientes ndo apresentam sintomas
importantes de anemia, como cansaco, dispnéia e claudicagao intermitente. Por isso,
a transfusdo n&do é o tratamento mais indicado (ZAGO, 2001). A transfusdo esta

indicada somente quando ocorre a queda aguda no nivel basal de hemoglobina, que
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pode ser sinal de crise aplastica, de sequestracado esplénica ou de infecgao. Na crise
aguda de sequestragao esplénica, ha o acumulo repentino de sangue dentro dos
sinusodides esplénicos, com acentuado aumento do 6rgao, declinio na concentragéo
da hemoglobina e elevacéo dos reticuldcitos. E uma complicagdo grave da doenca
falciforme, com risco de morte imediata devido a queda brusca e intensa do nivel de
hemoglobina e da possibilidade de choque hipovolémico. Ocorre geralmente em
criangas menores de 5 anos e em adolescentes Sf-talassemia, que persistem com
esplenomegalia (FABRON JR., 1997).

Os pacientes com HbSS s&o os mais gravemente afetados, seguidos pelos
pacientes Sp°-talassemia. Aqueles com HbSC e SB*-talassemia tendem a ter um
desenvolvimento mais benigno da doenga (GILL et al., 19946 apud ASHLEY-KOCH,
YANG e OLNEY, 2000). Os pacientes SS e Sp°-talassemia sdo transfundidos com
maior frequiéncia dos que os pacientes SC ou SB*- talassemia (NAOUM e NAOUM, 2004).

A transfusdo pode ser necessaria em pacientes com anemia falciforme
para repor o volume sanguineo perdido por hemorragia, sequestro esplénico ou para
aumentar a capacidade de carrear o oxigénio como nas exacerbag¢des da anemia.
Em condigbes cronicas, o paciente suporta niveis de hemoglobina de 5g/dl, necessitando
de transfusdo somente nos casos de faléncia cardiaca, dispnéia e disfuncdo do
sistema nervoso central (SAAD, 2001). As hemacias transfundidas devem ser
homozigotas AA conforme Resolugéo do Ministério da Saude, RDC n.° 153.

As transfusdes periddicas podem provocar sensibilizagdo ao paciente, que
podera formar aloanticorpos, dificultando a obtencdo de doadores compativeis em
transfusdes futuras. E aconselhavel, portanto, a transfusdo de hemécias provenientes
de doadores compativeis para os principais antigenos eritrocitarios dos sistemas
sanguineos Rh, Kell, Kidd e Duffy. As hemacias transfundidas diminuem, por diluigéo, a

fracdo de células que contém a HbS, e também diminuem a eritropoese das células

6GILL, F. M.; SLEEPER, L. A.; WEINER, S. J. et. al. Clinical events in the first decade in a cohort
of infants with sickle cell disease. The Cooperative Study of Sickle. Blood, v.84, n.2, p.643-649, 1994.
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falciformes. A outra modalidade de substituicdo da HbS por HbA é a exosanguineo-
transfuséo, indicada para situagbes agudas com rapida deterioragdo clinica (NAOUM
e NAOUM, 2004).

O procedimento transfusional pode provocar reacdes imediatas ou tardias,
além da sobrecarga de ferro e do risco de transmitir infec¢des.

A forma de tratamento que se dispde € o uso de hidroxiuréia e butiratos,
que aumentam a produgédo de hemoglobina fetal e diminuem a proporgéo da HbS.

O aumento intracelular da HbF dilui a hemoglobina S e inibe a polimerizagao,
possibilitando uma melhor sobrevida (DAVIES e ROBERT-HAREWOOD, 1997).

A HbF tem efeito protetor sobre a HbS. A sua elevacéao resulta em reducao
compensatoria da HbS (GZBQS), para manter a concentragao intracelular da hemoglobina
total. Além disso, os tetrameros da HbF (ayy,) se dissociam em dimeros e podem
formar hibridos mistos com os dimeros da HbS (a?B°y). Nem os hibridos mistos nem
os tetrameros da HbF tém afinidade pelo polimero da deoxi-HbS.

A evidéncia do beneficio clinico da hemoglobina fetal na doenga falciforme
advém da observacdo que pacientes portadores de anemia falciforme das regides
da Arabia Saudita e india, que comumente apresentam HbF em alta concentragéo,
apresentam manifesta¢des clinicas mais brandas e anemia menos intensa (BUNN,
1997 e NAOUM e NAOUM, 2004). Outra evidéncia advém do fato de que a crianga produz
a HbF até a idade de 4 a 6 meses, por isso as manifestagdes clinicas s6 irdo comecar

a surgir apo6s a diminuicdo da HbFetal (DAVIES e ROBERT-HAREWOOD, 1997).

2.6 ATRASO NO DESENVOLVIMENTO

Pela anemia crbnica, ocorre um atraso no desenvolvimento somatico e
sexual dos pacientes com doencas falciformes, com déficit pdndero-estatural, que
pode ser observado ja nos primeiros anos de vida.

Na adolescéncia, a menarca ocorre mais tardiamente, podendo ser seguida

de amenorréia secundaria. O surgimento dos caracteres sexuais secundarios €&
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retardado em ambos os sexos. Entretanto, esses pacientes s&o férteis e podem gerar

filhos (ZAGO, 2001).

2.7 PROFILAXIA E TRATAMENTO

O tratamento das doencas falciformes se inicia com o diagndstico neonatal
que, aliado a penicilina profilatica, educacao e cuidados familiares, representa um dos
avangos mais importantes na sua historia. Em 1998, todos os individuos americanos
afetados com as doengas falciformes ja eram sistematicamente identificados
precocemente pelos programas de triagem neonatal (REED e VICHINSKI, 1998).

O National Cooperative Study of Sickle Cell Disease (NSSCD), em estudo
prospectivo, demonstrou que a administragdo de penicilina oral diaria poderia evitar
até 84% dos episddios sépticos em relagdo a administragdo de placebo (REED e
VICHINSKI, 1998).

A administracdo da penicilina profilatica deve ser iniciada aos 3 meses de
idade para as criangas com doengas falciformes (SS, SC, S3), devendo ser continuada
até os 5 anos de idade. O esquema recomendado pelo Ministério da Saude, no
Manual Diagnostico e Tratamento de Doengas Falciformes, 2001, é:

» Penicilina V (oral):

- 125mg VO (2 vezes ao dia) para criangas até 3 anos de idade ou
15kg.

- 250mg VO (2 vezes ao dia) para criangas de 3 a 6 anos de idade ou
com 15 a 25kg.

- 500mg. VO (2 vezes ao dia) para criangas com mais de 25kg.

» Pencilina benzatina - Intra muscular, a cada 21 dias:

- 300.000 U para criangas até 10kg.

- 600.000 U para criangas com 10 a 25kg.

- 1.200.000 U para criangas com mais de 25kg.
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Se a crianga for alérgica a penicilina, pode-se administrar 20mg/kg de

eritromicina oral, 2 vezes ao dia.

2.7.1 Hidroxiuréia

A hidroxiuréia é uma droga usada para estimular a produgdo da hemoglobina
fetal. E relativamente pouco tdxica e seu efeito colateral mielossupressor é reversivel.
Pacientes com anemia falciforme que recebem o medicamento em dose suficiente
para provocar mielossupressao moderada mostram aumento no numero de hemacias
contendo hemoglobina F e aumento da sua concentragao intracelular (DOVER et al.,
1986; CHARACHE et al., 1987). Além disso, ha uma redugdo da hemolise e um
discreto aumento na concentragdo da hemoglobina (BUNN, 1997).

Existe também uma forte correlagdo entre a contagem de neutrdfilos e a
frequéncia de crises dolorosas, explicada em parte porque os neutrofilos dos
pacientes SS parecem ter maior capacidade de adesdo endotelial (BUNN, 1997,
NAOUM e NAOUM, 2004).

Resultados promissores tanto em adultos quanto em criangas foram demons-
trados por Steinberg (1999), que enfatizava a necessidade de acompanhamento
clinico e laboratorial frequente, com atengdo para a contagem de granulécitos e
plaquetas e prevenir contra quedas clinicamente significativas desses elementos.

Kinney et al. (1999) descreveram os resultados de um estudo multicéntrico
de fase I/ll, do qual participaram 50 criangas com anemia falciforme de quadro clinico
grave. A idade variou de 5 a 15 anos. Essas criangas receberam a dose maxima
tolerada, calculada para esse estudo, durante um ano. Verificou-se aumento estatis-
ticamente significante no aumento da concentragdo de hemoglobina, da hemoglobina
corpuscular média (HCM), dos niveis de HbF, porcentagem de células F e diminuigdo
significativa na contagem de reticuldcitos, de leucdcitos totais, de neutrofilos, plaquetas,
bilirrubina total e desidrogenase do acido latico (LDH), comparados aos valores

normais. Esses resultados foram verificados aos 6 meses de uso do medicamento.
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Apods 12 meses de tratamento, houve confirmag&o na diferenga significante dos valores
hematologicos e bioquimicos obtidos. A hidroxiuréia aumenta a concentragdo e a
porcentagem de hemacias com HbF. O seu aumento intracelular reduz a hemdlise
porque inibe a formagao do polimero da HbS. O efeito hematologico da hidroxiuréia
mostrou ser semelhante na crianga e no adulto. Os efeitos adversos mais frequentes
observados nesse estudo foram aqueles relacionados ao efeito mielossupressor.
A neutropenia moderada foi o efeito mais observado. Essa citotoxicidade foi transitoria
e rapidamente desapareceu com a descontinuagédo no uso do medicamento (KINNEY

et al., 1999).

2.7.2 Butiratos

O uso do acido butirico e de seus analogos, na regulagdo da produgéo da
HbF, foi iniciado pela observagdo de que em criancas de maes diabéticas o retardo na
mudang¢a de hemoglobina F para A estava associado ao aumento na concentragao
plasmatica do acido-amino N-butirico. Este metabdlito, assim como o butirato de
sédio, aumenta a expressdo do gene da y-globina nos progenitores eritréides, de
pacientes portadores de doencas falciformes ou portadores de [-talassemia
(BUNN, 1997).

Embora essa terapia resulte na elevacdo da concentracdo da HbF, essa
resposta ndo se mantém com o tratamento prolongado. Além disso, s&o necessarias
longas infusdes intravenosas por varios dias para se obter o efeito desejado. Em
relacdo aos compostos ministrados por via oral, € preciso ingerir muitos comprimidos
a cada dia, dificultando a adesao ao tratamento (REED e VICHINKY, 1998; NAOUM e

NAOUM, 2004).

2.8 TRANSPLANTE DE MEDULA OSSEA

Com o advento dos transplantes, € possivel a cura total da doenca.

O primeiro transplante de medula éssea na anemia falciforme foi realizado em uma
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menina de 8 anos na qual a indicagdo primaria foi a leucemia mieldide aguda
(JOHNSON, LOOK e GOKERMAN, 1984).

Em um estudo multicéntrico publicado em 2001 por Walters et al., 55
criangas portadoras de anemia falciforme foram selecionadas para o transplante
alogénico de medula 6ssea em 27 centros de transplantes europeus e norte-
americanos. Sobreviveram 50 criangas, curadas da anemia falciforme.

Na Europa e nos Estados Unidos, conforme Vermylen (2003), os principais
critérios para que um paciente portador de doenga falciforme possa ser incluido na
lista para transplante de medula 6ssea séo:

1. A criangca deve ser portadora de anemia falciforme, doenga SC ou

HbSB° -talassemia;

2. A crianga deve ter menos de 16 anos e o doador deve ser HLA-relacionado;

3. Deve apresentar, dentre varios outros, pelo menos um dos seguintes

sinais ou sintomas:

acidente vascular cerebral ou um evento do sistema nervoso central

com duragao maior do que 24 horas;

- sindrome toracica aguda;

- episodios recorrentes de dores graves;

- nefropatia falciforme, isto é filtragdo glomerular menor que 30% do
valor normal esperado;

- retinopatia bilateral proliferativa e com prejuizo visual,

- aloimunizag&o eritrocitaria apds por longo periodo de terapia

transfusional (VERMYLEN, 2003).

2.9 PORTADOR SADIO DA HbS - DOACAO DE SANGUE

A doagdo de sangue por brasileiros portadores do trago falciforme comegou
a ser discutida na década de 70. Baseado na contra-indicacdo formal da transfusao

dessas hemacias por importantes autores americanos como Mollison (1972), Oski e
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Naiman (1972), Ramalho (1976) sugeria que a investigacao desta hemoglobina fosse
realizada pelos servigos de hemoterapia nacionais. Em 1997, ja era de conhecimento
que as hemacias heterozigotas ndo deveriam ser usadas em pacientes com anemia
falciforme em crise de falcizagcdo, em transfusbes de substituicdo total em recém-
nascidos, sobretudo prematuros e em individuos em hipoxia intensa (PAIVA E SILVA
e RAMALHO, 1997).

O Ministério da Saude, através da RDC n.° 1376 de 19 de novembro de
1993, que regulamentava as Normas Técnicas em Hemoterapia, alertava para o uso
de concentrado de hemacias de doadores heterozigotos para hemoglobina S.

“ltem C -3.5. Em pacientes com hemoglobinopatias, o sangue e/ou
componentes utilizados devem ser previamente triados para hemoglobinopatias."
(BRASIL, 1993).

Assim, na Resolugdo da Diretoria Colegiada — RDC - n.° 343 de 13 de
dezembro de 2002, foi realizada uma importante modificagdo a respeito da HbS, no

item E.3- Deteccdo de hemoglobinas anormais:

E recomendada a detecgdo de hemoglobina S e de outras hemoglobinas
anormais nos doadores de sangue (grifo da autora). Os componentes
eritrocitarios de doadores com pesquisa de hemoglobina S positiva devem
conter esta informagao no seu rétulo, mas ndo precisam ser descartados. E
recomendado também que n&o sejam utilizados em pacientes com
hemoglobinopatias, em pacientes com acidose grave, ou em recém-
nascidos e nem para a transfusdo intra-uterina (BRASIL, 2002, p.13).

Para cumprir esta normativa, os servigos de hemoterapia iniciaram a pesquisa
da HbS em todos os doadores. A Resolugdo da Diretoria Colegiada — RDC, do
Ministério da Saude n.° 153 de 14 de junho de 2004, que substituiu a RDC n.° 343,

reitera a importancia do uso de concentrado de hemacias S negativas para pacientes

com acidose grave, recém-nascidos ou transfusdes intra-uterinas (BRASIL, 2004).
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2.10 DETECGAO PRECOCE DA ANEMIA FALCIFORME NO RECEM-NASCIDO

As doencas falciformes sdo doengas genéticas que afetam uma parcela
significativa da populagéo brasileira, considerando o grande numero de individuos
da raga negra e seus descendentes.

Medidas terapéuticas foram introduzidas pelo Ministério da Saude em
apoio ao paciente ja sintomatico. Em 1996, a Portaria n.° 951/MS criou o "Programa
de Anemia Falciforme" (BRASIL, 1996). Em 1998, a Coordenagado de Sangue e
Hemoderivados (COSAH), através do Sub-Comité de Anemia Falciforme criou o
"Manual do Paciente com Doenga Falciforme" (BRASIL, 1998).

Entretanto, ndo existia uma politica orientada para a deteccédo precoce e
tratamento preventivo do paciente falcémico. De Sa e Freire, no Jornal A Folha de
Séo Paulo de 19 de janeiro de 1997, sob o titulo "Saude Publica ignora doenca
hereditaria mais comum no Brasil", criticava o servigo de saude brasileiro, pois o
"Teste do Pezinho", obrigatério no Brasil contemplava uma doencga - fenilcetonuria,
que é menos prevalente do que a anemia falciforme. Os autores relatavam que nao
existia uma politica publica para o aconselhamento genético de casais, tratamento e
diagndstico da doenga. Sugeriam que isso ocorria devido a discriminagao racial e a

condicdo socio-econdmica dos pacientes, na maioria da raga negra.

Um exame de sangue detecta a doenga até em recém-nascidos. Se o
problema é percebido desde cedo, a pessoa com doencga falciforme pode
tomar vacinas e remédios que tornam sua vida quase totalmente normal".
(DE SA e FREITAS, 1997).

Naquele momento ja havia a preocupacédo em realizar a prevengao e nao
somente o tratamento.

A implementagédo de programas populacionais de pesquisa de hemoglobi-
nopatias na América Latina ja havia sido recomendada pela Organizagdo Mundial da
Saude (OMS, 1983), pela Third World Academy of Science (TWAS, 1986), e pela
Organizacao Pan-Americana de Saude (OPAS, 1987). A OMS, em 1993, novamente

recomendou a implantagcdo de programas comunitarios de pesquisa de hemoglobinopatias
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na Ameérica Latina, especialmente no Brasil, conforme citado por Penchaszadeh
(1993)7 apud Ramalho e Paiva e Silva (2000).

A luta da comunidade cientifica e das comunidades afro-descendentes
finalmente conseguiu resultados em 2001, quando o Ministério da Saude, na gestao
do ministro José Serra, através da Portaria n.° 822/MS, de 6 de junho, instituiu no
ambito do Sistema Unico de Saude (SUS) o Programa Nacional de Triagem Neonatal
(PNTN) (BRASIL, 2001a). Segundo essa portaria, devem ser realizadas triagens para
a deteccdo de casos suspeitos, confirmagdo diagnédstica, tratamento, orientacéo
genética e acompanhamento dos casos identificados para fenilcetonuria,
hipotireoidismo congénito, hemoglobinopatias, com énfase na anemia falciforme, e
fibrose cistica.

No Estado do Parana a partir de 1994, ja estava incorporada, por agao
voluntaria da FEPE, a pesquisa para a deficiéncia da biotinidase.

Dados atualizados da FEPE, de 2006, mostram que a prevaléncia da
fenilcetonuria (PKU) é de 2,5: 100.000 RN vivos; hipotireoidismo congénito (TSH) 24:
100.000 RN vivos, deficiéncia de biotinidase (BIO) 3,4: 100.000 RN vivos, fibrose
cistica (IRT) 5,4:100.000 RN vivos.

2.10.1  Programas de Triagem Neonatal

No inicio dos anos 60, nos Estados Unidos, o pediatra Robert Guthrie
desenvolveu uma técnica simples para a detec¢ao da fenilcetonuria, e um mecanismo
para a coleta e transporte de amostras, dando inicio a triagem dessa doenca em
grande numero de recém-natos e abrindo caminhos para a triagem genética em larga
escala pelo seu custo efetivo (THERRELL, 2001). Em 1962, o estado de Massachusetts
demonstrou a viabilidade do programa de triagem neonatal em massa, com o primeiro

programa de triagem neonatal organizado por Robert Guthrie e Robert MacCready.

TPENCHASZADEH, V. Genetics services for hemoglobinophaties in Latin America.
Joint WHO/Tif Meeting on prevention & control of hemoglobinophaties. Nicosia: WHO, 1993.
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E internacionalmente reconhecido como um programa de salde publica capaz de
intervir no tempo adequado para a reducéo significativa da morbidade, mortalidade
e incapacitagdes provocadas pelas doengas pesquisadas (LLOYD-PURYEAR e
FORSMAN, 2002).

