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INTRODUCAQ

A precisa avaliacao da idade
gestacional e importante, porquanto o prognostico, a incidéﬂ
cia de obitos, as alteracodes bioquimicas e mesmo as doencas
que incidem no periodo neonatal sao peculiares a cada catego

ria de recem-nascidos(’0),

A determinacao da idade gesta
cional baseada na historia menstrual e a maneira mais preci-
sa, porem alguns fatores como perTodos menstruais irregula-
res, sangramentos no primeiro trimestre e o uso de anticon-

cepcionais, podem diminuir a sua autenticidade.

0s dados obstetricos determi-
nados pelas mudangas que ocorrem na mae durante a gestacao

sao inadequados para a avaliacao da idade gestacional.

Entre os parametros peso, es
tatura e circunferencia craniana do feto, os dois primeiros
sofrem influencias de varias ocorrencias intra-uterinas, prin
cipalmente da desnutrigdo. Assim, o perimetro do cranio  do

feto parece ser mais sensivel na correlacao com a jdade ges-
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. 48 . . -
tac1ona1( ), podendo ser determinado "in utero" pelo metodo

do ultra-som.

A determinagao da idade gesta
cional tornou-se mais segura quando passou a ser baseada no
proprio recém-nascido. Nos Ultimos anos surgiram varios meto
dos de avaliagao, utilizando o exame fisico do concepto. A a
valiacao e feita atraves das caracteristicas externas do re-
cem-nascido, que estdo relacionadas cronclogicamente com o0

(36,75)

seu desenvolvimento . E de igual valor a avaliacao da

maturacao neurologica do recem-nascido estabelecida por

AmieZ—Tison[S], baseada nos estudos feitos em prematuros por

. 2 -
um grupo de neurologistas franceses em 1955(8 ). Este metodo
estabelece relacdao entre o tonus e os reflexos primitivos do

recem-nascido e a idade gestacional.

Em 1970, Dubowitz et alii'l°>)

agruparam dez critérios neuroldgicos e onze caracteristicas
externas do receém-nascido,em uma tabela, que atuaimente e a

mais usada na avaliacao da idade gestacional.

A avaliacao laboratorial, pro
vavelmente, se tornara o meio mais Util na determinagdao da i
dade gestacional. As analises citologica, fisico-quimica e
bioquimica do 1iquido amniotico e do sangue do cordao umbili

cal sao utilizadas para tal fim.

Varios constituintes do 1iqui
do amniotico modificam~se com a evolugao da gestacao, entre

eles as celulas e a creatinina. Ficou demonstrado por
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[
Droegemueller et a15: 3% o pitkin e zwirer'®Y) que a concen-

tragcdao da creatinina e a que mais se correlaciona com a ida-
de gestacional, porque a elevacdao de suas taxas e devida ao
aumento da massa muscular e a melhor capacidade de concentra

¢ao do rim, que ocorrem no final da gestacgao.

A ontogenia da eritropoese hu
mana € caracterizada por uma seérie complexa de acontecimen-
tos, durante os quais, o local de producao das celulas verme
Thas varia do saco embrionario para o figado, para o bago e

[20].Deﬂn maneira, durante a vida

finalmente para a medula Ossea
intra-uterina, sao produzidos no embriao e no feto, quatro
principais tipos de hemoglobina - Gowerl, Gower 2,fe
tal e tipo adulto - e a presenca de cada um destes tipos es-
ta relacionada as diferentes necessidades de oxigenagao nos

varios estagios do desenvolvimento 287,

A partir do 140 dia, quando
as celulas sanglineas sao formadas no mesenquima do embriao,
surgem os tipos primitivos da hemoglobina formados por qua-
tro cadeias de polipeptideos €, (Gower 1), a,e, (Gower 2 ),
que sao chamadas embrionicas. Na 62 semana de gestacao, con-
dicionada pela passagem da cadeia epsilon para a cadeia gama, i-

(13)

nicia-se a sintese da hemoglobina fetal, a,Y, e na 82 se

mana o figado se torna a principal fonte de eritropoese

[71'72’73), com major producao de hemoglobina fetal.

Existem muitas divergencias

(45,56,76,77) sobre a epoca do aparecimento da hemoglobina
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tipo adulto, « caracterizada pela presenca da cadeia be-

)
1

B
ta, mas Basch[ 3 , fazendo culturas de tecidos hematopoeti-

‘—"\J

cos de fetos e com hemoglobinas marcadas, detectou a presen-
Ga da hemoglobina tipo adulto no figado de fetos com sete se

manas de vida.

A passagem sistematica de um
tipo para outro de cadeia de polipeptideos das diferentes he
moglobinas, ou seja,da epsilon,gama, alfa, beta e delta,e condi-
cionada por genes. No homem existem sete a dez pares de ge-
nes estruturais para a hemoglobina: um ou dois pares de al-
fa, um de beta,um de delta,dois ou quatro de gama e um par

simples de genes epsilon e zeta(GQJ.

Cada estagio do desenvolvimen
to humano e caracterizado por um tipo particular de hemoglo-

bina, demonstrando que os varios genes sao ativos durante in

tervalos especificos da vida. Os genes da cadeia epsilon sao ati

vos somente durante o estagio embrionario, os da cadeia gama
normalmente durante o periodo fetal e pos-natal precoce e 0s
da cadeia beta no estagio pos-natal, enquanto os da cadeia

alfa tem atividade durante todos os periodos.

Esses estagios de desenvolvi
mento mostram que existe um meio preciso de regulacao da STQ
tese das varias cadeias de hemoglobinas. 0 mecanismo pelo
qual se fazem as "mudangas" dos genes estruturais de hemoglo
bina nos estagios apropriados e desconhecido. Tem-se discuti

do se a ativacao e repressao dos genes no tempo especifico e
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devida a acdo de genes reguladores ou de influéncias de fato
res humorais ou de influéncias do microambiente nos tecidos

hematopoéticos(sg).

Inicialmente, a hemoglobina ti
po adulto (Hb-A) & sintetizada em pequena quantidade e exis-
tem evidencias de que uma mesma celula produz ambas as hemo-
globinas, fetal e tipo adulto, nos varios tecidos hematopoe-
ticos, figado, baco e medula 0ssea - periodo mieloide - que

tem inicio no 49 mes de vida 1ntra-uterina(453.

A eritropoese fetal apresenta

respostas diferentes aos estimulos da eritropoetina, de acor

do com as determinadas fases de produgdo das hemog]obinasw7%

com resposta maxima entre a 62 e 82 semanas de gestagao
(13)

Entre a 82 e 122 semanas de
gestagao os quatro tipos principais de hemoglobinas do perio
do intra-uterino - embrionicas, fetal e tipo adulto - podem
ser encontrados no sangue fetal (Fig.1) e a partir da 104
semana a hemoglobina fetal passa a constituir a maior fragao

das hemoglobinas, atingindo concentracoes de 90 a 95 % por

(44,45)

volta da 302 semana . Depois da 342 semana, a concen -

tracao de Hb-F diminui gradativamente, atingindo ao nascimen

a .
%[12‘25’5 ’79], quando determinada

- -~ 66
pelo metodo da desnaturacgao alcalina de Singer et aZii( ).

to valores entre 50 e 80

De acordo com Brody e Nilsson
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( ), a menor concentragao de Hb-F ao nascimento nao e devi-

da a diminuicdo de sua producao e sim a maior produgao de

Hb-A com correspondente aumento de hemoglobina total corpo-

(13)

rea. Entretanto, para Basch existe uma diminuicao tanto

absoluta, como relativa, da sintese de Hb-F e portanto a
substituicdo deste tipo de hemoglobina pela Hb-A n3ao e um fe
nomeno "“diluicional" causado pela expansao da massa de celu-

las vermelhas no rapido crescimento fetal.