Rastreamento ou triagem é a identificagdo de uma doenga ou fator de risco
nao conhecido por meio da histéria clinica, exame fisico ou procedimento laboratorial
usual (por exemplo, determinagao de fenilalanina sérica) ou outro procedimento que
possa ser aplicado rapidamente. Essa triagem ndo deve ser confundida com os
testes solicitados para pessoas afetadas ou portadoras, identificadas devido a um
historico familiar. Seu objetivo € examinar todos os membros de uma determinada
populagéo, independente de sua origem étnica ou do seu histérico familiar. Os testes de
rastreamento separam pessoas que aparentemente estdo bem, mas que apresentam
um fator de risco ou uma doencga, daquelas que nado as apresentam. Constituem
atividade de saude publica importante, que se tornara cada vez mais eficiente a
medida que outros e melhores testes estiverem disponiveis para a identificacdo das
doencgas genéticas. Sdo parte de muitas atividades de prevencéo primaria e de todas
as de prevengao secundaria. Um teste de rastreamento ndo pretende ser diagnostico
(FLETCHER, FLETCHER e WAGNER, 1996).

A triagem neonatal deve ser complementada pela confirmagao diagnéstica
posterior (RAMALHO, MAGNA e PAIVA E SILVA, 2002) e a realizagao de aconselhamento
genético aos pais para informa-los sobre a possibilidade de virem a ter outros filhos
afetados, orienta-los sobre os sinais e sintomas precoces das complicagdes, bem
como sobre a identificagdo de outros portadores na familia (SIQUEIRA et al., 2002).

A triagem neonatal refere-se a testes bioquimicos para deteccéo de disturbios
herdados, geralmente de origem metabdlica, cujas manifestagbes sao trataveis por
dietas ou medicamentos. E um sistema composto por seis etapas: triagem, diagnéstico,
seguimento, gerenciamento, avaliagdo e educagao, sendo que esta permeia entre as
demais e estabelece o mecanismo que vai reforcar os outros componentes desse

sistema (THERRELL, 2001).
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Para que uma doenga genética seja inserida na triagem populacional, a

OMS recomenda os seguintes critérios de escolha:

haver disponibilidade de tratamento;

o inicio do tratamento deve ser precoce, antes que os sintomas se
manifestem, reduzindo ou eliminando a gravidade da doenga,;

a observagao e o exame fisico rotineiro ndo revelam o disturbio no
neonato, sendo necessaria a realizacdo de um teste para a sua detecgao;
o teste laboratorial disponivel deve ser rapido e econdmico e deve ser
altamente sensivel (sem falso-negativos) e razoavelmente especifico
(poucos falso-positivos);

a doenga deve ser frequente e grave o suficiente para justificar a despesa
da triagem, ou seja, a triagem deve ter uma relagao de custo-beneficio.
a infra-estrutura social deve estar disponivel para informar os genitores
da crianga e os meédicos quanto ao resultado do teste de triagem;
confirmar os resultados do teste e instituir o tratamento e a informagao

genética apropriados (THOMPSON e THOMPSON, 2002).

O papel e a amplitude da triagem neonatal estdo em expansao. Enquanto a

triagem neonatal tradicional se preocupava somente com alguns erros inatos do

metabolismo que provocam o retardo mental, hoje varios programas incluem alteragdes

que causam mortes prematuras, doengas infecciosas, disturbios auditivos e doencgas

cardiacas (NNSGRC, 2000).

No Seminario Nacional de Saude da Populagdo Negra, ocorrido em Brasilia,

em 2004, a Secretaria de Atengao a Saude, através do PNTN, enfatizava que o objetivo

de um programa de triagem neonatal € promover a detecgédo de patologias congénitas

em fase pré-sintomatica em todos os nascidos vivos, permitindo o tratamento precoce e

consequentemente diminuindo a morbidade, suas consequéncias (muitas vezes a

deficiéncia mental) e a mortalidade gerada pelas doengas triadas.
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As hemoglobinopatias e a fibrose cistica preenchem essas condi¢des e por
isso foram inseridas nos programas de triagem neonatal ja existentes (RAMALHO,
MAGNA e PAIVA E SILVA, 2003).

O Instituto Nacional de Saude (NIH) norte americano, em conferéncia realizada
em abril de 1987, recomendava que os programas de triagem populacionais fossem
centralizados em laboratérios especificos para a triagem em massa e também para
os diagndsticos confirmatorios, devido aos profissionais especializados e a experiéncia
adquirida da analise de grande numero de amostras (WETHERS, 1987).

Portanto, os beneficios dos programas de triagem neonatal incluem: evitar
diagnosticos erréneos, oportunidade de profilaxia, tratamento precoce, aconselhamento
genético dos pais, triagem dos irmaos e coleta de dados para o planejamento da
saude publica (ARMBRUSTER, 1990; SIQUEIRA et al., 2002). Esses sao superiores
as desvantagens: diagndstico equivocado do paciente, interferéncia nos vinculos
pais-filhos, superprotecao dos pacientes, ansiedade e sentimento de culpa dos pais,
risco de desagregacado familiar, descoberta de n&o-paternidade e custos para a
triagem. A triagem neonatal interliga a medicina-ciéncia com as outras disciplinas

como bioética, sociologia e psicologia (ARMBRUSTER, 1990).

2.10.2 Inclusdo das Hemoglobinopatias no PTN

Antes da triagem populacional das hemoglobinopatias, o diagndéstico era
realizado tardiamente, muitas vezes quando a crianga ja estava com a saude
comprometida (SIQUEIRA et al., 2002).

A inclusdo da pesquisa das hemoglobinopatias, com énfase na anemia
falciforme nos programas de Triagem Neonatal, a partir da Portaria n.° 822 de 6 de
junho de 2001, "corrigiu uma antiga distor¢ao" ao adequar a triagem dos disturbios
metabdlicos as caracteristicas étnicas da populagéo brasileira (RAMALHO, MAGNA e

PAIVA E SILVA, 2002).
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O diagnéstico precoce € fundamental, pois antes do advento do PNTN,
20% das criangas portadoras da anemia falciforme ndo chegavam aos cinco anos de
idade e o restante apresentava uma reduc¢ao acentuada do rendimento escolar. Com
a triagem neonatal, essas criangas passaram a receber tratamento adequado nos
primeiros anos de vida, reduzindo as complicagdes decorrentes da doenga (DUCATTI
et al., 2001).

A triagem universal evita a rotulagdo e a discriminagdo; a anemia falciforme
ainda hoje representa um preconceito contra a raga negra (PAIVA E SILVA e
RAMALHO, 1997). Porém, o alto grau de miscigenagao que ocorre em nosso pais
invalida a conotagdo racial das hemoglobinopatias. Ela tem apenas importancia
histérica, para explicar a introdugédo das diversas hemoglobinopatias em nosso pais

por fluxo génico externo (RAMALHO, MAGNA e PAIVA E SILVA., 2002).

211 COLETA DA AMOSTRA

Garrick, Dembure e Guthrie (1973) e Kinney et al. (1989) demonstraram
que o sangue coletado por pungéo do calcanhar ou do dedo, em papel filtro e seco,
€ especialmente vantajoso para testes em grande escala, pois as amostras podem
ser enviadas facilmente pelo correio. Além disso, podem ser utilizadas para outros
testes da triagem. Outras vantagens do uso do papel de filtro incluem a facilidade na
identificacdo das amostras, menor custo para a sua coleta e facilidade no seu
manuseio para as analises. Powars (1989) considerava ainda que a maior vantagem
da coleta do calcanhar do bebé é que esta pode ser realizada sem a necessidade do
envolvimento do médico ou de outros membros da equipe técnica da maternidade.
Comparativamente, a autora supracitada comenta que a amostra de cordao
umbilical, embora seja indolor para a crianga e possibilite coletar grande volume de
sangue que permitira repeticdes por diferentes métodos, requer o envolvimento e

participacédo do corpo obstétrico (POWARS, 1989).
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Papadea et al. (1994), publicaram estudo comparativo entre duas técnicas,
e dois tipos de amostra de sangue coletado de um mesmo individuo: o sangue de
cordéo, liquido, foi analisado por eletroforese, e o sangue coletado em papel filtro,
seco, foi analisado por focalizagdo isoelétrica. O primeiro experimento foi realizado
em um laboratorio privado e o segundo em laboratério publico. Houve concordancia
em 99,4% dos testes realizados. Verificou-se que maior discordancia e amostras
inconclusivas ocorreram com as amostras de cordao, além dos erros de transcricéo
em ambos os métodos. Além disso, a presenca de HbA em maior proporgcdo ou a
presenca de HbA,, nas amostras de corddo analisadas, sugerem contaminagdo com
0 sangue da mae. Os autores concluiram que as duas técnicas estdo sujeitas a
erros, mas ambas sdo adequadas para a triagem neonatal. Entretanto, consideraram
relevante que a coleta em papel filtro ndo perdeu nenhum caso de doenca potencial,
ou seja, ndo houve resultados falso-negativos. Esse € um requisito basico para que
o método de coleta possa ser utilizado para triagem populacional, principalmente se
essa triagem utilizar apenas uma amostra como foi o caso daquele estudo. Por outro
lado, houve casos de falsos negativos para doencgas clinicamente significantes de
fendtipos falcémicos e B'-talassemias em teste realizado em sangue de corddo
(PAPADEA et al., 1994).

Lobel et al. (1989) mostraram a experiéncia do Hospital Infantil em Cincinnati,
nos Estados Unidos, em trabalho retrospectivo, realizado no ano de 1985. Nessa
época, a coleta de sangue para a triagem de hemoglobinopatias era feita do cordéo
umbilical e o teste era realizado por eletroforese em pH alcalino e em pH acido. Os
autores relataram falsos positivos e falsos negativos, que serdo comentados no item
"Falsos positivos e falsos negativos" desse trabalho.

Assim, a coleta de sangue por pung¢do do calcaneo é considerada segura,
além de permitir a pesquisa de outras doengas metabdlicas ja consagradas (DAUDT

et al., 2002).
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212 USO DE ANTICOAGULANTES

A experiéncia do PTN da Carolina do Norte, nos Estados Unidos, mostra
gue as amostras coletadas com heparina ndo apresentaram diferengas significativas
na identificacéo das Hbs F, A, S e C, comparadas com as coletadas em papel filtro,
mas apdés armazenamento a resolugdo do sangue heparinizado mostrou-se melhor
em relagdo ao sangue seco. A hemoglobina Barts, diagndstica da a-talassemia, é
melhor detectada no sangue heparinizado, pois ndo € estavel em papel filtro
(KINNEY et al., 1989).

O sangue coletado com o anticoagulante EDTA é preferivel aquele coletado
em papel filtro, pois em condigdes ndo adequadas de transporte, neste ultimo, a
hemoglobina rapidamente se modifica através de oxidagdes, glicosilagdes, interagdes
proteina-proteina, produzindo bandas extras no cromatograma, que podem interferir
na identificacdo das hemoglobinas variantes (HUISMAN, 1989).

O sangue liquido € mais facil de hemolisar, mas o sangue seco é mais facil
de transportar e armazenar.

Frente a esses argumentos, o PTN no Estado do Parana optou pela coleta

de sangue do recém-nascido em papel filtro, pela pungéo do calcanhar.

2.13 TECNICAS PARA A PESQUISA DAS HEMOGLOBINOPATIAS

Os meétodos utilizados para a triagem neonatal das hemoglobinopatias
devem atender a trés requisitos: 1) identificar a HbS; 2) detectar a auséncia da HbA,
sugestiva de homozigoto FS ou um duplo heterozigoto para S-B°talassemia ou para
identificar FS/C ou S/outra variante da [ globina; 3) ser capaz de triar outras
hemoglobinopatias potencialmente patolégicas, como por exemplo, a interagdo SB” -
talassemia (GARRICK, 1989).

Como o sangue do recém-nascido € composto por aproximadamente 75%

de HbF, os métodos devem ser suficientemente sensiveis para detectar niveis baixos
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de hemoglobina normal e anormal, auséncia ou pequenas quantidades de HbA e
também pequenas quantidades de HbS, HbC, HbD, HbE, e HbOarap. (CHAPMAN, 1999).

O desafio do diagnéstico neonatal € detectar pequenas quantidades de
hemoglobina S em presenga de grandes quantidades de hemoglobina F. Se o recém-
nascido possui a hemoglobina S, é necessario determinar a presenga ou auséncia
de pequenas quantidades de hemoglobina A para diferenciar entre o trago falcémico
e a doenga (PEARSON, 1989).

Criangas com hemoglobinopatias também apresentam uma predominancia
da hemoglobina F ao nascimento. Resultados diferentes na triagem neonatal podem
indicar sindromes falciformes como FS, FSC e eventualmente outros genotipos como
FSDpunjab. A identificagdo da hemoglobina S no recém-nascido reflete uma variedade
de gendtipos com uma grande diversidade na gravidade clinica. Muitas criangas cuja
triagem teve o gendtipo FS como resultado, podem ter o genoétipo SS, porém é
possivel também: SB%-talassemia, SB*-talassemia, Sd/B-talassemia e S-PHHF. A co-
heranca da alfa-talassemia pode complicar a diferenciagdo dos genotipos. Por isso,
Lane (2001), do Centro de Tratamento e Pesquisa de Anemia Falciforme do Colorado,
reiterava que toda crianga com teste de triagem com resultado diferente da normalidade,
desde que ndo seja o portador sadio, deveria realizar testes confirmatorios em uma
segunda amostra de sangue antes dos 2 meses de idade, o que permitiria preco-
cemente a educacao familiar, profilaxia com o uso da penicilina e cuidados com o
paciente (LANE, 2001).

As técnicas utilizadas para a detecgdo de hemoglobinas na rotina laboratorial
sdo: eletroforese em pH alcalino e acido, teste de solubilidade, focalizagao isoelétrica,

cromatografia liquida de alta resolugao e biologia molecular.
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2.13.1 Eletroforese em pH Alcalino e Acido

Na corrida eletroforética convencional, a mistura de proteinas a ser analisada
€ aplicada em uma estreita zona sobre uma membrana proxima ao catodo. Uma
corrente elétrica direta é aplicada, direcionando a proteina ionizada através de um
suporte-matriz (acetato de celulose, agarose, amido, poliacrilamida ou outros),
tamponado em um pH especifico, geralmente pH 8,6 para eletroforese alcalina e pH
6,2 para eletroforese acida de hemoglobinas. A proteina ionizada migra em um pH
unico, a uma velocidade constante porque a carga da superficie da molécula é
constante. A medida que o tempo avanca, a banda protéica se estende e se torna
mais difusa. E um procedimento cronometrado, pois a proteina continua a migrar a
menos que a corrente elétrica seja interrompida (HOCKING, 1997).

A migragao eletroforética em pH alcalino apresenta hemoglobinas que
migram em um mesmo ponto, sendo necessarios estudos complementares para sua
correta identificagcdo. A hemoglobina G (Philadelphia) é uma variante de cadeia alfa
e apresenta mobilidade semelhante a da HbS em pH alcalino (ZAMARRO et al., 2002).

A eletroforese de hemoglobinas € considerada por muitas autoridades como
"Gold Standard" para o diagnostico de hemoglobinopatias, mas pode apresentar
dificuldades na determinagcdo da hemoglobina durante o periodo neonatal, pois em
meio alcalino, a HbF tem uma mobilidade intermediaria entre a HbA e S. Além disso,
grandes quantidades de HbF podem dificultar a identificagdo precisa das demais.
Para esclarecer esse fato, recorre-se entdo a eletroforese acida, onde a HbF corre

mais a frente, permitindo assim uma melhor definicdo das HbA e S (PEARSON, 1989).

2.13.2 Teste de Solubilidade

Baseia-se no fato de que sob baixas concentragdes de oxigénio, a HbS
torna-se 100 vezes menos soluvel do que em sua forma oxigenada. Apresenta boa

sensibilidade para a sua deteccdo em outras faixas etarias que n&o a do periodo neonatal.
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A técnica utilizada por Bandeira et al. (2003) é a que se segue: 200ul de
sangue sao colocados em cada pogo de uma placa de micro titulagdo, adicionando-
se em seguida 50ml da solugdo hemolisante constituida de 10mg de NayS;04
(ditionito de sodio) para cada ml da solugédo fosfato (KoHPO,4 -29,66g; KH,PO, —
16,89g; saponina — 1,25 g; 125ml de agua destilada). Apés homogeneizagéo, devem
ser removidos 20ml e aplicados em papel filtro Whartman n.° 6. A leitura do teste
deve ser feita a olho nu, um a dois minutos apds a aplicacdo do hemolisado no papel
filtro, sendo que nos casos positivos observa-se um centro escuro com um halo
mais claro.

A HbS é relativamente insoluvel no tamp&o inorganico, enquanto outras
hemoglobinas s&o soluveis. A molécula de hemoglobina normal € um tetraedro
composto por 2 cadeias a e 2 cadeias  com assimetria de "espelho" em relagdo ao
eixo central da molécula. Na desoxigenag&o, ocorre um deslocamento lateral das
cadeias beta; na oxigenagado, as cadeias betas voltam para junto do eixo. No teste
de solubilidade a lise das hemacias, em presenca do ditionito de sddio, libera a
hemoglobina desoxigenada e a cadeia beta de cada molécula se desloca lateralmente,
causando opacidade na leitura do teste.

Os testes de falcizagdo, com o metabissulfito de sodio (Na;S20s5) e o teste
de solubilidade, que utiliza o ditionito de sodio (Na;S204), sdo limitados e n&o séo
capazes de detectar pequenas quantidades de HbS presentes ao nascimento devido
a grande concentragédo de HbF, ndo permitindo fazer a diferenciagao entre o trago e

a doenga (PRUDENCIO, COVAS e BONINI-DOMINGOS, 2000; BANDEIRA et al., 2003).
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FIGURA 3 - TESTE DE SOLUBILIDADE REALIZADO EM SANGUE DE
CORDAO UMBILICAL - AMOSTRA REPRESENTATIVA
DOS RECEM-NASCIDOS

FONTE: Bandeira et al. (2003)
NOTA: CONT: controle positivo; 1157:amostra positiva; demais: amostras
negativas.

2.13.3 Focalizagao Isoelétrica

A FIE é a eletroforese em um gradiente de pH. E um procedimento usado
para determinar o ponto isoelétrico (pl) de substancias anfotéricas como os peptideos e
as proteinas. Um gradiente de pH é estabelecido, permitindo que uma mistura de
acidos e bases organicos, de baixo peso molecular ou anfdlitos, distribua-se por si
mesma em um campo elétrico gerado ao longo de um gel (LEHNINGER, NELSON e
COX, 2000).

A eletroforese utiliza a energia elétrica (eletro) na forma de corrente elétrica
direta para separar (forese) moléculas carregadas eletricamente. No sangue, as
proteinas sao formadas por uma série de aminoacidos, que possuem propriedades
anfotéricas, que sao utilizadas na eletroforese. Cada aminoacido € composto de um
grupo amino (-NH), ou —N terminal e o grupo carboxilico (-COOH), ou C-terminal.