Em 1926, pela primeira vez,

(18)

Bischoff e Schulte chamaram a atencao para a importancia

da hemoglobina fetal do sangue do cordao na avaliagao da ida

de gestacional. Outros autores tem confirmado esta assertiva

(8] - . .
[2’11’12’19’27’2”’32’38’84], alguns tem verificado o seu com

portamento nos recem-nascidos com baixo peso para a idde gesta

cional" dos grupos a termo e pré-termot41), assim como suas

variacoes em determinadas doencgas maternas(ll’23’38) e fe-

tais(9’42’78’79).
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OBJETIVO

Sabe-se que a presenca
da HEMOGLOBINA FETAL esta relacionada com as ne-
cessidades biologicas do feto na vida intra-ute-

rina.

Este trabalho propoe-
se a correlacionar a idade gestacional, determi-
nada pela data da ultima menstruacao, com a con-
centracao de hemoglobina fetal, no sangue do cor
dao umbilical de recem-nascidos pre-termo e a
termo com peso adequado para a idade gestacio -

nal e baixo peso para a idade gestacional.



HEMOGLOBINA FETAL - GENERALIDADES



HEMOGLOBINA FETAL - GENERALIDADES

Foi von Kor’berMB] , ha

mais
de 100 anos, quem detectou uma fragao alcali-resistente da he
moglobina no sangue do cordao umbilical e sua 1mport5ncia,de§
de ent3do, tem sido salientada por bioquimicos, imunologistas,

geneticistas, clinicos, pediatras e, entre estes, 0S neonato-

logistas.

Mais tarde, em 1887 , Kriger
(47) confirmou os achados de von Korber em sangue de animais
e, em 1926, a fracao alcali-resistente foi chamada de hemoglo

bina fetal por Bischoff e Schulte(le).

A hemoglobina fetal, oy, » e
um tetramero constituido por quatro cadeias de polipeptideos,

duas cadeias alfa e duas gama, ligadas a quatro grupos heme.

A estrutura, a funcao da Hb-F,
bem como suas caracteristicas fisicas, quimicas, eletroforati
cas, cromatograficas, imunologicas e geneticas, sao determi-
nadas pela porcido globina da molécula, uma vez que 0 heme e

identico ao dos grupos das demais hemoglobinas.



Apos a descoberta da resisten-
cia a desnaturacao alcalina, inumeras diferencas foram detec-
tadas entre a Hb-F e a Hb-A, todas devidas a propriedades ine-
rentes a cadeia gama. Entre essas propriedades, destaca-se a
composicao de aminoacidos das cadeias da globina. A cadeia al
fa e identica a da Hb-A, em seu numero de aminoacidos - 141 -
e na sua estrutura, ou seja, posicao dos mesmos na cadeia. A
cadeia gama, que confere a especificidade quimica e funcional
a Hb-F, & composta por 146 aminoacidos com a isoleucina sendo

especifica dessa cadeial?28,54)

Armstrong et alit (8)

consideram
a cromatografia um método bastante sensivel para a determina
cao dos componentes da hemoglobina do sangue do cordao (Hb-F,
Hb-A e Hb-A,. A molecula da Hb-F n3o @ homogénea e pela croma
tografia e separada em dois componentes: a Hb—FI caracteriza-
da pela presenca da glicina e a Hb-FII pela presenca da alani

na na posicao 136 da cadeia'?’,

A hemoglobina fetal & mais so-
luvel que a do tipo adulto em solucao-tamp3ao fosfato forte e

mais facilmente oxidada para meta-hemoglobina
tima propriedade parece ser funcao da cadeia gama, uma vez que
a Hb de BART - hemoglobina anormal do periodo neonatal - compos
ta por quatro cadeias gama, apresenta acentuadas taxas de for

magao de meta-hemoglobina.