O pH da solugdo onde esses aminoacidos se encontram € que determina a carga
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liguida. A mudanga na carga liquida é acompanhada por mudangas bioquimicas
para —NH, e/ou —grupos carboxilicos (-COOH) dando-lhes propriedades anfotéricas,
pois as proteinas podem ser carregadas positiva ou negativamente. Em pH acido, o
—NH, torna-se protonado (-NH**), produzindo uma carga liquida positiva na proteina,
resultando em sua ionizagdo. Em pH alcalino, o grupo -COOH €& deprotonado,
formando também uma proteina ionizada, -COOH™. O pH na qual a proteina possui

uma carga liquida igual a zero é o ponto isoelétrico (pl) daquela proteina.

FIGURA 4 - PROPRIEDADES ANFOTERICAS DO AMINOACIDO
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FONTE: Hocking (1997)

A melhoria na resolugcao das bandas menores e a separacdo de muitas das
variantes de hemoglobinas mais comuns foi possivel pela introdugéo de carreadores
de anfélitos no procedimento eletroforético e a subsequente evolugao da focalizagao
isoelétrica. Neste método, ao gel de agarose sdo adicionadas inumeras espécies
moleculares de anfdlitos sintéticos, ndo protéicos de baixo peso molecular, com
diferentes pontos isoelétricos (pls). O gel assim preparado apresenta um valor médio
de pH fazendo com que somente um dos anfélitos tenha carga nula, sendo que os
outros migrarao em dire¢cao aos polos, assim que o campo elétrico for estabelecido.
As amostras de hemoglobinas sao colocadas no gel através de um dispositivo
padrao (template) e a corrente elétrica € aplicada. Os anfdlitos, entdo, sdo ordenados
pelo fluxo dessa corrente elétrica. Os anfdlitos com pls superiores ao pH médio
inicial migrardo em diregao ao catodo, que é representado por uma tira de papel
absorvente embebida em solugao basica (etanolamina), e encontrardo valores de pH
progressivamente mais elevados até que esses igualem seu pl ao do meio. Neste
ponto, a carga resultante da molécula é zero, e o anfdlito agora "neutro” ndo migra

mais, permanecendo nesta posicdo. O mesmo fenbmeno, mas de forma inversa,
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ocorre com os anfolitos que migram para o anodo (solugdo acida —acido acético)
(MOREIRA et al., 1999). Por isso, € chamada de método de ponto final. Um tempo
adicional n&o ira afetar a corrida (HOCKING, 1997).

Assim, tudo se passa como se inumeros experimentos eletroforéticos
estivessem sendo realizados simultaneamente, uma vez que as proteinas passam
por tampdes e pHs diferentes ao longo do gradiente (MOREIRA et al., 1999).

A substituicdo de uma base nitrogenada do cédon GAG para GTG no gene
da globina beta S, resultara na substituicdo do acido glutdmico por uma valina na
posicao 6 da globina beta. Isso ira provocar alteragdes elétricas que permitirdo a sua
separacao no processo eletroforético.

A valina é um aminoacido neutro (pl~6), e o acido glutdmico é carregado
negativamente (pl~2,8). Esta troca altera o pl da HbS tornando-a carregada menos
negativamente (pl HbA = 6,8, pl HbS >6,8), o que resulta em uma mobilidade mais
lenta da HbS em relagdo a HbA (NAOUM e NAOUM, 2004).

A eletroforese por focalizagao isoelétrica é considerada um método conveniente
para detectar variantes da hemoglobina, mesmo quando em baixas concentragdes,
como ocorre no periodo neonatal, além de possibilitar a distingdo entre o homozigoto
e o0 heterozigoto (DUBART et al., 1980; BEUZARD et al., 1981). Mostrou-se superior a
eletroforese em acetato de celulose, pois apresentou melhor resolucao e possibilitou a
separacao da HbS da HbF (KLEMAN, VICHINSKY e LUBIN, 1989; DAUDT et al., 2002).

Para amostras coletadas em papel filtro, a hemoglobina é eluida com uma
solugdo contendo cianeto para inibir a formagdo de metahemoglobina (MANUAL
PERKIN ELMER WALLAC, 2002).

A focalizacido isoelétrica possui uma excelente resolucdo para separar
hemoglobinas variantes cujos pls diferem entre 0,02 a 0,001. Seus resultados
nao dependem da forma de aplicagao, do total de proteina aplicada e do tempo de
manipulagdo. Podem ser medidos parametros fisico-quimicos intrinsecos de proteinas
variantes, pelos seus diferentes pls. Essas sdo as vantagens da FIE sobre a

eletroforese tradicional.
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Em comparagdo a cromatografia liquida de alta resolugédo (HPLC), a FIE
utiliza menor volume de amostra (10 a 50ul para 200 a 300ul) e apresenta maior
velocidade de analise: até 80 amostras em cada corrida com duragdo de 110 minutos.

Pelo método de HPLC, demoraria 4 horas.

FIGURA 5 - CUBA E FONTE PARA FIE

FONTE: FEPE-SRTN (2006)

2134 HPLC

O HPLC, cromatografia liquida de alta precisao, tem sido utilizado desde
1980 como um método para separagéo de hemoglobinas (HUISMAN, 1989).

Permite a completa separagao das variantes HbE, HbO_arap, HPC, € HbC-
Harlem, que tém mobilidade muito préximas na eletroforese alcalina, o que possibilita
que ao nascimento seja possivel identificar diversas condigcdes como HbAS, SS,
SO.arab, SC, AC, AE, EE, CC e outros (HUISMAN, 1989).

E um sistema automatizado que utiliza uma mini-coluna preenchida com
um polimero de troca catidnica. As amostras sdo eluidas com agua destilada. O
sistema utiliza dois tampdes de eluicao fosfato de diferentes concentragées, que sao
introduzidas no sistema de fluxo de analise a uma velocidade controlada de 2ml/min.

Cada amostra é injetada no sistema de fluxo de analise através de uma sonda
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automatica. Assim que a concentragdo da mistura aumenta, a hemoglobina mais
fortemente ligada na coluna é eluida (CAMPBELL, HENTHORN e DAVIES, 1999).
Existe um fotdbmetro com duplo filtro de comprimento de onda que monitora
a eluicdo da hemoglobina da coluna. O primeiro filtro detecta as alteragdes de
absorbancia a 415nm. O outro filtro, de 690nm, corrige a linha de base para o efeito
provocado pela mistura dos tampdes com forcas idnicas diferentes. As mudancas
das absorbéncias s&o monitoradas e exibidas como um cromatograma da
absorbancia versus tempo. Cada hemoglobina tem um tempo de retengao proprio,
que é medido do momento da injegdo da amostra até o ponto maximo de cada pico.
A identificagdo das hemoglobinas desconhecidas € fornecida através da comparagao
do tempo de retengdo dessas hemoglobinas com o de uma hemoglobina-padréo,
analisada pelo mesmo sistema. Um integrador construido executa a redugao dos
dados brutos colhidos de cada analise. No final da analise de cada amostra, uma
copia do cromatograma e dados do relatério sdo automaticamente impressos

(MANUAL BIO-RAD-VARIANT..., 2003).

FIGURA 6 - HPLC
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2.13.5 Biologia Molecular

As modernas técnicas de biologia molecular permitem o diagndstico rapido
e eficiente do gene da hemoglobina S em qualquer célula nucleada, de um embrido
implantado com cerca de 10 semanas ou em embrido em fase de pré-implantacao
(RAMALHO, MAGNA e PAIVA E SILVA, 2002).

A confirmacao diagnéstica direta do DNA do papel filtro, como recomendado
pelo National Institute of Health Consensus Development Conference Statement on
Sickle Cell Disease and Other Hemoglobinopathies, possibilita a rapida genotipagem
da B-globina. A amplificagdo do DNA extraido é obtida pela reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) (JINKS et al., 1989).

A técnica da PCR pode ser realizada em individuos recentemente transfundidos
e € importante para confirmagao diagnostica e diagnostico pré-natal. Por esta técnica
tornou-se possivel a amplificagdo do fragmento especifico do gene da globina 3 que
contém o sitio de mutacédo (exon 1) e posterior digestdo com enzima de restricdo
(FIGUEIREDO, 2003).

As diversas técnicas de biologia molecular para a identificagdo da mutagao
B° demonstram a evolugdo metodoldgica obtida nas Ultimas décadas. A primeira
estratégia foi desenvolvida por Kan e Dozy (1978), com a descoberta da presenca
de diferentes tamanhos do fragmento de restricdo (RFLPs) na regido flanqueadora
do gene da globina B. A descoberta de enzimas de restricdo capazes de identificar o
ponto de mutacdo da HbS permitiu a identificacdo direta do sitio de mutacao
(FIGUEIREDO, 2003).

Apesar de serem técnicas de alta especificidade, os métodos de biologia
molecular ainda sdo caros para serem usados na pratica diaria. Porém, avangos na
metodologia que os tornem mais rapidos e de menor custo certamente trardo vantagens

no uso desta tecnologia (FIGUEIREDO, 2003).



48

3 TECNICAS UTILIZADAS NA TRIAGEM NEONATAL

As técnicas utilizadas para a triagem neonatal devem ter alta taxa de
sensibilidade e especificidade para a identificacdo de recém-nascidos portadores de
hemoglobinopatias clinicamente significativas.

Em 1993, a Agency for Health Care Policy and Research (AHCPR), 6rgao
pertencente ao governo norte-americano, recomendava a eletroforese de hemoglobinas,
focalizagdo isoelétrica e HPLC como métodos sensiveis para a triagem neonatal
(ASHLEY-KOCH, YANG e OLNEY 2000).

A focalizagao isoelétrica e o HPLC possuem as caracteristicas exigidas
pela OMS para uso em teste de triagem populacional e sdo sugeridas pela Portaria
822 do Ministério da Satide (MANUAL DE NORMAS TECNICAS..., 2005).

Os programas de triagem neonatal em varias partes do mundo usam a
associacéo dessas duas técnicas: no estado da Califérnia, Kleman, Vichinsky e Lubin
(1989) recomendam a técnica da focalizagao isoelétrica para programas com grande
numero de amostras. Como confirmatorio, os autores sugerem a eletroforese em
agar-citrato, ou preferentemente o HPLC. Os autores confirmam em seus artigos que a
resolugdo das hemoglobinas € muito melhor pela focalizagéo isoelétrica e, utilizando-se
o sangue de RN, é o melhor método para se estabelecer um resultado definitivo.

Em Bruxelas, Bélgica, Gulbis et al. (1999) relataram a triagem neonatal
realizada com o sangue de corddo umbilical e a técnica de focalizag&o isoelétrica.
As amostras com fragdes anormais foram analisadas em gel de acetato de celulose,
em pH 8,4; eletroforese em agar-citrato em pH 6,2 e por HPLC. De 23.136 amostras
de recém-nascidos testados, encontraram a prevaléncia de 1: 87 (1,1%) de trago de
hemoglobina S do total da populagéo analisada.

No Estado do Parana, a técnica de escolha para a triagem inicial € a
focalizagao isoelétrica, sendo o HPLC a técnica confirmatoria.

No Estado de Minas Gerais, no programa piloto de hemoglobinopatias,

publicado por Paixado et al. (2001) o método de escolha para a triagem inicial era a FIE,
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porém, atualmente, o NUPAD realiza a triagem das hemoglobinopatias pelo HPLC e
as amostras positivas ou duvidosas s&o reavaliadas pelo FIE (FERRAZ, 2005).
Em Santa Catarina, o Lacen utiliza as técnicas de focalizagao isoelétrica e

HPLC para a triagem das hemoglobinopatias (CRUZ e VIEIRA, 2005).

Se o HPLC for a metodologia escolhida para triagem de doencas falciformes
e hemoglobinopatias, os casos alterados nesta metodologia deverdo ser
confirmados por focalizagéo isoelétrica e ser igualmente reportados.

Esta é a recomendacgéo da Portaria n.° 822 do Ministério da Saude.
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4 FEPE: SERVIGO DE REFERENCIA EM TRIAGEM NEONATAL

No Parana, o "Teste do Pezinho" teve inicio em 1987 por iniciativa do médico
neurologista Ehrenfried Ottmar Wittig, com a pesquisa da fenilcetonuria inicialmente
em criangas nascidas em Curitiba e regido metropolitana e posteriormente em todas
as criangas do Estado. Em 1990, a FEPE instituiu a determinacdo do TSH neonatal
ou hipotireoidismo congénito, em todos os recém-nascidos no Estado do Parana; em
1994, implantou o projeto piloto para a pesquisa da deficiéncia da biotinidase e, em
1996, passou a realizar esse teste para todo o Estado.

O laboratorio de Centro de Pesquisas da FEPE, iniciou em 2000 o programa
piloto para hemoglobinopatias e pesquisa da imunotripsina reativa (IRT) para a
deteccdo da fibrose cistica, previamente a publicagdo da Portaria n.° 822 de 06 de
junho de 2001, que instituiu no ambito do Sistema Unico de Saude (SUS) o
Programa Nacional de Triagem Neonatal. O PNTN orientou a realizagcéo de testes de
triagem neonatal populacional para fenilcetonuria, hipotireoidismo congénito, fibrose
cistica e hemoglobinopatias. Os servigos de triagem neonatal foram divididos conforme
o grau de complexidade estrutural e de atendimento. No Parana, o programa da
FEPE passou a ser denominado de SRTN-FEPE e foi credenciado na fase Ill ou de
maior complexidade, através da Portaria n.° 354 de 31/08/2001, publicada no Diario
Oficial da Unido como o Servigo de Referéncia em Triagem Neonatal (SRTN) do
Ministério da Saude para todo o Estado.

O SRTN-PR realiza todas as fases determinadas pelo programa nacional.
Seu quadro de pessoal é composto de meédico-diretor, bioquimicas, enfermeira,
técnicas de laboratério, assistentes sociais, técnicos em informatica, secretarias e
pessoal de servigos gerais. Para atendimento ambulatorial, acompanhamento aos casos
detectados e prestar suporte as familias, dispde de equipe multidisciplinar: médicos-
pediatras das varias especialidades, nutricionista, psicologa e assistentes sociais.

Além dos exames preconizados pela Portaria Ministerial, o Estado do

Parana também realiza gratuitamente a pesquisa para a deficiéncia de biotinidase.
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4.1 PROTOCOLO PARA A TRIAGEM DAS HEMOGLOBINOPATIAS - FEPE- SRTN

4.1.1 Coleta de Amostra e Ficha de Coleta

A coleta da amostra de sangue do calcanhar do bebé se da na alta da
maternidade, ou no posto de saude quando o nascimento ocorre fora do hospital.
Geralmente, é realizada entre 24 a 48 horas apos o nascimento.

A ficha de coleta é padronizada conforme Anexo 2. Previamente a coleta
do sangue, os dados cadastrais devem ser totalmente preenchidos pela enfermagem.
Essas informagdes sdo importantes para o rastreamento da crianga, para uma nova
coleta ou qualquer outra intercorréncia. Junto a ficha existe o papel filtro especifico
(Schleicher & Schuell® 903) onde serdo depositadas as gotas de sangue. Essa
coleta é realizada pela enfermeira ou médico, apds rigorosa assepsia, através de
puncgao do calcanhar com lanceta apropriada. A ficha contendo o papel filtro com o
sangue do bebé, seco a temperatura ambiente sera colocada em envelope com
porte pago e enviada ao SRTN via correio.

O controle de entrada de cada exame no laboratério do SRTN é realizado
através da Declaragao de Nascidos Vivos (DNV). O numero que a crianga recebe ao
sair do hospital permite que ela seja corretamente identificada quando houver mais

de uma entrada no SRTN, e que n&o haja duplicidade na sua identificagéo.

4.1.2 Problemas na Coleta da Amostra de Sangue

As amostras que tecnicamente ndo foram coletadas de maneira adequada
ou sofreram interferéncias externas n&o inerentes ao processo sao rejeitadas, sendo
solicitada nova coleta. Entretanto, sGo submetidas a triagem preventivamente, sem a
divulgacéo do resultado. As criangas com resultados alterados nessas amostras sé&o
priorizadas na reconvocagao.

Sao consideradas amostras inadequadas aquelas que se apresentam com

sangue insuficiente, ressecadas (recebidas no SRTN com 30 dias da data de coleta
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ou mais), hemolisadas, com volume excessivo, envelhecidas, comprometidas ou
contaminadas (aparéncia visual fora do padrdo de normalidade), colhidas pos-
transfusdo ou em papel filtro diferente do estabelecido.

E fundamental que a coleta do sangue do bebé seja realizada dentro das
normas preconizadas, pois a inobservancia, seja do procedimento técnico ou do
preenchimento da ficha, podera comprometer e retardar o inicio do tratamento em

caso de resultados alterados.

4.2 RECEBIMENTO DAS AMOSTRAS E REGISTRO NO SRTN

A ficha, contendo o sangue seco do recém-nascido, é enviada ao SRTN
pelo correio. O material é recebido e conferido, cadastrado em sistema informatizado

e encaminhado ao laboratério para a realizagdo dos exames.

4.3 LABORATORIO DO SRTN

O protocolo para a detecgcdo das hemoglobinopatias é realizado por
técnicas de laboratério, sendo que a sua supervisao € realizada pelas farmacéuticas,
que entao liberam os resultados.

O SRTN da FEPE faz a triagem para hemoglobinopatias de todos os recém-
nascidos no Estado do Parana pelo método da focalizagao isoelétrica e realiza um
segundo teste, confirmatério na mesma amostra, pela técnica de cromatografia
liquida de alta resolugdo, conforme Portaria n.° 822 do MS. Esse segundo teste é
realizado sempre que na triagem se apresentar resultado diferente do padrdo de

normalidade, FA.

4.3.1 Focalizacao Isoelétrica

Para a triagem inicial, o método de escolha € o de focalizag&o isoelétrica

através do Kit FIE da Wallac®. Os equipamentos e materiais utilizados sdo: unidade
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de focalizacdo isoelétrica Wallac, fonte de energia — Wallac, banho de circulagao de
agua, aplicador de amostras — templates, gel de agarose, secador de géis, plataforma
de agitagao, micropipeta monocanal (GILSON), scanner de Alta Resolugdo, computador,
software Isoscan (Wallac), ponteiras, pipetas, Kit RESOLVE de focalizagao isoelétrica
Wallac, acido tricloroacético (TCA) a 10%.

As variaveis controladas utilizadas para o teste sdo: temperatura do
laboratorio (22°C-23°C), temperatura da cuba eletroforética - 14°C, voltagem 1200V,
amperagem 300mA e poténcia 24W.

A amostra de sangue do recém-nascido, coletada em papel filtro, &
picotada em picotador automatico (didmetro de trés milimetros) em placa seca. Sao
adicionados 15yl de solucéo de eluicdo. As amostras séo tratadas com solucéo de
cianeto para inibir a formac&o de metahemoglobina (MANUAL PERKIN-ELMER WALLAC,
2002). As placas sao agitadas durante 30 minutos a temperatura ambiente, para
eluicdo. Posteriormente, 5yl do eluato sdo aplicados no gel através de pipeta multicanal,
perfazendo um total de 80 testes por gel.