0 espectro de absorcao da Hb-F

€ caracterizado por apresentar a faixa do triptofano em com-



primento de onda menor que aquele da Hb-A, podendo consti-

tuir-se num metodo fisico de determinacao da Hp-F 140

A hemoglobina fetal @ resis-
tente a "eluicado" acida e quando amostras de sangue do cor-
ddao umbilical sao submetidas a ag¢ao da solugao-tampao citra-
to-fosfato acido (pH=3,3 a 3,4) e em seguida coradas com o

(503, 0s eritrocitos que contéem Hb-F retem

corante de Hright
mais corante do que aqueles que apresentam maiores concentra
coes de Hb-A. Pelas varias intensidades de coloracao dos eri
trocitos no sangue do cordao umbilical, verifica-se que am-
bas as hemoglobinas, fetal e tipo adulto, sao sintetizadasnu

(80), e, portanto, e inconsistente a teoria

{13)

ma mesma celula

de que elas s3do formadas em orgaos diferentes

Essa propriedade especifica da
Hb-F n3ao deve ser confundida com a resisténcia a desnatura-
cdao alcalina, que e a dissociacao da molecula da globina em

unidades de peso molecular menor.

A hemoglobina fetal, como as
demais hemoglobinas, apresenta propriedades antigenicas e
Heller et aZii[Bgl, fazendo estudos com os componentes isola
dos da hemoglobina e usando a tecnica de imunoeletroforese,
verificaram, no hemolisado de sangue de adulto, que os componen

tes menores - Hb-F e Hb-A2 - s3o fortemente antigenicos, mas

0os componentes maiores - Hb-A, S e C nao.

A razao dessa diferenca e



desconhecida, mas poderia ser devida ao fato de as cadeias al
fa e beta,que constituem a Hb-A variarem pouco de especie pa-

- . ~ . ~ . 2
ra especie, nao provocando assim formagao de ant1corpos( 8].

O0s aminoacidos que caracterizam
as cadeias gama e delta da Hb-F e Hb-AZ, respectivamente , sao
diferentes daqueles da cadeia beta e, provavelmente, alteram
alguns grupos antigenicos da molecula determinando diferencas

imunologicas especificas entre Hb-F, Hb-A e Hb-A, .

Scheneider e Arat(SS) em estu-

dos com anti-soros obtidos pela injecao de hemolisados de san
gue total de adultos normais e sangue de cordao umbilical em
coelhos, mostraram que as hemoglobinas fetal, Hb-A e Hb—Azséo
imunologicamente heterogeneas, todas possuindo grupos antige-

nicos em comum, mas cada uma com grupos que lhe s3do proprios.

0s dados por eles obtidos suge
rem ainda que os grupos antigenicos em comum estao nas cadeias
beta, gama e delta e que sao elas os elementos mais antigenicamen

te reativos da molecula.

A hemoglobina em solugdo, expos
ta a um campo elétrico sob condicOes especiais, € separada em
fracdes de acordo com seus pontos isoeletricos e mobilidade
de cada uma. A Hb-F desloca-se para o polo positivo,mais len-
tamente que a Hb-A e somente em solugoes com elevadas concen-
tracoes de Hb-F existe uma perfeita separagao entre as bandas

das duas hemoglobinas. A eletroforese pode, ainda, detectar ou



tros tipos de hemoglobinas anormais no sangue do cordao umbi-

11ca1[87].

Nos ultimos anos muitas infor-
magoes foram acumuladas sobre as alteracoes da afinidade da
hemoglobina pelo oxigenio em diferentes situacdoes e sobre a

capacidade da hemacia em regular essas mudancas.

Anselminno e Hoffman[7) observa

ram pela primeira vez que o sangue fetal apresentava uma afi-
nidade pelo oxigenio, maior que aquela apresentada pelo san-
gue materno, evidenciando uma das propriedades fisiologicas
mais importantes da hemoglobina fetal. Essa maior afinidade
do sangue fetal pelo oxigenio e uma vantagem para o feto du-

(53)

rante a vida intra-uterina , facilitando a captagdao do oxi

genio Tiberado pelo sangue materno ao nivel das vilosidades

p]acentérias(SSJ.

Allen et aZi'L’[B]

mostraram que,
apesar de o eritrocito fetal possuir maior afinidade pelo oxi
genio, quando comparado com o do adulto, as solugoes dialisa-
das das hemoglobinas fetal e tipo adulto mostram identicas a-

finidades ao oxigenio.