Nessa etapa também sao aplicados os padrdes do kit. A corrida eletroforética
se desenvolve por 1h50'. As hemoglobinas s&o fixadas no gel, em solugdo de TCA a
10%, quando ocorre a sua precipitagao (GULBIS et al., 1999). O TCA rompe a molécula
de hemoglobina, expondo os aminoacidos hidrofobicos que irdo provocar a sua
precipitacdo (MANUAL PERKIN-ELMER WALLAC, 2002). Em seguida, o gel € lavado e

colocado para secar em estufa apropriada a 150°C por 4 horas aproximadamente.

4.3.2 Leitura e Interpretacido do Gel

A leitura do gel é realizada sempre por duas farmacéuticas, sequencialmente,
para confirmacdo dos resultados. A interpretagdo das bandas das hemoglobinas é
realizada visualmente, comparando-as com os padrdes conhecidos.

O resultado da presengca das hemoglobinas é reportado em ordem

decrescente de concentragdo (WETHERS, 2000; REED et al., 2000).
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Como a hemoglobina fetal (F) esta presente em maior concentragao do
que a HbA, no recém-nascido normal o valor de referéncia € HbFA (REED et al., 2000;
LANE, 2001; MANUAL DE NORMAS TECNICAS, 2005). Criangas com hemoglobinopatias
também apresentam predominancia da Hb fetal ao nascimento (LANE, 2001). O padrao
FS no recém-nascido, isto € HbS na auséncia de HbA, pode indicar anemia falciforme —
homozigoto SS e também a interagao SB°talassemia. O padrao FSC é indicativo da
doenca falciforme SC: quando a concentragdo de HbS é maior do que a concentragéo
da HbA (FSA) é sugestivo de SR*talassemia (REED et al., 2000).

Os heterozigotos séo FAS, FAC, FAD, FAE, FA+indeterminado. Os homozigotos
podem ser FS, FC, FD, FE, e outros.

Outros padrdoes de leitura podem ser: AA em amostra de crianga com mais
de 6 meses de idade ou que sofreu transfusdo; difuso, quando a quantidade de
hemoglobina eluida esta abaixo da sensibilidade do teste; ndo eluido - amostras
ressecadas; FA+Ind., hemoglobinas indeterminadas.

Os resultados diferentes de FA sao repetidos na mesma amostra em FIE e
em HPLC, e os casos ainda duvidosos sao confirmados pelo ISOSCAN — leitura dos

géis através de um software especifico.

FIGURA 7 - GEL OBTIDO POR FIE -HEMOGLOBINAS

AS
(adulto)

FS

Controle
FASC

HbA
HbF

HbS

HbC

FONTE: Laboratério de hemoglobinopatias ~—SRTN — FEPE (2006)
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4.3.3 Cromatografia de Alta Precisao - HPLC

Todas as amostras com perfil heterozigoto e de homozigotos diferentes de
FA na FIE sao analisadas pela técnica de HPLC, para confirmacgao do resultado.

As amostras sao picotadas em picotador automatico em placa de 96 pogos.
S&o adicionados 200ul de agua destilada com agitagdo por 30 minutos. Apds esse
tempo, com pipeta multicanal é retirada uma aliquota de 100ul, repassada para outra
placa seca e completada para 200ul com agua destilada.

O aparelho é programado para o numero de amostras a serem analisadas.
Os calibradores sao colocados € € iniciada a realizagdo dos exames. O tempo de
cada teste é de 3 minutos. O controle diario dos cromatogramas € realizado através
de marcadores do tempo de retengcdo (MANUAL BIO-RAD-VARIANT..., 2003).

Resultados de recém-nascidos com o gendotipo AA sugerem transfusao ou
idade superior a 6 meses. Em caso de transfusdo, a crianga € reconvocada para
repetir o exame apos o 3.° més de vida. Nas criangas com idade superior a seis
meses, o resultado é validado.

O SRTN participa do controle de qualidade internacional do Center of Disease
Control (CDC), de Atlanta nos Estados Unidos, tanto para as hemoglobinopatias

quanto para as outras doencgas pesquisadas.

4.3.4 Leitura e Interpretacdo do HPLC

O tempo de retengdo de cada hemoglobina-padrédo € registrado no
aparelho. A amostra que tiver o mesmo tempo de retengdo do padrao € identificada
pelo aparelho. O cromatograma correspondente e um laudo constando o tempo de
retencdo das hemoglobinas identificadas e suas concentragbes em porcentagens
sdo emitidos. As hemoglobinas que possuirem tempo de retencdo diferente dos

padronizados serao identificadas como "desconhecidas".
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4.3.5 Interpretacdo dos Resultados da Triagem Neonatal para Hemoglobinopatias

O objetivo principal da triagem neonatal para hemoglobinopatias é a detecgéo
das doengas falciformes.

Apesar da triagem universal de recém-nascidos ser o método mais
confidvel para a deteccéo de criancas com doencas falciformes, ndo deve ser aceita
como definitiva para diagnostico (STRICKLAND, WARE e KINNEY, 1995).

O teste de triagem neonatal ndo pretende ser diagndstico devido as
caracteristicas inerentes da amostra precoce. Por isso, o resultado de hemoglobi-
nopatias da triagem neonatal € presuntivo. Segundo Ferreira (1986), "presuntivo"
significa presumivel, pressuposto, que se espera que seja.

O sangue do recém-nascido normal apresenta cerca de 80% da sua
hemoglobina do tipo fetal (HbF), s6 atingindo o padrdo hemoglobinico tipico da
respiracao pulmonar isto €, 97 a 99% de HbA, 1 a 3% de HbA; e < 1% de HbF, por
volta dos seis meses de idade. Assim, a confirmagdo do diagndstico nesta fase da
vida da crianga, € imprescindivel e a investigac&o laboratorial de ambos os genitores
€ desejavel. Esta abordagem facilita a deteccdo de outras doengas falciformes
principalmente da SB-talassemia (RAMALHO, MAGNA e PAIVA E SILVA, 2002).

Strickland, Ware e Kinney (1995) confirmam que para um diagndéstico preciso,
€ necessaria uma segunda amostra de sangue para analises detalhadas do DNA da
globina. Outros testes laboratoriais como a analise do gendétipo da hemoglobina de
ambos os pais, ou confirmagédo do gendotipo da triagem e correlagdo do mesmo com
a histdria clinica e exames fisicos devem ser realizados. Nessa publicagdo, os autores
afirmam que a determinagcédo do diagnostico correto € essencial para o tratamento
mais adequado e aconselhamento genético. Os autores exemplificam que o gendtipo
FS inclui condi¢des clinicamente graves de HbSS e HbSB°-talassemia, enfatizado
por Lane (2001) e também a condic&o assintomatica da persisténcia hereditaria da
hemoglobina fetal associada a HDbS. Neste ultimo caso, os individuos n&o séo

anémicos e nao tém susceptibilidade aumentada para infec¢gées bacterianas e nao
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apresentam complica¢des vaso-oclusivas. Clinicamente, sdo semelhantes aos portadores
de HbAS (NAOUM, 1997). Por outro lado, existem pacientes que na triagem neonatal
apresentaram o gendtipo FS ao invés do esperado padrdo FSA, e que no exame
confirmatério se apresentam como HbSB* talassemia. Em suma, os recém-nascidos
que foram identificados com os gendtipos FS, FC ou outro gendtipo variante de
cadeia beta, devem ser retestados mais de uma vez para garantir a precisdo do
diagnodstico (STRICKLAND, WARE e KINNEY, 1995).

Reed et al. (2000) enfatizam a importancia do acompanhamento pos-
triagem, para que ndo haja resultados equivocados em criangas que sofreram
transfusdes. Cuidados em notificar o servico de triagem em relagdo a transfuséo,
coleta da amostra antes do procedimento transfusional ou repeticdo do teste de
triagem quatro meses apos a ultima transfusao, sdo algumas das recomendagdes de
Reed et al. (2000).

Os métodos utilizados e a idade precoce das criangas por ocasido da
coleta das amostras, permitem o diagnostico definitivo somente nos casos de
doenca falciforme da hemoglobina C, SC.

No SRTN-FEPE ¢ solicitada nova amostra em papel filtro, quando a crianga
€ encaminhada para a primeira consulta médica. Essa amostra é necessaria para
assegurar e descartar a possibilidade de equivocos na hora da coleta no hospital, ou
dos dados de identificacdo na ficha. Entretanto, a confirmagao pelo laboratério de
triagem ndo deve ser confundida com diagnostico (GARRICK, 1989) conforme
mencionado anteriormente. Esse devera ser realizado por outros exames laboratoriais
complementares, apds os seis meses de idade (DOMINGOS, 2001). Deve-se coletar
sangue total da crianga e de seus pais bioldgicos, em tubo contendo anticoagulante
EDTA para a realizagdo dos exames laboratoriais: hemograma completo,
eletroforese de hemoglobinas, pesquisa de Hb fetal e pesquisa de HbA;, com a
finalidade de diferenciar o homozigoto SS de outras doengas falciformes e

principalmente da S talassemia (RAMALHO, MAGNA e PAIVA E SILVA, 2002).
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Os resultados presuntivos da HbS obtidos na triagem neonatal e os

diagndsticos possiveis estao discriminados na tabela 2.

TABELA 2 - RESULTADOS PRESUNTIVOS DA TRIAGEM NEONATAL E DIAGNOSTICOS POSSIVEIS

RESULTADO DIAGNOSTICO POSSIVEL
FS (Hb Fetal+HbS) = anemia falciforme
= HbS+p-talassemia
= HbS+ PHHF
FSA (HbF+HbS+Hb adulto normal) = HbS+p-talassemia
= Trago de hemoglobina S
FAS (Hb fetal+Hb adulto normal+HbS) = Trago HbS - clinicamente benigno mas geneticamente
significante
FSC (HbF+ HbS+HbC) * Doenga HbSC

FONTE: Adaptado de Michigan Department of Community Health. Disponivel em: <http://www.michigan.gov/documents/
finalinterpretation_71834_7.pdf>. Acesso em: 07 jun. 2005

4.3.5.1 Falsos positivos e falsos negativos

Existem fatores que contribuem para que ocorram resultados inconsistentes e
também falsos-positivos. Os principais sao: identificagdo equivocada das amostras,
omissao de coleta ou obtencdo inadequada da amostra descrito no item 4.1.2, erros
técnicos nos procedimentos laboratoriais e na definicdo dos valores de corte
utilizados nos testes, prematuridade extrema, transfusdo sanguinea previamente a
coleta da amostra da crianga (LANE, 2001), e quantidade da globina produzida
abaixo da capacidade de detecgéo da técnica (STRICKLAND, WARE e KINNEY 1995).

No recém-nascido com traco talassémico, os niveis de HbA estardo mais
baixos do que o esperado, isto €, a quantidade de globina- 3 produzida pelo gene da
B -talassemia € menor do que a capacidade de deteccdo das técnicas utilizadas
(STRICKLAND, WARE e KINNEY, 1995; CHAPMAN, 1999).

A transfuséo produz supressao generalizada da eritropoese enddgena por
aumento da capacidade carreadora de oxigénio e também aumento de Hb A exdgena.
Na crianga afetada, quanto menor a eritropoese, menor a quantidade de HbS
detectavel. A aloimunizagcao materno-fetal é outro fator que pode provocar a inibicao

na producao das células eritréides progenitoras (VAUGHAN et al., 1998).
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N&o sdo conhecidos dados sobre a taxa de falsos-negativos dos resultados
ditos "normais"”, para as técnicas de FIE e HPLC utilizadas na triagem neonatal para
a deteccdo de hemoglobinopatias, pois nessas condigbes esses exames nao séo
rotineiramente repetidos.

Em relag&o a sensibilidade do método, atribui-se uma taxa de 93,2% para a
eletroforese em agar-citrato e 100% para a focalizagdo isoelétrica (BANDEIRA, 1998).

A taxa de falsos-positivos pela focalizacao isoelétrica, eletroforese em acetato
de celulose seguida de eletroforese em agar-citrato ou HPLC & de 1:3.000; 97,9%
dos resultados positivos sdo confirmados posteriormente (BANDEIRA, 1998). Por
outro lado, Gulbis et al. (1999) salientavam que a técnica da focalizag&o isoelétrica
nao permitia quantificar as hemoglobinas, mas mostrou possuir sensibilidade e
especificidade de 100% (GULBIS et al., 1999).

Lobel et al., em 1989, encontraram dois casos de falsos positivos em duas
criangas que posteriormente foram confirmados como sendo FAS e trés que
confirmaram como FAC, em uma populacédo de 48.000 recém-nascidos triados, 60%
a 65% dos quais classificados como da raga negra. Nesse estudo também foram
encontrados quatro falsos negativos ("normais"): duas criangas com o fendtipo FAS
foram diagnosticadas em idade mais avangada (n&o citada pelos autores) como SB'-
talassemia; uma crianca com o fendtipo FAS posteriormente foi confirmada ser
HbSS, e uma crianga, cujo fendtipo obtido por sangue de corddo como F(0), foi
posteriormente confirmada como sendo doenga SC (LOBEL et al., 1989).

Mais recentemente, o servigo de triagem neonatal da APAE, de Sao Paulo,
reportou dois casos de RN prematuros que na triagem apresentaram FA, e outro com
resultado "inconclusivo" (FA, com HbA em baixa concentragdo). Na repeticdo apds
120 dias, verificou-se que eram heterozigotos para HbS e HbC (ISKANDAR et al., 2005).

Devido a ocorréncia de falsos normais em recém-nascidos com baixo peso
e/ou prematuros, o SRTN da FEPE esta elaborando protocolo para a confirmagao das
hemoglobinas de recém-nascidos com essas caracteristicas. Até o término da

dissertacdo, o novo protocolo ainda nao estava disponibilizado.
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5 PARAMETROS UTILIZADOS PARA A DEFINIGAO DO DIAGNOSTICO

Os exames laboratoriais confirmatérios realizados para a definigdo do diagndstico
dos pacientes que foram detectados pela triagem neonatal foram: hemograma, eletroforese
de hemoglobinas (alcalina e acida), dosagem de hemoglobina A,, dosagem de hemoglobina
fetal e contagem de reticuldcitos. Nessa pesquisa, os parametros utilizados para a definicdo
do gendtipo "SS" foram: Hb A, < 3,6% e VCM superior a 70,0 fL e sendo a contagem de
eritrocitos inferior a contagem da interagdo SpB-talassemia. Para a definicdo da interagcao Sp3-
talassemia foram utilizados os parametros A, > 3,5 % e VCM inferior a 70,0 fL
(LANSKOWSKY, P., 1995). Além disso, foram analisados os hemogramas em diferentes

idades, constantes nos prontuarios e cépias enviadas dos outros servigos.
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6 CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

A populacado analisada foi constituida pelas criancas triadas pelo SRTN-
FEPE, no Estado do Parana, no periodo de janeiro de 2002 a dezembro de 2004.
Foram selecionados os resultados FS, FSA e FAS, do banco de dados da FEPE.
As criangas FS e FSA foram rotineiramente encaminhadas para o ambulatorio de
hematopediatria do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, para
acompanhamento clinico. Os exames confirmatérios, a partir dos seis meses de
idade, foram realizados no laboratério do Setor de Ciéncias da Saude do Hospital de
Clinicas da UFPR, setor de hematologia, que forneceu os dados para analise. Alguns
familiares solicitaram acompanhamento clinico em local mais proximo de seus
domicilios, onde realizaram exames laboratoriais confirmatorios. Nesses casos,

foram analisadas as cépias dos exames realizados naquelas cidades.

6.1 POPULAGAO

No periodo de janeiro de 2002 a dezembro de 2004, foram triados 548.810
recém-nascidos, provenientes de 446 hospitais-maternidade e 1243 unidades de saude,
pertencentes a 399 secretarias municipais de saude no Estado do Parana. Todos os
hospitais e maternidades do Estado sao cadastrados para a realizacdo do "Teste do
Pezinho" na FEPE. Estima-se, por isso, cobertura de 100% dos recém-nascidos
vivos no Parana, além de possivelmente incluir alguns das regides fronteiricas dos paises
vizinhos.

O Datasus informa que a populacéao total estimada do Estado do Parana,
no periodo de 2002 a 2004 foi de 29.840.260 habitantes e a de nascidos vivos foi de
482.094 recém-nascidos (DATASUS, 2006).

Para o calculo da prevaléncia, foi utilizado o numero de recém-nascidos
cadastrados pela DNV, fornecido pelo banco de dados da FEPE. O Estado do Parana

esta dividido em 22 Regionais de Saude e 399 municipios.
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TABELA 3 - REGIONAIS DE SAUDE E SEUS MUNICIPIOS

REGIONAL DE . NUMERO DE
. MUNICIPIO .
SAUDE MUNICIPIOS
1.2 Paranagua 7
2.2 Metropolitana 29
3.2 Ponta Grossa 12
42 Irati 9
5.2 Guarapuava 20
6.2 Uni&o da Vitéria 9
7.2 Pato Branco 15
8.2 Francisco Beltrdo 27
hs Foz do Iguagu 9
10.7 Cascavel 25
1.2 Campo Mour&o 25
122 Umuarama 21
13.° Cianorte 11
147 Paranavai 28
15.2 Maringa 30
16.7 Apucarana 17
17.2 Londrina 20
18.° Cornélio Procopio 22
19.° Jacarezinho 22
20v Toledo 18
21.2 Telémaco Borba 7
22° Ivaipora 16

FONTE: Secretaria da Saude (2005)

6.2 CARACTERISTICAS DO ESTUDO

O estudo realizado foi observacional transversal, no qual todas as variaveis
(fatores de estudo e efeitos clinicos) foram verificadas em uma unica ocasido. Trata-se
de um estudo de prevaléncia. Nesse estudo é realizado levantamento de um grupo
de pessoas, algumas das quais portam a doenga naquele momento e outras estédo
sadias. A fragdo ou proporgdo do grupo que possui a doenga, ou seja, 0S Casos,
constituem a prevaléncia da doenga (FLETCHER, FLETCHER e WAGNER, 1996).

Os recém-nascidos selecionados para o estudo foram aqueles que apre-
sentaram a hemoglobina S em homozigose e em heterozigose. Foi analisada a sua

distribuicdo no Estado do Parana.
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6.3 AMOSTRA DA PESQUISA

6.3.1 Ciritérios de Inclusao

Recém-nascidos triados pela FEPE como FS, FSA, no periodo de 2002 a

2004, cujo genatipo foi confirmado.

6.3.2 Ciritérios de Exclusao

Crianca detectada na triagem neonatal com o gendtipo presuntivo FSA que
mostrou ser AS apds a realizagao dos exames confirmatorios;
Crianca detectada pela triagem neonatal com o gendtipo presuntivo FS que

nos exames confirmatorios mostrou ser AS, associado a outra variante de hemoglobina.
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7 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados foi realizada através do software R
(R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2006).

Na comparagao entre os resultados dos exames presuntivos e confirmatorios
foi aplicado o Teste de Mcnemar.