Esse fato demonstra a existen
cia de mais uma substancia interferindo na relagao hemoglobi-
na-oxigenio e Benesch e Benesch[IS), em 1967, demonstraram que
a afinidade da hemoglobina pelo oxigéenio era diminuida por sua

interacao com os fosfatos organicos, principalmente com o



2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) e o adenosino-trifosfato (ATP).
Verificaram ainda que essa interacao era feita com a forma de
soxi-hemoglobina, em proporcao equimolecular, sob condigoes

fisiologicas de pH e osmolaridade.

0 2,3-DPG e um fosfato organi-
co resultante da glicolise anaerobia e cuja principal funcao
parece ser a diminuicao da afinidade da hemoglobina pelo oxi-
genio, controlando, assim, a lTiberacao do mesmo para os teci

dos em diferentes condicoes fisiologicas.

A explicacao da diferenca na
interacao entre a Hb-F e Hb-A com o 2,3-DPG foi facilitada pe
1o conhecimento dos possiveis locais de ligacao desse fosfato

na molecula da hemoglobina.

Benesch et alii[lBJ , testando

isoladamente as cadeias da hemoglobina humana tipo adulto,cons
tataram que o 2,3-DPG ligava-se na cadeia beta da desoxi-hemo

(57) sugeriram que o local mais pro-

globina. Perutz e Lehmann
vavel da ligacdo seria a cavidade central do eixo de simetria
da molecula. Sendo o 2,3-DPG, um anion forte, poderia formar
pontes eletrostaticas com os aminoacidos carregados positiva-
mente e situados naquela cavidade. O conhecimento de que a en
trada da cavidade central da hemoglobina e maior na forma de
desoxi-hemoglobina do que na forma oxi-hemoglobina explica o

porque da diferenca entre as duas formas[Sl).

Para De Verdier e Garbytaa) a

histidina beta-143 e o local mais provavel da ligacao da hemo



globina com o 2,3-DPG porque esta localizada na entrada da
cavidade central e, sendo carregada positivamente, poderia li
gar-se eletrostaticamente com o anion 2,3-DPG. Na Hb-F essa
posicao na cadeia gama e ocupada pela serina, um aminoacido
neutro que se Tiga em menor proporcao com os compostos carre

gados negativamente como o 2,3-DPG.

Qutros investigadores (52,58)

acham que os aminoacidos citados ndo sao os unicos pontos
de ligagdo com o 2,3-DPG, mas tambem grupos de amino N-termi
nais das cadeias gama que estao livres na fracao Hb-F . 5 prin

cipal componente da hemoglobina fetal.

0 mecanismo pelo qual o 2,3-
DPG altera a afinidade da hemoglobina pelo oxigenio parece
ser o seguinte: a molécula de 2,3-DPG,ligando-se a hemoglobi
na em sua cavidade central,forca-a a adotar uma conformacgao
semelhante a desoxi-hemoglobina, expulsando o oxigenio. Por
outro lado, a elevacao da pO2 do sangue aumenta a oxigenacgao

da molecula provocando a saida do 2,3-DPG[21].

A oxi-hemoglo
bina nao se liga ao 2,3-DPG em quantidades consideradas fi-
siologicas, devido a conformagdao estereoquimica da cavidade

central da molecula, que nao permite a ligacao.
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CASUISTICA

A hemoglobina fetal foi deter-
minada em recem-nascidos do Departamento de Pediatria do Se-
tor de Ciencias da Saude da Universidade Federal do Parana e

da Casa de Saude Paciornik.

A selecao dos casos obedeceu

aos seguintes criterios:

A - recem-nascidos a termo e

pre~-termo

Foram estudados 75 recem -
nascidos, 42 a termo, com idade gestacional compreendida en-
tre 38 e 41 semanas e 6 dias e 33 pre-termo, com idade gesta-
cional igual ou menor que 37 semanas e 6 dias, contados a par

tir do primeiro dia do ultimo periodo menstrua1(13.

A idade gestacional foi
ainda determinada pela tabela das caracteristicas externas e

(35), apos 24 horas

maturidade neurologica dos recem-nascidos
de vida, para verificar sua correlagao com a jdade gestacio-
nal determinada pela data da Ultima menstruacao.

Em relagao ao estado nu-



tricional, os recem-nascidos dos grupos a termo e pre-termo
foram classificados em: recem-nascidos de peso adequado pa
ra a idade gestacional , quando o peso estava entre o 100 e
900 percentil e recem-nascidos de baixo peso para a idade gesta
cional os de peso abaixo do 109 percentil, de acordo comas
curvas de pesos isoladas para o sexo masculino e feminino em
relacao a idade gestacional, sequndo Davies et aliital)(Fig.
2 e 3),devido a diferenca de peso entre os sexos, evidencia

da a partir da 332 semana de gesta950[10’74J.

B - foram excluidos os recem

nascidos:

1. de maes que receberam
anticoncepcionais ate 6 meses antes da data da concepcdo, de
vido a dificuldade em avaliar a idade gestacional pelo cri-

tério da histdoria menstrual 58’

b

2. de maes portadoras de
"diabetes mellitus", por ter sido constatado que seus recem
nascidos pre-termo apresentavam menor concentracao de Hb-F,

quando comparados com os recem-nascidos pre-termo em geral
(38),
’

3. de maes portadoras de
cardiopatias com insuficiencia cardiaca, asma bronquica, a-
nemia acentuada e outras doencas que determinam hipoxia in-
tra-uterina cronica, ocasionando maiores concentracgoes de

hemoglobina feta1[23’71];

4. de parto gemelar, por

2i



que, embora nao tenha sido relatada diferenca nas concentra-

coes de hemoglobina fetal entre gemeos mono ou dizigBticoéBL

existe a possibilidade de haver transfusdao feto-fetal;

5. com alteracOes cromossomi-
cas, por ter sido verificado que a concentracao de hemogliobi

na fetal @ mais baixa nos recem-nascidos portadores de Sin -

drome de Down (Trissomia G)[79]

D[7BJ;

e mais elevadas em recém—nai

cidos com Trissomia

6. com incompatibilidade ma-
terno-fetal por Rh, por apresentarem niveis menores de Hb-F
L9’42]dev1do d regeneracdo rapida das celulas sangliineas,com
major sintese de Hb-A, como resposta a hemolise acentuada no

final da gesta§50[85);

7. com infecgao intra-uterina

cronica, pela presenca de anemia.
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MATERIAL E METODOS

1- COLHEITA DO MATERIAL

0 sangue foi colhido diretamente
da veia do cordao umbilical, Togo apos a laqueadura e antes
da dequitagao, utilizando-se seringa descartavel de 10 ml e
agulha de 27x8. Em seguida, 3 ml desse sangue foram colocados
em frascos de vidro, contendo 0,3 ml de E.D.T.A. dipotassico

a 1% como anticoagulante.

Foram feitas determinagoes quanti
tativas da hemoglobina fetal e qualitativa das hemoglobinas
do sangue do cordao, esta para verificar a presenca de hemo-

globinas anomalas do periodo neonatal.

2- CONCENTRACAO DE HEMOGLOBINA FETAL

A concentracao da hemoglobina fe-

tal foi determinada pelo metodo da desnaturacao alcalina de

Singer et aliz (86],
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3- ELETROFORESE DE HEMOGLOBINA
3.1- Instrumental

Foram utilizadas duas cubas de
P.V.C. rigido com base de 24,5 cm de comprimento por 9,5ande
largura e 7,0 cm de &altura; uma placa de vidro de 16x23 cm ,
duas barras de vidro de 1,5 cm de largura por 23 cm de com=-
primento e 6 cm de espessura, para a montagem da placa-supor
te (Fig.4 ). Para a montagem da placa-suporte, as barras

de vidros eram untadas com vaselina solida.
3.2- Reativos

Solugao-estoque: Tampao tris - E.D.T.A. - bora

to, pH=8,6
Tris (Merck) vuvveeeeeiiiennenennnnns 109,00g
E.D.T.A. dissodico (Reagen).......... 5,849
Acido borico (Reagen) ......eeeeevo.. 30,909
Rgua destilada g.S.pP. veveveeennnnnns 1.000m1

0 pH da solugao foi determinado pelo pH-meterE.