O Teste de Kruskal Wallis, para testes nao paramétricos, foi aplicado para

verificar se existiu diferenga entre a cor da pele e o gendtipo FAS.
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8 RESULTADOS

Doze criangas apresentaram homozigose SS e quinze, interagao
SB talassemia. Dezoito criangas sao do sexo feminino e nove do sexo masculino.

A comparacgao entre o resultado presuntivo da triagem neonatal realizada
pelo SRTN da FEPE e o exame confirmatério apds os seis meses de idade realizado
no laboratério da UFPR, HU Londrina, ou laboratérios particulares em outros
municipios est&o ilustrados nas tabela 4 e 5.

Em relacdo a heterozigoze, 8.321 criangas apresentaram heterozigose

para a hemoglobina S.

8.1 DISTRIBUIGAO DA ANEMIA FALCIFORME NO ESTADO DO PARANA

TABELA 4 - COMPARAGAO ENTRE OS RESULTADOS PRESUNTIVOS DA TRIAGEM
NEONATAL E OS EXAMES CONFIRMATORIOS PARA HOMOZIGOSE
SS REALIZADOS A PARTIR DE 6 MESES (N=12)

PACIENTE DIAGNOSTICO

NUMERO Presuntivo Confirmado
1 Fs SS
2 FS SS
3 FS SS
4 Fs SS
5 FS SS
6 FSA/FS SS
7 FS SS
8 FS SS
9 FS SS
10 FS SS
11 FSA SS
12 FS SS

Houve concordancia estatisticamente significativa entre os resultados
presuntivos da triagem neonatal e os resultados confirmatérios, segundo o Teste de
McNemar (Anexo 3).

A distribuicdo dos casos em homozigose — anemia falciforme no Estado do

Parana é apresentada na tabela 5, conforme a regional de saude e a cidade:
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TABELA 5 - DISTRIBUIGAO DOS CASOS EM HOMOZIGOSE (SS), POR REGIONAL DE
SAUDE E CIDADE

o
REGIONAL DE o N.” CASOS/
SAUDE CIDADES N.” CASOS 100.009 RN/R.
SAUDE
22 Curitiba, Campo Largo 3 1,8
3.2 Jaguariaiva 1 3,0
5v Guarapuava 1 3,8
11.2 Engenheiro Beltréo 1 5,4
12.2 Ipora 1 7.6
142 Loanda 1 8,2
15.2 Sarandi, Atalaia 2 6,9
17.2 Londrina 1 2,6
20.° Guaira 1 6,6

Os resultados presuntivos da triagem neonatal e dos exames confirmatérios,
realizados apos os 6 meses de idade, para a SB-talassemia s&o apresentados na
tabela 6.

TABELA 6 - COMPARACAO ENTRE OS RESULTADOS PRESUNTIVOS DA TRIAGEM

NEONATAL E OS EXAMES CONFIRMATORIOS PARA OS PACIENTES
COM INTERAGAO SB (N=15)

PACIENTE DIAGNOSTICO

NUMERO Presuntivo Confirmado
13 FS SB
14 FS SB
15 FS SB
16 FSA SB
17 FS SB
18 FS SB
19 FSA SB
20 FS SB
21 FS SB
22 FS SB
23 FS SB
24 FS SB
25 FSAFS SB
26 FS SB
26 FS SB

Houve concordancia estatisticamente significativa entre os resultados
presuntivos da triagem neonatal e os resultados confirmatérios para a interagao

SB-talassemia, segundo o Teste de McNemar (Anexo 3).
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8.2 DISTRIBUICAO DA ASSOCIAGAO SB-TALASSEMIA NO ESTADO DO PARANA

A distribuicdo dos casos de interagao S talassemia no Estado do Parana

€ apresentada na tabela 7, conforme a regional de saude e a cidade

TABELA 7 - DISTRIBUICAO DOS CASOS DE INTERAGAO SB -TALASSEMIA, POR REGIONAL DE
SAUDE E CIDADE

REGIONAL DE N°® CASOS/
. CIDADES N.° CASOS 100.000RN/
SAUDE .
R.SAUDE

22 Piraquara, Curitiba 2 2,2
5.2 Porto Barreiros 1 3,3
6.° Bituruna 1 7,8
7.2 Mangueirinha 1 5,9
9.2 Foz do Iguagu 1 3,3
10.° Vera Cruz d'Oeste 1 3,5
15.° Mandaguagu, Maringa 2 3,4
16.° Marilandia, Apucarana 2 5,9
172 Londrina, Tamarana 2 2,6
18.° Bandeirantes 1 8,2
19.° Jacarezinho 1 7.4

A figura 8 ilustra a distribuicdo geografica dos pacientes SS e S} no Estado

do Parana.

FIGURA 8 - DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DOS PACIENTES SS E Sk NO ESTADO DO PARANA -2002- 2004
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No periodo de 2002 a 2004, em numeros absolutos, a distribuicdo da
anemia falciforme no Estado do Parana detectada pela triagem neonatal, ocorreu
predominantemente na regido norte e proximo a capital do Estado. Considerando o
numero de nascidos vivos por municipios, mostra predominancia da doenga na regido
norte e noroeste do estado. A interacdo Sp-talassemia apresentou distribuigdo
semelhante, porém mostrou casos na regiao sudoeste do estado.

A tabela 8 apresenta a distribuicdo genotipos SS e SB quanto a cor da pele

e respectivas porcentagens.

TABELA 8 - DISTRIBUICAO DOS GENOTIPOS QUANTO A COR DA PELE

GENOTIPO BRANCA PARDA NEGRA N.°
Abs. % Abs. % Abs. % Abs. %
SS 7 58,3 4 33,3 1 8,3 12 100,0
SB 9 60,0 3 20,0 3 20,0 15 100,0
TOTAL 16 59,0 7 26,0 4 15,0 27 100,0

8.3 DISTRIBUICAO DO HETEROZIGOTO DA HbS NO ESTADO DO PARANA

A triagem neonatal detectou 8.321 criangas FAS no Estado do Parana, no
periodo de 2002 a 2004.

O gene da hemoglobina S detectado pela triagem neonatal mostrou-se
presente em todo o Estado do Parana, com frequéncias variadas.

A distribuicdo dos heterozigotos FAS nos municipios esta demonstrada no

Apéndice 2 e na figura 9 a seguir.



FIGURA 9 - DISTRIBUIGAO DOS HETEROZIGOTOS FAS NO ESTADO DO PR POR MUNICIPIO - 2002-2004

®
[ ]

LN ]

[ E RN N

LEGENDAS %

00-00
01-10
11-20
21-30
31-40
41-50
51-60
61-7.0
11-80
81-90
9.1-100

8.4 CLASSIFICACAO DO HETEROZIGOTO FAS POR COR DA PELE

) 10,1 para+

69

A tabela 9 apresenta os resultados quanto a classificagdo dos heterozigotos

FAS por cor da pele.

TABELA 9 - CLASSIFICAGAO COR DA PELE X HETEROZIGOTOS FAS

N.° DE CRIANGAS

N.° DE CRIANGAS

COR TRIADAS "FAS" % "FASY
Branca 487.902 6911(83,1) 1,41
Parda 26.957 725 (8,7) 2,68
Negra 3026 152 (1,82) 5,02
Amarela 1595 32(0,38) 2,00
Nao classificada 29330 501(6,0) 1,70
TOTAL 548.810 8321 (100) 1,50
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Do total de recém-nascidos vivos triados, 8321apresentaram-se como FAS
(1,5%). Dessas, 6911 (83%) foram classificadas como brancas; 152 (1,82%) foram
classificadas como negras; 32 (0,38%) foram classificadas como amarelas; 725
(8,7%) foram classificadas como pardas e 501 (6,0%) n&o foram classificadas.

A tabela 10 demonstra a prevaléncia da HbS no Estado do Parana:

TABELA 10 - PREVALENCIA DA HEMOGLOBINA "S" NO ESTADO DO PARANA

. PREVALENCIA
FENOTIPO
(RN VIVOS)
FAS (AS) 1.500: 100.000 (1: 66)
FS (presuntivo) 4,5: 100.000 (1: 21.100)
SS 2,2:100.000 (1: 45.700)
Interagao SB-talassemia 2,7:100.000 (1: 36.600)
(

SC 3,3: 100.000 (1: 29.000)
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9 DISCUSSAO

9.1 PREVALENCIA DA HbS EM HOMOZIGOSE NO ESTADO DO PARANA

A prevaléncia da anemia falciforme no Estado do Parana, determinada
pelas amostras das criangas que se submeteram ao "Teste do Pezinho" no periodo
de janeiro de 2002 a dezembro de 2004 é de 2,2: 100.000 recém-nascidos Vivos.

O maior numero de casos absolutos da doenga ocorreu na 2.2 Regional —
Metropolitana e na 15.? Regional — Maringa.

E possivel que a presenca do gene da HbS esteja relacionada as migragdes
internas, que propiciaram o deslocamento das populagdes afro-descendentes, das
regides Nordeste e Oeste do pais ao Parana (PROBST et al., 2000).

A baixa prevaléncia comparada, da doenga no Estado pode ser explicada
pela pequena entrada de africanos, na condigdo de escravos, no Parana, por este
ser considerado um estado economicamente pobre nos séculos XVII e XVI
(PROBST et al., 2000).

Dalaio et al. (2002) compararam o polimorfismo HLA entre uma populagdo da
regido Norte e Nordeste do Estado, principalmente de Maringa e Londrina (informagao
verbal de SELL em 23/02/2006), com a de Curitiba. O grupo étnico selecionado na
pesquisa foi constituido por brancos com ascendéncia européia, com provavel
miscigenacao, proveniente de doadores voluntarios de medula 6ssea, cadastrados
no "BAMOPAR", além de maes e supostos pais envolvidos em processos de
investigacdo de paternidade, doadores de 6rgéos para renais cronicos e voluntarios.
A presenga dos haplotipos HLA comumente encontrados em negroides, como
A1-B57; A3B35 A23-B44, foi observada nos dois grupos, mas sempre em maior
frequéncia nos grupos das regides Norte-Nordeste do Estado, caracterizando-se ai

maior miscigenagao (DALAIO et al., 2002).
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TABELA 11 - FREQUENCIAS HAPLOTIPICAS (fh) HLA A-B NA POPULAGAO DAS REGIOES
DE CURITIBA E NORTE/NORDESTE DO ESTADO DO PARANA

NORTE/NORDESTE DO

. CURITIBA .
HAPLOTIPOS () PARANA
(th)
A1-B57 0,0093 0,0146
A3-B35 0,0247 0,0356
A23-B44 0,011 0,0198

FONTE: Adaptada de Dalaio et al. (2002)

Segundo o relatoério do "Observatério das Metrépoles”, a populagédo que
reside na regido metropolitana de Maringa € constituida por 72,9% de brancos e
24.1% de pretos e pardos. Dependendo do municipio, esses dados se alteram.
Sarandi, por exemplo, possui 31,3% e Paigandu, 36,5% de negros e pardos.
Mandaguagu, por outro lado, possui 51,4% de negros e pardos e 47,9% de brancos,
sendo o unico municipio onde a populacdo branca € menor que a de ndo brancos
(IPUR/FASE, 2005).

A importancia historica das doencas falciformes incentivou a procura de
informagdes sobre a saude dos negros vindos da Africa para o Brasil, na condigdo
de escravos. Figueiredo (1977), Balhana (1977), Chiavenato (1980), Motta (1985),
De Boni (1987), Foner (1988), em suas pesquisas sobre a escravidao no Brasil, ndo
fazem referéncias sobre doengas genéticas ou crénicas, mas apenas sobre mortes
provocadas por doencas infecciosas como diarréia e desnutricdo, entre outras. Os
autores sempre enfatizam o modo de vida tanto dos escravos quanto dos primeiros
imigrantes, o sincretismo religioso, o papel da Igreja Catdlica, o preconceito racial e o

sofrimento do imigrante.

9.2 ANEMIA FALCIFORME — TEOREMA DE HARDY-WEINBERG

O teorema de Hardy-Weinberg descreve o comportamento de genes numa
populagdo como um todo. Seu enunciado fundamental € o seguinte: "As frequéncias
génicas e genotipicas tendem a permanecer constantes nas populagbes em panmixia

(casamentos ao acaso) e na auséncia de fatores evolucionarios" (FREIRE-MAIA, 1974).
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O teorema permite inferir as frequéncias dos varios gendtipos, mesmo
quando alguns deles n&do podem ser reconhecidos fenotipicamente. Isto € importante,
pois permite avaliar a prevaléncia dos heterozigotos normais, que casados entre si
poderao ter descendentes afetados.

Nessa pesquisa, a doenga anemia falciforme é rara, isto é cerca de
2,2: 100.000 RN, e os heterozigotos s&o relativamente comuns: 1: 66. Aplicou-se o
teste x° para verificar se as freqiiéncias dos genotipos observados estavam em
concordancia com as esperadas pelo teorema de Hardy-Weinberg, conforme
calculos constantes no Anexo 5. Verificou-se que na populagdo estudada seriam
esperados aproximadamente 32 pacientes SS, porém foram encontrados apenas 12,
numero estatisticamente inferior ao esperado.

Como fatores que podem colaborar para o pequeno numero de pacientes
recém-nascidos com anemia falciforme no Estado do Parana, pode-se sugerir: sele¢ao,

casamentos preferencialmente inter-étnicos, erros técnicos e de diagndsticos.

9.2.1 Selecao

Pena (2005) em seu artigo "Razdes para banir o conceito de raga da
medicina brasileira" enfatiza que a anemia falciforme ndo deve ser considerada
"doenca de negro" e nem "doenga africana”, mas sim doenga de carater geografico,
produto da estratégia evolucionaria humana para combater a malaria, causada pelo
Plasmodium falciparum. O autor se baseia no fato de que as populagdes africanas que
nao fazem parte das regides endémicas da malaria ndo apresentam a mutagao B°.

Quando um gene sofre uma mutagdo, o efeito do novo alelo sobre a
caracteristica que ele determina pode ser maléfico, neutro ou benéfico. Em grande
parte das situagcdes, as mutagdes sdo prejudiciais e por isso sdo eliminadas pela
selecéo natural. Se o novo alelo surgido por mutagédo nao for benéfico ou neutro, em
geral ndo podera aumentar a sua frequéncia. Porém, n&o é o que ocorre com o gene

da HbS, que atingiu altas frequéncias, mesmo sendo semi-letal em homozigose.
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A explicagdo de tal fato se deve a pressdo do heterozigoto, de tal forma que esse
genotipo é relativamente favorecido quanto a viabilidade e reprodugéo. Por exempilo,
nas regides africanas, onde a malaria (principalmente a P. falciparum) é endémica, o
heterozigoto para HbS apresenta vantagem de adaptacgéo. O plasmaodio, ao penetrar
nas hemacias heterozigotas e consumir o oxigénio celular, vai provocar a falcizagao
dessas hemacias, que serdo destruidas, eliminando a malaria (BEIGUELMAN, 2006).
Essa vantagem pode ser explicada como uma estratégia evolutiva ao longo das
geragbes, que afasta o perigo da extingdo da espécie humana pela malaria, nas
regides endémicas. Por outro lado, os homozigotos SS representariam o prego pago
pela espécie para continuar a viver em ambiente com malaria (FREIRE-MAIA, 1974).
Em um ambiente sem malaria, os homozigotos SS continuardo a ser semi-letais
enquanto os heterozigotos AS ndo mais desfrutardo da vantagem genética. (FREIRE-
MAIA, 1974).

Nascimento (2000) na Bahia observou maior frequéncia de abortamento
espontédneo em mulheres AS (17%) do que em mulheres AA (10%). Ramalho, Magna
e Giraldi em carta ao editor, confirmam os dados publicados por Nascimento (RAMALHO,
MAGNA e GIRALDI, 2006).

Em relacdo ao efeito seletivo, também se pode citar um estudo norte-
americano (TAYLOR et al., 2006) retrospectivo, de 2001 a 2005, no qual constatou-
se que as mulheres com trago falcémico demonstraram incidéncia significantemente
maior de mortes fetais intrauterinas (9,7%), do que as mé&es com hemoglobina
normal (3,5%) (P = 0,015). O exame das placentas mostrou falcizagdo nos espagos
entre vilosidades (TAYLOR et al., 2006).

Como as maes de recém-nascidos com anemia falciforme sdo em sua
quase totalidade heterozigotas, essa selegao intra-uterina poderia ser a causa da
falta de homozigotos SS na presente amostra.

O Datasus informa que, no periodo do estudo de 2002 a 2004, houve 5.288
Obitos fetais, no Parana, O numero de obitos fetais corresponde aproximadamente a 1%

das criangas nascidas vivas. Se a falta de SS na presente amostra fosse devida
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somente a abortos espontéaneos, isto significaria que cerca de 63% (20 abortos SS
em 32 SS esperados) dos fetos SS nao teriam chegado a termo [20/(548.810 + 20],
0 que representaria cerca de 0,004% de abortos, em funcdo de o feto ser de
gendtipo SS. Como a frequéncia de 63% parece ser muito elevada, pode-se
considerar que a falta de homozigotos SS n&o deve ser apenas por abortos

espontaneos dos fetos SS, ou seja de efeito seletivo ao nivel do feto.

9.2.2 Casamentos Inter-Etnicos

Os seres humanos, assim como outros animais, vivem em agrupamentos
ou aglomerados semelhantes, formando os isolados (FREIRE-MAIA, 1974).

Um isolado pode crescer por dois processos: dentro de suas fronteiras,
pela reproducédo dos individuos que o constituem, e além de suas fronteiras, por
migragc&do. Quando os membros desses isolados saem para outros em um processo
de migragao, ocorre o fendbmeno da "quebra dos isolados" alterando a frequéncia
genotipica. A migragado diferencial de pessoas de diferentes etnias para diferentes
populagdes vai criar nessas, nova fonte de variabilidade, rompendo o equilibrio de
Hardy-Weinberg (FREIRE-MAIA, 1974). Importantes quebras de isolados ocorreram
no Brasil por ocasido da sua colonizagdo. Houve mudancgas de classes sociais em
consequéncia de casamentos, dentro de uma sociedade relativamente estabilizada,
e as unides inter-étnicas ocorreram preferentemente em um dos sentidos (homem
europeu e mulher ndo européia). O éxito na conquista de novas terras, a auséncia
de mulheres de seus grupos propiciaram o surgimento dessas miscigenagoes
(FREIRE-MAIA, 1974).

No Estado do Parana, é possivel que esteja ocorrendo casamentos entre
afro-descendentes e euro-descendentes em maior frequéncia do que seria esperado
probabilisticamente, isto é, esperado pelo acaso. Nesse sentido, como a origem da
mutacao S foi africana, esse tipo de casamento preferencial com pessoas de outra

etnia levaria a uma queda na frequéncia de casamentos entre dois heterozigotos AS.
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Se isso ocorre, a consequéncia sera a queda na frequéncia da homozigose SS.

E possivel que seja essa a razdo da falta de recém-nascidos SS no Parana.

9.2.3 Erros Técnicos e Diagnosticos

Os testes de uso no Programa de Triagem Neonatal no Estado do Parana
para a determinagdo dos genotipos s&o altamente sensiveis e altamente especificos.
Todos os casos diferentes de FA e heterozigotos normais s&o repetidos em segunda
amostra. Os possiveis erros humanos técnicos sdo minimizados através de
educacéo continuada e trabalho em equipe.

Quanto ao diagnéstico, os pacientes sao avaliados a cada consulta e exames
laboratoriais sao realizados com diferentes idades da crianca. Onde nio € possivel a

definigdo do diagndstico, outros testes sdo realizados para a sua confirmagao.

9.3 FREQUENCIA DO HETEROZIGOTO NO ESTADO DO PARANA - COR DA
PELE

Considerando a frequéncia do gendtipo (F)AS em relagdo a cor da pele,
verifica-se que o maior numero desse encontra-se na cor de pele branca, conforme
tabela 9. Porém, comparando-se a frequéncia do gene da HbS em relagdo a cor da
pele (dados dependentes), observa-se que é maior na cor de pele negra (5,02%) do
que na cor de pele branca (1,41%). Essa aparente discrepancia pode ser explicada
pelo tamanho da populacédo caucasoide no Estado.

Esses dados sugerem que o gene da hemoglobina S, apesar de ser mais
prevalente nos individuos de cor negra, ndo deve ser considerado "marcador" de
raca, pois ocorre também em individuos caucasoides, embora em propor¢ao menor.
Os dados obtidos nessa pesquisa, somam-se a declaragdo de RAMALHO, MAGNA e
PAIVA E SILVA, 2002, de que a anemia falciforme ndo esta mais diretamente
relacionada a cor negra, tendo apenas importancia historica sobre a origem da

doenca (RAMALHO, MAGNA e PAIVA E SILVA, 2002).
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Ramalho, Magna e Giraldi (2006) em carta ao editor, reforcam que a

intensa miscigenagdo no Brasil, assim como as correntes migratorias internas e

externas, ja dissociaram a HbS da cor da pele dos seus portadores, apesar de ainda

ser um marcador étnico de relevancia (RAMALHO, MAGNA e GIRALDI, 2006).

9.4 FREQUENCIA DA HEMOGLOBINA "S" NOS PTN BRASILEIROS

As frequéncias do homozigoto e heterozigoto obtidas pelos programas

de triagem neonatal nas diferentes regides brasileiras podem ser visualizadas no

quadro 1.

QUADRO 1 - FREQUENCIA DE HETEROZIGOTOS E HOMOZIGOTOS PARA Hb S DETECTADAS PELOS PROGRAMAS
DE TRIAGEM NEONATAL NO BRASIL E RESPECTIVAS TECNICAS LABORATORIAIS

AMOSTRA FAS FS TECNICA DE )
AUTOR ESTADO MATERIAL CONFIRMATORIO
(N) (%) (%) TRIAGEM
Adorno et al. AgT/ B
BA 590 9,8 0,2 HPLC N&o consta
(2005) EDTA
Eletroforese
De Aratjo Eletroforese |alcalina/acida/solubili
RN 1940 1,5 0,05 ST/EDTA o
et al. (2004) alcalina/acida |dade/2 meses
RN+pais
Eletroforese |Eletroforese
Bandeira ) alcalina alcalina+solubilidade
PE 1988 53 0,0 ST/EDTA .
et al. (1998) Solubilidade, |+hmg
eletrof. acida |Aos 6 meses
Paixao et al. . IEF aos 6 meses de
MG 128.326 3,29 0,036 Papel filtro  |IEF .
(2001) idade
Sant'Anna PR .
. 7956 1,26 0,0 Papel filtro |IEF IEF
(2001) (piloto)
Pais + hemograma,
Presente @) .
trabalho PR 548.810 1,5 0,002 Papel filtro |IEF/HPLC eletroforese Hb,
A2,Fetal ao 6 meses
Eletroforese
Daudt et al. RS 1,2 portad
audteta _ 1615 portador Papel filtro |IEF alcalina/acida RN +
(2002) (priv) gen HbS ]
pais
Sommer et al. HPLC/ HPLC-B-
RS (Pub 117.320 1,14 ®)0,0008 Papel filt
(2006) (Pub) apetitio | ep Thal.+pais
FONTE: A autora
(1) Hospital.

(2) ST: sangue total.
(3) Ap6s confirmacéo.

Na Bahia, a frequéncia de heterozigotos obtida pelo programa de triagem

neonatal foi de 9,8% (ADORNO et al., 2005). No mesmo Estado, em estudo realizado com
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doadores de sangue, encontrou-se frequéncia de 5,3% de heterozigotos para HbS, consi-
derada a maior frequéncia regional de heterozigotos no Brasil (NASCIMENTO e BORJA,
1999). Essa diferenga pode ser devida ao tamanho e idade das popula¢des estudadas.

Segundo o Censo 2000 e o Datasus, em 2004 a Bahia possuia populagéo
de 13.552.649 habitantes e 9.915.118 (73,16%) eram constituidos de pretos e
pardos. Pela populagdo predominantemente negréide, a frequéncia de 0,2% (1:500)
do gendtipo presuntivo FS na triagem de recém-nascidos é considerada uma das
maiores no Brasil. A mesma situagdo ocorre para o heterozigoto, que € de 9,8%
(1:10) (ADORNO et al., 2005).

De Araujo et al. (2004), no artigo "Prevaléncia de hemoglobinas anormais
em recém-nascidos da cidade de Natal, Rio Grande do Norte, Brasil", analisando os
resultados de 1940 amostras de corddo umbilical, encontraram frequéncia de 0,05%
(1: 2000) para o gendtipo presuntivo FS e 1,5% para o heterozigoto. Na presenca de
hemoglobina anormal foi realizado estudo familiar, retornando a crianga para consulta
aos 2 meses de idade. Tanto as amostras dos pais quanto da crianga foram submetidas
a eletroforese alcalina, acida e teste de solubilidade (DE ARAUJO et al., 2004).

Na maternidade de Pernambuco, foram analisadas 1988 amostras de
cordao umbilical de recém-nascidos, coletadas com EDTA. A triagem iniciou-se com
a eletroforese em pH alcalino e teste de solubilidade e posterior realizacdo da
eletroforese acida. Nos casos onde se confirmou a presenca de HbS pela eletroforese
acida foi informado aos pais através de carta, para realizar a eletroforese alcalina,
teste de solubilidade e eritrograma aos 6 meses de idade da crianga, no hemocentro
local, para confirmagdo do diagnostico, considerando que nessa idade a presenga
da hemoglobina fetal ja ndo esta tdo acentuada (BANDEIRA, 1998).

No programa de triagem neonatal de Minas Gerais, em 128.326 recém-
nascidos triados para hemoglobinopatias no periodo de margo a agosto de 1998,
foram detectados 46 RN SS (0,036% ou 1: 2790), e 4 com interacdo SB-talassemia
(0,003% ou 1:32.000), confirmados por técnicas de DNA e seguimento clinico labora-

torial. A prevaléncia do heterozigoto FAS foi de 1: 30 (3,3%) (PAIXAO et al., 2001).
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Sant'/Anna, em estudo piloto populacional da triagem neonatal para
hemoglobinopatias no Estado do Parana, encontrou frequéncia de 1,26% de traco
falciforme na populagédo analisada de 7.956 criangas. Este estudo foi realizado em
recém-nascidos de Curitiba, Antonina, Arapongas, Assai, Araucaria, Campina Grande
do Sul, Campo Largo, Campo Mourdo, Cascavel, Castro, Cianorte, Fazenda Rio
Grande, Foz do Iguacgu, Francisco Beltrdo, Guarapuava, Jacarezinho, Lapa, Londrina,
Marechal Candido Rondon, Maringa, Morretes, Paranagua, Pato Branco, Perobal,
Pinhais, Ponta Grossa, Rio Negro, Sdo José dos Pinhais, Telémaco Borba, Toledo,
Umuarama e Unido da Vitoria. Na classificacdo conforme a cor da pele, 61,45% das
criangas triadas como heterozigotas foram classificadas como brancas e 32,53%
como mulatas claras, havendo predominancia da cor branca entre os portadores
sadios da hemoglobina S. N&o foi detectado nenhum caso de hemoglobina S em
homozigose (SANT'ANNA, 2001).

Uma das explicagbes para a diferenca de resultados encontrados por
Sant'Anna e o presente estudo pode ser a caracteristica da populagéo analisada.
Naquele estudo, foram analisadas as amostras de recém-nascidos de 32 municipios,
considerando Curitiba, sua regido metropolitana e outras localizagdes distribuidas no
Estado. Portanto, foi analisada uma amostra estratificada. Cada estrato pode apresentar
caracteristicas genéticas préprias, dependendo dos grupos étnicos que la estédo
estabelecidos. Outro fator para explicar a diferenga pode ter sido o numero amostral,
bem maior no presente trabalho do que no estudo piloto.

Backes et al. (2005), em levantamento retrospectivo sobre a triagem
neonatal no Estado de Santa Catarina, demonstram que, de 40.028 criangas que
fizeram o "Teste do Pezinho" no periodo de 1.° de janeiro a 30 de junho de 2003,
trés apresentaram o gendtipo presuntivo FS (0,007%, 1:13.300) e 353 apresentaram
0 gendtipo FAS (0,88%) (BACKES et al., 2005).

No Estado de Santa Catarina foram triados 294.000 recém-nascidos, de
outubro de 2001 a agosto de 2005, e encontrados 18 casos de provaveis doengas

falciformes e 2.810 (0,95%) heterozigotos (CRUZ e VIEIRA, 2005).
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No estudo piloto na triagem neonatal, realizado por Daudt et al. (2002), em
Porto Alegre, Rio Grande do Sul, a frequéncia de portadores do gene da hemoglobina S
foi de 1,2%, independentemente da raga ou ascendéncia. No artigo ndo é citada a
frequéncia do portador sadio ou doente. Por outro lado, em artigo publicado em
agosto de 2006, Sommer et al., apresentaram o resultado de um ano de triagem na
rede publica do mesmo Estado. Em 117.320 recém-nascidos triados foi encontrada
prevaléncia de 1: 117.320 de anemia falciforme, com confirmacéo do fendtipo através
da analise dos pais, e prevaléncia de 1: 87 para o heterozigoto FAS.

O Rio Grande do Sul, assim como o Estado do Parana, possui populagao
predominantemente caucasoéide; 12,66% daquela populagao é considerada negroide
(negros e pardos, conforme dados do Censo 2000), o que justifica a baixa prevaléncia
da anemia falciforme naquele Estado.

Foi aplicado o teorema de Hardy-Weinberg sobre os dados publicados pela
triagem neonatal de Minas Gerais (PAIXAO et al., 2001) e Rio Grande do Sul
(SOMMER et al., 2006), cujas populagdes (quadro 1) foram as mais semelhantes ao
do presente trabalho (Anexo 5). Com os dados de Minas Gerais, obteve-se um
numero de pacientes com anemia falciforme maior do que o calculado ou teodrico.
Por outro lado, no Rio Grande do Sul, foi encontrada uma tendéncia para menos
casos do que o calculado ou tedrico. Essas diferencas em relagdo ao teorema
podem ser explicadas pela diversidade de etnias nessas regides e, provavelmente,
pelo fato do casamento preferencial de afro-brasileiros com euro-brasileiros nao
estar ocorrendo em Minas Gerais, e que pode estar ocorrendo no Rio Grande do Sul

e, principalmente no Parana.
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9.5 INTERACAO SB-TALASSEMIA

A prevaléncia da interagao SB-talassemia no Estado do Parana no periodo
de 2002 a 2004 é de 2,7:100.000 recém-nascidos analisados pela triagem neonatal.

Donin, em 1982, analisou 320 individuos moradores de Curitiba, mas
nascidos em outros estados brasileiros. Desses, 224 eram parturientes internadas
em maternidade e 96 cbnjuges respectivos. Foram encontrados 3,15% de traco
falcémico, sem considerar a da cor da pele e 3,75% de traco talassémico. Naquele
trabalho, a autora citava a importancia do estudo das interagcdes HbS-talassemias,
principalmente nas populagbes onde existe a miscigenagdo entre negréides e
caucasoides de origem italiana, como nos estados do sul do Brasil. A identificagdo
das interagcbes é importante, pois produz quadros clinicos de gravidades variadas
(DONIN, 1982). A alta frequéncia de heterozigotos naquele estudo pode ter sido
determinado pelo numero de individuos da amostra e a selegdo do grupo pesquisado.
Os resultados da presente pesquisa corroboram os encontrados por Donin e alertam

para a importancia de se diagnosticar a interacdo da HbS.

9.6 MISCIGENACAO

Sob o ponto de vista clinico, a miscigenagao trouxe vantagens, pois a
associacdo da HbS com a B+-talassemia produz um quadro clinico mais brando,
apesar de a interagdo com a B’- talassemia apresentar um quadro tdo grave quanto
a anemia falciforme.

A miscigenagao regional, ainda que indiretamente, pode ser percebida nos
trechos abaixo, citados por Angelo Trento: "Os noivinhos de cor ndo desagradam a
muitas das nossas Desdémonas da gleba, e alias sdo preferidos até a italianos de

outros compartimentos...." (DE ZETTIRY, 19838 apud TRENTO, 1989), e ainda, segundo

8DE ZETTIRY, A. | coloni italiani nello Stato di S. Paolo. La Rassegna Nazionale, v.15,
p.59-96, 1.° mar. 1893.
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Comissariado Geral da Emigragdo (CGE) "...n&o sdo incomuns os casamentos de
italianos com negras e, o que € pior, de mulheres italianas com negros...." (TRENTO, 1989).
Nesses trechos, subentende-se que essas unides podem ter sido a base
para a prevaléncia do heterozigoto (F)AS e da associagado da HbS com o fendétipo f3-
talassémico.
A interagédo do gene da HbS e da B-talassemia obtida no Estado do Parana

esta de acordo com a miscigenagao existente no Estado.

9.7 CLASSIFICACAO POR COR DA PELE

A dificuldade na padronizagao da "cor da pele" € descrita por Santos-Silva
et al. (2005) no artigo "Triagem neonatal como um problema de Saude Publica".
Segundo os autores, os formularios utilizados na coleta do sangue do "Teste do
Pezinho", preenchidos de forma errbnea ou incompletos que normativamente
registravam todas as criangas como brancas; o preconceito das pessoas com sua
propria cor; a colonizagdo predominantemente européia da regido sul do Brasil sao
0s principais motivos para que a categorizagdo de cor de pele ndo deva ser considerada
nos programas de triagem.

Considerando os critérios de classificacdo de cor da pele atribuidos pelo
IBGE, o item "cor da pele" no presente estudo n&o foi considerado relevante, pois
nao houve padronizagdo das caracteristicas fenotipicas para tal procedimento,
sendo a informacéao fornecida por diferentes profissionais de saude.

Apesar das consideragbes acima, a classificacdo racial registrada nas
fichas de coleta do "Teste do Pezinho" do SRTN foi utilizada nesse trabalho. Ainda
que os dados ndo estivessem padronizados, permitiu uma visdo global da

classificagao pela cor da pele no Estado do Parana.
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9.8 TRIAGEM NEONATAL

A triagem neonatal tem por objetivo o diagndstico precoce das doengas que
sao triadas. Porém, é fundamental o esclarecimento e o preparo dos profissionais
que tratam dessas criangas e de seus pais, pois nas doencgas triadas, inicialmente
nao havera sinais ou sintomas clinicos. Por esse motivo, da parte dos familiares
podera haver o relaxamento ou ndo adesao as consultas e orientagdes clinicas, com
prejuizo da saude da crianga. Em relacdo as hemoglobinopatias, o Ministério da
Saude, no seu Manual de Normas Técnicas (2005), recomenda que 0s exames
confirmatorios sejam realizados aos dois meses de idade, o que possibilita a
profilaxia com a penicilina, educacgao familiar e cuidado com o paciente, conforme
preconizado por Lane (2001). Entretanto, é fundamental que o profissional-médico
saliente a importancia da reconsulta aos seis meses de idade, para a realizacdo de
exames confirmatérios, considerando que o diagndstico da triagem é presuntivo,
como mencionado anteriormente. Nesse momento a definicdo do diagndstico devera
ser mais precisa.

A amostra dos pais € uma importante ferramenta na elucidacdo das
doengas falciformes, mas pode estar sujeita a erros. Apesar da énfase em se coletar
a amostra dos pais biolégicos, pode haver omissédo desse fato, voluntariamente ou n&o.
Casos extra-maritais, recusa em fazer o teste, adogdes ilegais, roubo de criangas,
podem falsear os resultados. Nessa situagcdo, o exame confirmatério molecular
tornar-se-ia o mais fidedigno, porém ainda n&o esta disponibilizado na rotina devido
ao seu alto custo.

A escolha da inclusdo da doenga a ser pesquisada pela triagem neonatal
esta baseada na sua importancia na populacédo. Ainda que a prevaléncia da anemia
falciforme seja baixa no Estado do Parana, em outros Estados do pais é importante.
Além disso, a frequéncia significativa do heterozigoto justifica a sua pesquisa e o
aconselhamento genético em todos os Estados da nagdo. E imprescindivel o

aconselhamento genético aos pais sadios portadores do gene da hemoglobina S que
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tenham ou néo filhos afetados, devendo-se, porém evitar a rotulacao, discriminagao
e o preconceito. A educacgao familiar e da comunidade é fundamental para que
possam dar apoio e auxilio aos pais que recebem o aconselhamento genético.

A educagdo continuada aos profissionais envolvidos no manejo desses
pacientes deve ser priorizada nos diversos niveis de atuagao, para evitar equivocos
de aconselhamento e de tratamento.

As hemoglobinopatias falciformes s&o doengas nas quais os sintomas
clinicos sao controlados por diversos fatores genéticos e ambientais. O tipo de
ocupacgao, a dieta, a educacao, e condigdes sdcio-econdmicas influem decisivamente
na expressao da doencga. Os fatores genéticos que minimizam a gravidade da doenca
sdo: a coexisténcia com a alfa talassemia, o haplétipo do gene B, ou a presenca da
PHHF ou ainda a dBtalassemia (SCHILIRO et al., 1990).

O conhecimento dos haplétipos dos pacientes do Estado do Parana pode
trazer informacgdes histéricas e também de impacto na Saude Publica.

E necessaria a implantacdo de laboratério de biologia molecular para a
confirmacédo dos casos onde nao é possivel definir o diagndstico por exames
laboratoriais de rotina e clinicamente, o que possibilitara melhor acompanhamento e

tratamento do paciente.

9.9 CONCORDANCIA ENTRE OS RESULTADOS DOS TESTES PRESUNTIVO E
CONFIRMATORIO

Em relacdo a anemia falciforme, 10 (83,3%) gendtipos FS e dois genotipos
FSA (16,6%) confirmaram ser SS apds os exames laboratoriais realizados apos os
6 meses de idade.