520 (Metrohn Heirison).

A solucao-estoque-tampao de tris-E.D.T.A. - bo-
rato foi diluida com agua destilada na proporgao de 1/20 pa-
ra o preparo do gel e na proporcao de 1/7 para ser usada

nas cubas.
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3.3- Corante

Benzidina (Merck) .....cviiiiiiiinnn. 0,29
Nitroprussiato de sodio (Carlo Erba) . 0,29

Solugdao aquosa de acido acetico 1% . 100m]l

Todos os sais foram pesados na balanca ana-

17tica (OWA Labor).

4- PREPARO DO MATERIAL
4.,1- Preparacao do hemolisado

0 sangue foi centrifugado em tubos de vidro
a 2,510 g durante 5 minutos e em sequida o plasma e a ca
mada de globulos brancos foram separados com pipeta Pasteur.

As hemacias foram lavadas 3 vezes com solucao salina.

A hemdlise foi realizada misturando-se igual
volume de hemacias e agua dejonizada e 0,4 do volume total de
tolueno num tubo de centrifugacgao aberto, o qual foi agitado
manual e vigorosamente durante 2 minutos. Em seguida, a mistu
ra foi centrifugada a 2.510 g durante 20 minutos, apos o
que, o tolueno foi removido com pipeta Pasteur. A camada cons
tituida pelo estroma de hemacias foi perfurada com pipeta Pas

teur e foi aspirada a solucao de hemoglobina.

Esta solugao foi filtrada em papel-filtro
Whatmann n? 1 e determinada sua concentragao atraves do conta
dor de hemacias (Cou]ter'E1ectronics Inc. e Hemoglobinometer)

com padrao interno.
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Posteriormente, a solucao de hemoglobina de
concentracao conhecida foi diluida com agua deionizada  para

ajustar a solugao em 10g/dl de hemoglobina,

4,2- Preparacgao do gel de amido

0 gel de amido foi preparado de acordo com

a técnica de Carvalho et alii'?*) e modificado por Petzel e

(BD], que utilizou somente amido de milho brasi-

Primo~Parmo
leiro industrializado (Maizena - Refinagao de Milho Brasil

Ltda.).

Esta preparacao constou da mistura de 30g

de maizena com 300 ml da solucao-estoque do tampao tris -E.

D.T.A. - borato, diluida a 1/20, num balao de Erlenmeyer de

500 m1. 0 balao fei colocado diretamente na chama do bico de

Bunsen durante 15 minutos, sob agitagcao manual constante, sem
(60)

haver preocupacao com a formacao de bolhas de ar R pois

as mesmas desaparecem apos resfriamento.

Imediatamente apos cozida, a mistura foi co
locada na placa-suporte de vidro, enchendo-a e wultrapassando
1 mm de sua altura, perfazéndo deste modo uma espessura de 7
mm (Fig.5). Apos o esfriamento, o gel foi recoberto por uma
folha de plastico e colocado no refrigerador durante 12 a 24

horas,
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5- TECNICA

5.1- Determinac¢ao qualitativa das hemoglobinas
por eletroforese horizontal em gel de ami-

do

No ge! foi feito, com uma lamina cortante,
plana e de ago inoxidavel, um corte de T mm de profundidade,

paralelo ao seu maior eixo e a 4 cm de um dos seus bordos.

As amostras do hemolisado a 0,5 g/dl foram
embebidas por pequenos retangulos de papel-filtro : Whatmann
n0 3, medindo 7x5 cm e inseridos no gel com o auxilio de uma
pinca anatomica e uma pequena placa de aluminio, tomando -se

como linha-base o corte feito no gel.