No gendtipo FSA, a hemoglobina A apresenta-se em concentragdo muito
proxima ao limite minimo estabelecido pelo laboratério, na técnica do HPLC. Essa
condigdo pode ser fisioldgica, sugestiva da associagdo Sp-talassemia ou pode ser

causada pelo fendmeno de "arraste" entre uma amostra e outra.
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Em relacdo a interagdo SB-talassemia, 11(73,3%) gendtipos FS e 4
(26,6%) gendtipos FSA mostraram ser interagdo da HbS com o trago talassémico (3.
Pelos resultados obtidos, verificou-se que a interacdo Sp-talassemia pode
apresentar-se como FS no recém-nascido, pela precocidade da idade da amostra.
Por isso a importancia da realizacdo dos exames laboratoriais complementares aos
6 meses de idade para o correto diagnostico da doenga. Sendo possivel a realizagéo
de técnicas de biologia molecular, essa confirmagado pode ser realizada na crianga
com menos de 6 meses de idade.

Strickland, Ware e Kinney (1995), descreveram um estudo de coorte de 23
criangas onde o gendtipo definido pela triagem neonatal diferia do gendtipo real. Das
23 criangas, 20 foram definidas como "FS" pela triagem neonatal e na repeticéo
entre 2 semanas a 2 meses, 13 confirmaram o fendtipo SS e 7 apresentaram a
interacdo SPB-talassemia. Os outros 3 casos referem-se ao genadtipo FC, por isso nao
foram detalhados nesse trabalho.

A presente pesquisa demonstra a importédncia do programa de triagem
neonatal que além do acompanhamento clinico, inclui a realizagdo dos testes

laboratoriais confirmatorios.

9.10 SAUDE PUBLICA

Através dos programas de triagem neonatal podem-se conhecer as
prevaléncias ndo somente das doencas falciformes, mas de todas aquelas que séo
pesquisadas nesse tipo de pesquisa. O conhecimento da distribuicdo da doenga no
Estado do Parana pode propiciar novas medidas preventivas, curativas e de
aconselhamento genético as populagbes das regides com maior prevaléncia da
doenca. Além disso, medidas de Saude Publica podem ser desenvolvidas a partir
das informagdes produzidas nessa pesquisa.

O diagndstico precoce, sobretudo ao nascimento, e o tratamento adequado

melhoram drasticamente a taxa de sobrevida e a qualidade de vida dos portadores
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de doencgas falciformes. Na anemia falciforme, o simples esquema de vacinagao
contra o pneumococo e Haemophilus influenza, acompanhado de penicilinoterapia
profilatica, diminui o numero de mortes no periodo critico, que esta situado entre os
6 meses e os 3 anos de idade (DUCATTI et al., 2001).

As criangas FS triadas pela FEPE ou outro gendtipo presuntivo de hemoglo-
binopatia sdo acompanhadas pelo ambulatério de Hematologia Pediatrica do
departamento de pediatria da Universidade Federal do Parana. O conhecimento do
diagnostico precoce orienta tratamento mais intensivo aos pacientes que se encontram

em acompanhamento pela equipe de pediatras, melhorando a sua sobrevida.
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10 CONCLUSOES

1. A prevaléncia de homozigotos SS, no Estado do Parana, € de 2,2:
100.000 recém-nascidos vivos. A prevaléncia de heterozigotos FAS é
de 1.500 :100.000 recém-nascidos vivos, ambas menores do que relatado
para estados do centro-oeste, norte e nordeste do Brasil. Fatores como
tipo de populagéo predominante, Obitos fetais, casamentos preferenciais
inter-étnicos podem estar contribuindo para que ndo haja maior numero
de homozigotos para a HbS.

2. No periodo de 2002 a 2004, foram encontradas 21 amostras com o
genotipo FS, 4 FSA e 2 FSA/FS na triagem neonatal, no Parana.

3. Houve concordéncia entre o diagndstico presuntivo e os exames
confirmatorios em 93 % dos casos.

4. Em 15 casos, foi possivel confirmar a associacdo S[p-talassemia,
mostrando prevaléncia de 2,7: 100.000 RN vivos. Portanto, o gene da
HbS apresenta-se associado ao gene da (-talassemia, em 55,5% dos
casos detectados pela triagem neonatal, sugerindo fortemente ser
resultado da miscigenagao entre afro-descendentes com descendentes
europeus mediterraneos.

5. A distribuicdo geografica dos RN com SS, SB-talassemia e (F)AS, de
acordo com as vinte e duas Regionais de Saude do Estado do Parana,
demonstrou que a anemia falciforme detectada pelo Programa de
Triagem Neonatal sugere estar mais prevalente na regido norte e
capital do Estado; a associagao Sf-talassemia também sugere estar
mais prevalente na regido norte do estado, podendo também encontrar
alguns casos na regido sudoeste; o genodtipo (F)AS, encontra-se
presente em todo o Estado, porém com maior frequéncia na regido
norte. A distribuicdo geografica das doengas analisadas serdao melhor

definidas a medida que novos casos forem confirmados.
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6. No Estado do Parana, o gene da HbS é mais prevalente na populacéo
negroide, mas o gendtipo (F)AS € mais frequente na populagédo caucasoide.
7. O mapeamento dos casos de anemia falciforme, das interacbes S[3-
talassemia e do heterozigoto sadio no estado do Parana, podera
contribuir para incrementar as agbes sociais e de saude publica ja

existentes, trazendo impacto no dmbito social e politico.
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APENDICE 1

EXAMES HEMATOLOGICOS DOS PACIENTES COM DOENGA FALCIFORME SS OU SB,
DIAGNOSTICADOS A PARTIR DA TRIAGEM NEONATAL PERIODO 2002-2004

102

continua
PACIENTE DN SEXO DIAG. PRESUNT. ELETR?:;ORESE A2 Vem Hb FETAL Hb RETICULOCITOS | DIAGNOSTICO
1 31.01.02 F FS SS NR 88,1 8,7 6,5 36,5 SS
Pai AS 2,7
Mae AS 2,6
2 19.06.02 F FS SS 3,5 102,6 20,7 8,2 Nt SS
Pai
Mae
3 20.10.02 F FS SS 3,3 93,7 24,9 9,4 17 SS
Pai NR
Mae NR
4 09.11.02 F FS SS 4,3 NC 8 7,8 NR SS
Pai AS 2,0 93
Mae AS 2,0 90
5 02.05.03 M FS SS 1,8 88,5 22,6 9,4 NR SS
Pai
Mae
6 16.09.03 F FSA/FS NR 2,7 95,4 16,8 7,8 11,9 SS
Pai AS
Mae AS
7 09.10.03 M FS SS 1,2 96,9 12,1 /1 més 6,7 6,3 SS
Pai NR poés transf
Mae AS
8 24.10.03 M FS SS 2,8 NT 14,7 NT NT SS
Pai NR
Mae AS
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PACIENTE DN SEXO DIAG. ELETROFORESE A2 Vem Hb FETAL Hb RETICULOCITOS DIAGNOSTICO
PRESUNT. Hb

9 25.05.04 F FS SS 2,6 88,2 14,2 8,9 8,4 SS
Pai AS
Mae AS
10 04.12.03 F FS SS 2,6 77,5 12,1 8,1 21,5 SS
Pai AS
Mae AS
11 21.06.04 M FSA NR 3,1 87,0 9,8 5,9 14,5 SS
Pai NR
Mae AS 2,6 0,5
12 18.09.04 F FS SS NR 99,2 NR 9,1 17,4 SS
Pai AS 1,4 0,4
Mae AS 1,6 0,3
13 02.04.02 M FS NR 3,6 67,8 25,5 9,5 12,8 SB
Pai AS 1,7 0,5

~ AA 6,0 1,4
Mae
14 15.05.02/ M FS NR 3,5 67,7 30 10,3 7.1 SB
Pai AA 5,8 1,0
Mae AS
15 15.05.02 F FS NR 4,2 66,9 21,8 8,3 8,5 SB
Pai
Mae
16 22.06.02 M FSA S 5,1 67,1 12,1 10,8 Nt SB
Pai NR
Mae NR
17 08.07.02 M FS SA 53 68,7 17 8,7 11,8 SB
Pai
Mae
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PACIENTE DN SEXO DIAG. ELETROFORESE A2 Vem Hb FETAL Hb RETICULOCITOS DIAGNOSTICO

PRESUNT. Hb
18 28.11.02 F FSA S 5,2 67,6 20,1 10,7 7,7 SB
Pai NR
Mae NR
19 29.03.03 F FS SA 6,0 NT 12,3 NR NR SB
Pai NR
Mae NR
20 28.07.03 F FSA SA 5,2 NT 5,1 NR NR SB
Pai
Mae
21 14.09.03 F FS SA 4,0 67,5 22,3 10,9 3,5 SB
Pai ﬁ 1
Mae 50 8
22 04.10.03 F FS SA 3,8 67,6 30 11,3 3,8 SB
Pai AA
Mae AS
23 14.08.04 F FS SA 3,9 64,8 15 8,0 10,6 SB
Pai AS 34 0,8
Mae AS
24 07.10.04 M FS SA 54 60,1 13,5 11,1 2,4 SB
Pai AS 1,4 0,6
Mae AA 57 1,6
25 01.04.04/ F FSA/FS NT 6,0 63,2 7.1 8,2 18,1 SB
Pai AA 2,6
Mae AS
26 18.01.04 F FS SA 3,7 NT 9,4 NR NR SB
Pai AA 3,2 0,2
Mae AS 1,6 0,4
27 28.06.03 F FS NR 34 67,8 8,9 5 SB
Pai
Mae 57
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REGIONAIS DE SAUDE COM SEUS MUNICIPIOS - RN COM FENOTIPOS FAS

continua
. . N.°RN
REGIONAIS DE SAUDE/MUNICIPIOS | FAS 2002, 2003,2004 ) . %
triados no periodo
1.7 RS Paranagua
Antonina 18 945 1,9
Guaraquegaba 7 330 2,12
Guaratuba 26 1855 1,4
Matinhos 19 1230 1,54
Morretes 14 974 1,44
Paranagua 160 9469 1,69
Pontal do Parana 0 58 0
07 municipios
2. RS Metropolitana
Adriandolis (VR) 0 276 0
Agudos do Sul 0 67 0
Almirante Tamandaré 31 755 4,1
Araucaria 53 4775 1,1
Balsa Nova 4 235 1,7
Bocaiuva do Sul (VR) 3 132 2,2
Campina Grande do Sul 55 4345 1,26
Campo do Tenente 0 250 0
Campo Largo 76 4575 1,66
Campo Magro 1 158 0,63
Cerro Azul (VR) 7 955 0,73
Colombo 146 7430 1,96
Contenda 1 378 0,26
Curitiba 1372 108032 1,27
Doutor Ulysses (VR) 0 192 0
Fazenda Rio Grande 58 3135 1,85
Itaperucu (VR) 13 1245 1,04
Lapa 15 2105 0,71
Mandirituba 8 1166 0,68
Pién 2 115 1,74
Pinhais 108 5477 1,97
Piragquara 60 1672 3,6
Quatro Barras 8 315 2,5
Quitandinha 1 526 0,19
Rio Branco do Sul (VR) 13 1416 0,92
Rio Negro 5 1576 0,32
S&o José dos Pinhais 145 11594 1,25
Tijucas do Sul 1 406 0,25
Tunas do Parana (VR) 1 217 0,46

29 municipios




106

continua
REGIONAIS DE SAUDE/MUNICIPIOS | FAS 2002, 20032004 | NRN %
triados no periodo
3.° RS Ponta Grossa
Arapoti 16 1144 1,4
Carambei 0 14 0
Castro LY 4614 0,88
Ipiranga 2 600 0,33
Ivai 4 570 0,7
Jaguariaiva 21 2052 1,02
Palmeira 13 2694 0,48
Pirai do Sul 31 1980 1,57
Ponta Grossa 140 17116 0,81
Porto Amazonas 4 291 1,38
Sé&o Jodo do Triunfo 0 474 0
Sengés 11 924 1,2
12 municipios
4.° RS Irati
Fernandes Pinheiro 2 69 29
Guamiranga 0 153 0
Imbituva 6 2454 0,24
Inacio Martins 2 528 0,38
Irati 20 4066 0,49
Mallet 0 712 0
Rebougas 4 848 0,47
Rio Azul 2 824 0,24
Teixeira Soares 2 539 0,37
09 municipios
5.° RS Guarapuava
Boa Ventura de Sdo Roque 0 22 0
Campina do Simao 0 38 0
Candoi 17 1796 0,95
Cantagalo 8 817 0,98
Foz do Jordao 8 250 3,2
Goioxim 3 340 0,8
Guarapuava 118 11878 0,99
Laranjal 0 98 0
Laranjeiras do Sul 27 4110 0,65
Marquinho 0 27 0
Nova Laranjeiras 1 88 1,14
Palmital 14 1024 1,36
Pinhao 25 2053 1,21
Pitanga 28 2690 1,04
Porto Barreiro 0 0 0
Prudentoépolis 15 3115 0,48
Reserva do Iguagu 3 274 1,1
Rio Bonito do Iguagu 0 21 0
Turvo 12 1084 1,1
Virmond 0 5 0

20 municipios
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continua
. . N.°RN
REGIONAIS DE SAUDE/MUNICIPIOS | FAS 2002, 2003,2004 ) . %
triados no periodo

6.” RS Unido da Vitéria
Antbio Olinto 0 82 0
Bituruna 17 1683 1,01
Cruz Machado 9 1089 0,82
General Carneiro 21 1258 1,66
Paula Freitas 0 147 0
Paulo Frontin 0 258 0
Porto Vitéria 0 88 0
S3o0 Mateus do Sul 21 2758 0,76
Unido da Vitéria 42 5398 0,77

09 municipios

7.7 RS Pato Branco
Bom Sucesso do Sul 0 62 0
Chopinzinho 8 1488 0,54
Cleveladia 14 1207 1,16
Coronel Domingos Soares 2 318 0,63
Coronel Vivida 12 1270 0,94
Hondrio Serpa 7 370 1,9
Itapejara D'Oeste 4 364 1,1
Mangueirinha 17 1444 1,17
Mariépolis 2 443 0,45
Palmas 58 3827 1,52
Pato Branco 53 4985 1,06
Séo Jodo 0 725 0
Saudade do Iguagu 4 110 3,6
Sulina 2 99 2,02
Vitorino 0 205 0

15 municipios

8.> RS Francisco Beltrdo
Ampére 3 704 0,43
Barracao 11 824 1,33
Bela Vista da Caroba 0 62 0
Boa Esperanga do Iguacu 0 0 0
Bom Jesus do Sul 1 120 0,83
Capanema 1 1045 0,09
Cruzeiro do Iguagu 2 84 2,3
Dois Vizinhos 12 2077 0,57
Enéas Marques 3 282 1,06
Flor da Serra do Sul 0 260 0
Francisco Beltrao 24 4706 0,51
Manfrinépolis 4 116 3,4
Marmeleiro 4 475 0,84
Nova Esperanga do Sudoeste 2 227 0,9
Nova Prata do Iguagu 3 686 0,44
Pérola D'Oeste 0 192 0
Pinhal de Sao Bento 0 59 0
Planalto 0 660 0
Pranchita 3 1047 0,28
Realeza 1 976 0,1
Renascenca 1 106 0,94
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. . N.°RN
REGIONAIS DE SAUDE/MUNICIPIOS | FAS 2002, 2003,2004 ) . %
triados no periodo

Salgado Filho 0 220 0
Salto do Lontra 2 578 0,34
Santa Izabel do Oeste 5 564 0,9
Santo Anténio do Sudoeste 18 1284 1,4
Séo Jorge d'Oeste 2 476 0,42
Veré 0 318 0

27 municipios

9.° RS Foz do Iguagu
Foz do Iguacu 490 22488 2,18
Itaipulandia 1 359 0,28
Matelandia 14 844 1,66
Medianeira 27 2507 1,07
Missal 3 447 0,67
Ramilandia 1 78 1,28
Santa Terezinha de Itaipu 26 1585 1,64
Séo Miguel do Iguacu 12 1522 0,79
Serranopolis do Iguagu 0 0 0

09 municipios

10.” RS Cascavel
Anahy 2 105 1,9
Boa Vista da Aparecida 6 501 1,2
Braganey 4 198 2,02
Cafelandia 4 601 0,67
Campo Bonito 2 192 1,06
Capitéo Lednidas Marques 10 1248 0,7
Cascavel 200 16903 1,18
Catanduvas 2 685 0,29
Céu Azul 1 353 0,28
Corbélia 16 667 2,4
Diamante do Sul 3 214 1,4
Espigdo Alto do Iguagu 1 208 0,48
Formosa do Oeste 6 300 2
Guaraniagu 17 1154 1,47
Ibema 1 324 0,31
Iguatu 1 75 1,33
Iracema do Oeste 0 80 0
Jesuitas 9 199 4,5
Lindoeste 9 299 3,01
Nova Aurora 5 814 0,61
Quedas do Iguagu 8 1528 0,52
Santa Lucia 0 125 0
Santa Tereza do Oeste 0 58 0
Trés Barras do Parana 7 806 0,87
Vera Cruz do Oeste 4 384 1,04

25 municipios




109

continua
. . N.°RN
REGIONAIS DE SAUDE/MUNICIPIOS | FAS 2002, 2003,2004 ) . %
triados no periodo

11.? RS Campo Mourio
Altamira do Parana 5 284 1,76
Araruna 7 665 1,05
Barbosa Ferraz 28 652 4,29
Boa Esperanca 4 149 2,68
Campina da Lagoa 13 664 1,95
Campo Mourao 105 5960 1,76
Corumbatai do Sul 2 108 1,85
Engenheiro Beltréo 14 460 3,05
Farol 2 80 2,5
Fénix 17 443 3,83
Goioeré 66 2377 2,77
Iretama 7 563 1,24
Janiopolis 7 248 282
Juranda 9 298 3,02
Luiziana 3 218 1,37
Mamboré 6 794 0,76
Moreira Sales 8 248 3,22
Nova Cantu 12 332 3,61
Peabiru 16 467 3,42
Quarto Centenario 4 112 3,57
Quinta do Sol 7 214 3,2
Rancho Alegre D'Oeste 5 80 6,25
Roncador 32 1109 2,8
Terra Boa 12 594 2,02
Ubiratan 15 1136 1,32

25 municipios

12. RS Umuarama
Alto Piquiri 0 138 0
Altonia 11 796 1,38
Brasilandia do Sul 0 112 0
Cafezal do Sul 1 50 2
Cruzeiro do Oeste 15 968 1,55
Douradina 13 599 2,18
Esperanga Nova 1 295 2,71
Francisco Alves 8 290 2,75
Icaraima 12 218 5,5
Ipora 9 614 1,46
Ivate 2 32 6,25
Maria Helena 3 168 1,78
Mariluz 5 245 2,04
Nova Olimpia 4 240 1,66
Perobal 0 18 0
Pérola 7 362 1,93
Séao Jorge do Patrocinio 11 390 2,8
Tapira 6 341 1,75
Umuarama 224 7262 3
Vila Alta 0 0 0
Xambré 0 0 0

21 municipios
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. . N.°RN
REGIONAIS DE SAUDE/MUNICIPIOS | FAS 2002, 2003,2004 ) . %
triados no periodo

13.* RS Cianorte
Cianorte 64 3381 1,89
Cidade Gaucha 5 514 0,97
Guaporema 3 72 4,1
Indiandpolis 5 202 2,47
Japura 4 436 0,91
Jussara 7 269 2,6
Rondon 3 454 0,66
S3o0 Manoel do Parana 2 43 4,65
Séao Tomé 4 148 2,7
Tapejara 15 558 2,68
Tuneiras do Oeste 10 390 2,56

11 municipios

14.7 RS Paranavai
Alto Parana 12 297 4,04
Amapora 9 235 3,82
Cruzeiro do Sul 3 223 1,34
Diamante do Norte 5 258 1,94
Guairaga 13 317 4,1
Inaja 0 45 0
Itaiina do Sul 6 234 2,56
Jardim Olinda 1 36 2,7
Loanda 17 978 1,74
Marilena 2 286 0,7
Mirador 0 22 0
Nova Alianga do Ivai 0 5 0
Nova Londrina 3 372 0,81
Paraiso do Norte 19 766 2,47
Paranapoema 5 104 4,8
Paranavai 5081 5078 2,7
Planaltina do Parana 4 225 1,7
Porto Rico 1 116 0,86
Queréncia do Norte 13 543 2,4
Santa Cruz do Monte Castelo 9 234 3,8
Santa Isabel do Ivai 6 454 1,32
Santa Ménica 0 0 0
Santo Anténio do Caiua 2 126 1,58
Séao Carlos do lvai 8 186 4,3
Séao Jodo do Caiua 9 248 3,6
Séao Pedro do Parana 0 0 0
Tamboara 3 91 3,3
Terra Rica 14 619 2,26

28 municipios

15.? RS Maringa
Angulo 0 62 0
Astorga 6 974 0,61
Atalaia 3 94 3,2
Colorado 18 906 1,98
Doutor Camargo 1 106 0,94
Florai 3 108 2,77
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. . N.°RN
REGIONAIS DE SAUDE/MUNICIPIOS | FAS 2002, 2003,2004 ) . %
triados no periodo
Floresta 4 168 2,4
Flérida 3 50 6
Iguaracu 6 70 8,5
Itaguajé 1 198 0,5
Itambé 4 192 2,1
Ivatuba 0 72 0
Lobato 2 16 12,5
Mandaguacgu 28 779 3,6
Mandaguari 19 1208 1,57
Marialva 29 1048 2,77
Maringa 275 15336 1,79
Munhoz de Mello 3 119 2,5
Nossa Senhora das Gragas 9 191 4,71
Nova Esperanca 19 1296 1,46
Ourizona 8 148 5,4
Paicandu 35 1492 2,34
Paranacity 12 414 2,9
Presidente Castelo Branco 8 196 41
Santa Fé 4 349 1,14
Santa Inés 0 18 0
Santo Inacio 5 146 3,37
Séao Jorge do Ivai 3 99 3,03
Sarandi 60 2876 21
Uniflor 1 14 7,14
30 municipios
16.> RS Apucarana

Apucarana 152 7348 2,06
Arapongas 108 4836 2,2
Bom Sucesso 8 232 3,5
Borrazépolis 4 332 1,2
Califérnia 1 46 2,17
Cambira 1 96 1,04
Faxinal 14 939 1,49
Grandes Rios 5 340 1,47
Jandaia do Sul 16 1179 1,35
Kaloré 1 201 0,5
Marilandia do Sul 4 77 5,19
Marumbi 4 181 2,21
Maua da Serra 5 346 1,44
Novo Itacolomi 0 29 0
Rio Bom 0 38 0
Sabaudia 4 39 10,2
Séao Pedro do Ivai 21 509 4,12

17 municipios
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. . N.°RN
REGIONAIS DE SAUDE/MUNICIPIOS | FAS 2002, 2003,2004 ) . %
triados no periodo
17.7 RS Londrina
Alvorada do Sul 1 363 3,03
Bela Vista do Paraiso 10 706 1,41
Cafeara 1 42 2,38
Cambé 97 3749 2,58
Centenario do Sul 21 948 2,21
Florestépolis 16 753 2,12
Guaraci 1 45 2,2
Ibipora 68 2749 2,47
Jaguapita 9 638 1,41
Jataizinho 4 128 3,12
Londrina 465 21909 2,1
Lupionépolis 7 294 2,4
Miraselva 4 69 5,8
Pitangueiras 0 38 0
Porecatu 34 850 4
Prado Ferreira 15 211 7,11
Primeiro de Maio 10 441 2,26
Rolandia 59 2664 2,2
Sertanépolis 16 631 2,53
Tamarana 9 798 1,12
20 municipios
18.7 RS Cornélio Procopio
Abatia 1 363 3,2
Andira 49 1920 2,5
Assai 18 834 2,16
Bandeirantes 46 1442 3,19
Congonhinhas 7 431 1,62
Cornélio Procépio 69 3528 1,95
ltambaraca 6 228 2,63
Ledpolis 0 9 0
Nova América da Colina 0 5 0
Nova Fatima 4 32 12,5
Nova Santa Barbara 3 88 3,41
Rancho Alegre 2 22 9,11
Ribeirdo do Pinhal 17 730 2,33
Santa Amélia 3 149 2
Santa Cecilia do Pavéo 9 173 5,2
Santa Mariana 6 268 2,24
Santo Anténio do Paraiso 2 83 2,4
S3ao Jerbnimo da Serra 11 469 2,34
S3ao Sebastido da Amoreira 17 649 2,61
Sapopema 4 291 1,37
Sertaneja 1 16 6,25
Urai 6 398 1,5

22 municipios




113

continua
. . N.°RN
REGIONAIS DE SAUDE/MUNICIPIOS | FAS 2002, 2003,2004 ) . %
triados no periodo
19.7 RS Jacarézinho
Barra do Jacaré 0 0 0
Cambara 34 969 3,5
Carlépolis 6 676 0,88
Conselheiro Mairinck 1 148 0,67
Figueira 7 407 1,72
Guapirama 2 69 29
Ibaiti 30 1308 2,3
Jaboti 0 199 0
Jacarezinho 60 2269 2,64
Japira 1 164 0,61
Joaquim Tavora 3 281 1,06
Jundiai do Sul 2 74 2,7
Pinhaldo 2 479 0,41
Quatigua 5 798 0,62
Ribeirdao Claro 14 604 2,3
Salto do Itararé 175 0
Santana do ltararé 189 0
Santo Antbnio da Platina 35 2319 1,5
Sao José da Boa Vista 0 185 0
Siqueira Campos 4 904 0,44
Tomazina 7 320 2,18
Wenceslau Braz 4 936 0,42
22 municipios
20.° RS Toledo
Assis Chateaubriand 27 1486 1,82
Diamante D'Oeste 7 216 3,24
Entre Rios do Oeste 0 110 0
Guaira 32 1598 2
Marechal Candido Rondon 23 238 9,6
Maripa 1 160 0,62
Mercedes 1 68 1,47
Nova Santa Rosa 2 227 0,88
Ouro Verde do Oeste 1 92 1,08
Palotina 20 1878 1,06
Pato Bragado 1 140 0,71
Quatro Pontes 2 57 3,5
Santa Helena 10 1040 0,96
Sao José das Palmeiras 4 169 2,36
Sao Pedro do Iguagu 10 181 5,52
Terra Roxa 6 668 0,89
Toledo 139 6371 2,18
Tupassi 6 422 1,42

18 municipios
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. . N.°RN
REGIONAIS DE SAUDE/MUNICIPIOS | FAS 2002, 2003,2004 ) . %
triados no periodo

21.° RS Telémaco Borba
Curitiva 6 669 0,89
Imbat 14 273 5,12
Ortigueira 13 944 1,37
Reserva 33 1610 2,05
Telémaco Borba 85 5592 1,5
Tibagi 9 532 1,69
Ventania 3 450 0,66

07 municipios

22.7 RS lvaipora
Arapua 0 0 0
Ariranha do lvai 2 85 2,35
Candido de Abreu 19 872 2,17
Cruzmaltina 1 35 2,85
Godoy Moreira 3 159 1,88
Ivaipora 39 2859 1,36
Jardim Alegre 4 510 0,78
Lidiandpolis 3 75 4
Lunardelli 7 248 2,82
Manoel Ribas 2 740 0,27
Mato Rico 2 67 2,98
Nova Tebas 2 670 0,3
Rio Branco do Ivai 3 183 1,63
Rosério do lvai 4 309 1,29
Santa Maria do Oeste 3 790 0,38
Séao Jodo do lvai 4 465 0,86

16 municipios
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ANEXO 1
TERMO DE APROVAGAO DA COMISSAO DE ETICA

W8 HOSPITAL DE cLiNICAS
f UHIVERSIDADE FEDERAL DO PARAHA

Curitiba, 01 de julho de 2005.

lImo (a) Sr. (a)
Alexandra Mitiru Watanabe
Nesta

Prezada Pesquisadora:

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado
“PREVALENCIA DA ANEMIA FALCIFORME NO ESTADG DO PARANA”, fol analisado e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, em reunido
realizada no dia 28 de junho de 2005. O referido projeto atende aos aspectos das
Resolugdes CNS 196/96, e demais, sobre Diretrizes € Normas Regulamentadoras
de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Ministério da Saude.

CAAE: 0068.0.208.089-05
Protocolo CEP: 138ext006/2005-06

Conforme a Resolugio 196/96, solicitamos que sejam apresentados a este
CEP, relatérios sobre o andamento da pesquisa, bem como informacgées
relativas as modificacbes do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtidos.

Data para entrega do primeiro relatério: 01 de janeiro de 2006.

Atencicsamente,

3
: /
"”"B;'If'ambarg Filho
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas/UFPR
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ANEXO 2

FICHA DE COLETA DE SANGUE/PAPEL FILTRO

"TESTE DO PEZINHO"

| s FUNDACAO ECUMENICA DE PROTECAD AO EXCEPCIONAL - FEPE - (41) 262 3443 ol
SERVICO DE REFERENCIA EM TRIAGEM NEONATAL NO PARANA
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FUNDAGAC ECUMENICA DE_PROTECAC AO EXCEPCIONAL -
SERVICO DE REFEREMCLA EPM TRIAGE
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FEPE - {41] 262-3443
M NEOMNATAL NO PARAN,

"TESTE DO PEZINHO" GRATIJITD MAS OBRIGATORIO
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ROXIMA. FAVOR ORIENTAR A M.

O SANGUE DO BEBE FOI COLETADO COM MENOS DE 48 HS DE ViDAT

NO CASO DE TER COLETADO ANTES DE 48 HORAS DE VIDA, DEVE SER
REPETIDA A COLETA E EXAME APOS 1 SEMARNA MNA UNIDADE DE sAUDE MAIS

AE.
LEVAR ESTA F‘CHA MNA UNIDADE DE SAUDE PARA COLETAR NOVAMENTE.

INFORMATIVO AO PAIS
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VERSO

Vo SOy T

SEU FILHO COLETOU MNA ALTA: DESTE HOSPITAL ALGUMAS GOTAS
DE SANGUE (“TESTE DO PEZINHO") PARA O EXAME GRATUITO DE
CINCO DOENGAS, CHAMADAS DE FEMNILCETOMURIA, HIPOTIREOIDISMO
COMGENITO, HEMOGLOBINOPATIAS, FIBROSE CISTICA E

ELAS PODENM CAUSAR DEFICIENCIA MENTAL E OUTROS PROBLEMAS.
IOCURE O RESULTADO EN 15 DIAS NA SECRETARIA DA ENTIDADE ONDE
COLETOW O SANMGUE E DER<XOU O ENDERECO.

=racan

DESTACAR

REPITA O EXAME QUANDO SOLICITADO - E GRATUITO E IMPORTANTE

P
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ANEXO 3
TESTES ESTATISTICOS - TESTE DE MCNEMAR

O teste de Mcnemar é um teste n&do-paramétrico utilizado para analisar situacées
do tipo antes-depois onde cada individuo é observado duas vezes: "antes e depois" de um
certo tratamento e deseja-se testar a eficiéncia do tratamento. Cada individuo se encaixa em
uma das duas categorias de resposta, antes e depois do tratamento. Este teste avalia a
mudanga de uma categoria para outra. No caso desta andlise iremos observar se o
tratamento (técnica laboratorial) é eficiente para verificar a doencga.

Temos duas amostras para validar ou ndo a técnica laboratorial:
- Tabela 1 — SS Anemia falciforme
- Tabela 2 — Interagédo S

Teste para Tabela 1 — SS Anemia falciforme

Portanto temos para o estudo a seguinte hipotese:
- HO: O teste presuntivo ndo-difere do teste confirmatério
- H1: O teste presuntivo difere do teste confirmatério

ANTES x DEPOIS SS NAO SS
FS 10
N&o FS 2 0

Conclusao: O p-valor para esta analise foi exatamente 0,1573. Portanto nao
rejeitamos HO e podemos dizer com 95% de confianga que o resultado obtido no teste
presuntivo é igual ao teste confirmatério.

Teste para Tabela 2 - Interacao S

Portanto temos para o estudo a seguinte hipétese:
- HO: O teste presuntivo nao-difere do teste confirmatoério
- H1: O teste presuntivo difere do teste confirmatério

ANTES x DEPOIS SB NAO SB
FS 1 0
N&o FS 4 0

Conclusao: O p-valor para esta andlise foi exatamente 0.0455 Portanto nao
rejeitamos HO e podemos dizer com 95% de confianga que o resultado obtido no teste
presuntivo é igual ao teste confirmatério.
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ANEXO 4
TESTES ESTATISTICOS - TESTE DE KRUSKAL WALLIS

Este teste é utilizado para comparacao de k tratamentos independentes e nos indica
se ha diferenca entre pelo menos um par de tratamentos quando comparados entre si. A

exigéncia para fazer o teste é que o nivel de mensuracao deve ser em escala ordinal

Teste para Tabela 3 - Cor de pele

Vamos verificar se algum dos pares abaixo sdo diferentes entre si.
- branco-negro

- branco-amarelo
- branco-pardo

- branco-NA

- negro-amarelo
- negro-pardo

- negro-NA

- amarelo-pardo
- amarelo-NA

- pardo-NA

Portanto temos para o estudo a seguinte hipotese:
- Ho: Nao existe diferenca de prevaléncia entre as cores de pele.
- H1: Existe pelo menos um par de prevaléncia diferente dos demais.

Conclusao: O p-valor para esta analise foi menor que 0,05. Portanto rejeitamos
HO e podemos dizer com 95% de confianga que existe pelo menos um par de cores de pele
que diferem entre si.

Para descobrirmos qual é o maior contraste entre os pares comparados no estudo
devemos fazer um teste de comparac¢ao de médias, ou seja, ao fazer o teste de comparacao
de média poderemos analisar exploratoriamente quais cores de pele que possuem
prevaléncias significativamente diferentes entre si. Utilizamos no caso a estatistica DMS que
tera por objetivo nos dizer quais sao as cores de pele que s&o diferentes entre si.

Apods o teste podemos fazer uma analise exploratéria e observar que existe uma
divergéncia muito grande entre as cores branca e negra. Observando a prevaléncia da
doenca em brancos e em negros podemos dizer que a doenga € predominante na raga
negra, pois o valor da prevaléncia na raca negra € a maior quando comparada com as

demais cores de pele e em contrapartida a raca branca possui 0 menor valor de prevaléncia
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indicando que a doenca nao é predominante na raga branca. A tabela abaixo ilustra melhor
0 pareamento das cores de pele e facilita a analise exploratéria do estudo.

RESULTADOS OBTIDOS NA COMPARAGAO ENTRE OS PARES DE
CORES DE PELE

branco-negro Difere
branco-amarelo Difere
branco-pardo Difere
branco-NA Difere
negro-amarelo Difere
negro-pardo Difere
negro-NA Difere
amarelo-pardo Nao difere
amarelo-NA Néao difere
pardo-NA Nao difere




ANEXO 5

TEOREMA HARDY-WEINBERG

GENOTIPO

RECEM-NATO

GENES

SS

12

24

SB

15

15

SC

18

18

SA (SHope)

1

AS

8321

8321

AA (+AD,AE....)

540.443

TOTAL

548.810

8379

Frequéncia do gene da HbS; S= 8.379 genes / (548.810 X 2)= 0,76% = 0,0076

Frequéncia dos demais genes = 100% - 0,76% = 99,24%

Esperado pelo teorema de Hardy-Weinberg:

SS = (0,0076)*x 548.810 = 31,70

S NaoS =[(1-0,0076) x 0,0076 x 2] x 548810 = 8.278,51

Sem S = [(1-0, 0076)* x 548.810] = 540.499,79

Total = 548.810
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x> com GL= 1; total de classes = 3, porém perde 1 GL por causa do total da amostra e outro

GL porque foi usada a freqiiéncia do alelo S (0,0076), estimada para essa populagao.

Resultado: x2= 12,974, e GL=1. Verificando-se esse valor na tabela de x2, encontramos

p<0,001, valor significativo, que nos leva a interpretar que a distribuicdo desses gendtipos

nao se da de acordo com o teorema de Hardy-Weinberg. Observando-se os desvios,

percebe-se que o desvio significativo foi 0 da classe SS, que mostrou falta de SS observados

em relacdo aos esperados. Nessa amostra populacional seriam esperados cerca de 32

homozigotos.

OBSERVADO ESPERADO DESVIO (d) >
CLASSE d’/e
(o) (e) (0-e)
SS 12 31,70 -19,70 12,243
S--- 8355 8.278,51 76,49 0,707
Sem S 540.443 540.499,79 -56,79 0,006
TOTAL 548.810 548.810 0,00 X* = 12,956
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ANEXO 6
CALCULO DO N.° DE CASOS SS PELO TEOREMA DE HARDY- WEIMBERG

(com os dados do quadro 1)

MINAS GERAIS
CLASSE OBSERVADO GENE S ESPERADO/TEORICO
(0) DOS GENOTIPOS (e)
ss 46 92 36,2
AS 4.222 4.222 4.239,3
(AA)Sem S 124.058 0 124.050,5
TOTAL 128.326 4.314 128.326
4.314 genes ]
= =0,0168 =1,68% f demais genes= (1-1,68) = 98,32%
(128.326 x 2)

- Esperado SS= (0,0168)*x 128.326 = 36,2
- Esperado AS:(((1-0,0168)x0,0168x2)) x 128.326 = 4.239,3
- Esperado sem S (AA): (1-0,0168)? x 128.326 = 124.050,5

RIO GRANDE DO SUL

CLASSE OBSERVADO GENE S ESPERADO/TEORICO
() DOS GENOTIPOS (e)
ss 1 2 3,8
AS 1337 1337 1.329,8
(AA)Sem S 115982 0 115.986,4
TOTAL 117320 1339 117.320
1339 genes

(117.320x2)

= 0,0057 = 0,57%

- Esperado SS= (0,0057)*x 117.320 = 3,8
- Esperado AS:(((1-0,0057)x0,0057x2)) x 117.320 = 1.329,8
- Esperado sem S (AA): (1-0,0057)? x 117.320 = 115.986,4

f demais genes=99,43%