A placa-suporte de vidro com o gel foi co-
locada sobre as duas cubas de P.V.C. contendo a solugao-esto
que do tampao tris - E.D.T.A - borato diluida a 1/7. A  se-
guir, com pano "Perfex" (Johnson & Johnson).dobrado em 8, fo
ram feitas pontes entre o 1iquido de cada uma das cubas e as
extremidades do bloco de gel (Fig. 6). 0 conjunto assim for-
mado foi coberto com folha de plastico e com uma placa de vi

dro para evitar evaporacao.

A corrida das amostras foi feita em refri-
gerador durante seis horas utilizando-se corrente de 2mA/cm
e 300V na fonte geradora (Proteion Mod.300). Apos a corrida,
a placa-suporte foi desmontada e o bloco foi seccionado no

ponto de aplicacao das amostras e a 7 cm alem deste ponto.
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Em seguida colocou-se um papel-filtro sobre o gel e esse foi
cortado em duas partes de igual espessura com fio de "nylon"

fino no sentido longitudinal e paralelo a superficie.

Com o auxilio do papel-filtro, que foi ade
rido a superficie do gel, as duas partes foram separadas. A
parte superior, com a superficie de corte voltada para cima,
foi colocada em uma travessa "Pyrex" juntamente com o coran-
te, acrescentando-se em seguida 3 ml de agua oxigenada a 20
V., agitando-se levemente durante 5 a 10 minutos, tempo em

que as bandas das hemoglobinas se evidenciavam.

Posteriormente, o gel foi lavado com agua
de torneira para a retirada do corante e depois fixado com
solucao aquosa de acido acetico a 7,5% para a leitura atra-

ves de inspecao.

6- TRATAMENTO ESTATISTICO

A normalidade dos dados referentes as concen

tracoes de Hb-F foi testada pelo teste do xZ.

A analise da variancia foi feita adotando o
delineamento inteiramente casualizado, e foi considerada a
presenca de quatro tratamentos (grupos) com repetigoes (ca-

suistica) variando de 15 a 26.

0 efeito do tratamento foi desdobrado fazen-
do com que cada causa de variacao ficasse apenas com um grau
de 1liberdade, dispensando desta maneira o uso de um teste

de media.
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Na analise de regressdao simples foi utilizada
a equagao da reta:

"y =a+ bx" , considerando a idade gesta -
cjona] como variavel dependente (y) e a concentracao da Hb-F

como variavel independente (x).

As estimativas de b e a foram obtidas pela

formula:

gxy - —2X) (Z¥)

v}
i

<
!
|

De posse de tais estimativas e atribuindo di
ferentes valores a (x), foram calculados os valores correspon

dentes de (y) e obtida a reta de regressao.

0 intervalo de confianga foi determinado pe-

1a seguinte formula:

L

y = yitJ(C]]+C22 X + ZC]2 X) (Q.M. residuo )

onde:

y = limites superiores e inferiores da varié
vel y (idade gestacional) a um determina

do nivel de probabilidade;
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y = valor da variavel y determinada pela equa

¢ao da regressao;

t = valor dado pela tabela, de acordo com 0

nivel de probabilidade preestabelecido;

Cyp= termo da matriz invertida cujo Tndice, a-

baixo, indica a Tinha e coiuna, respecti-

vamente;
X = media da variante x;
Q.M. = quadrado medio.

Foi determinado ainda o valor da correlacaoen
tre a determinacdo da idade gestacional pela data da ultima
menstruacao e a dosagem das concentracoes de Hb-F, utilizando

se a formula abaixo:

LXy (Zx) (Zy)
N
y =
}
2 2
\| o2 . _(2x) sy2 - _(2¥)
N N
onde:
r = coeficiente de correlacgao ;
x = variavel ( % de hemoglobina);
y = variavel (idade gestacional, em dias);

numero de casos.

=
I
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maneira:

0 valor da correlagao foi testado da seguinte

r
t = ° N - 2

1 - rz
onde:
r = coeficiente de correlacgao;
N = numero de casos.

0 mesmo procedimento foi executado entre a i-

dade gestacional determinada pela data da Ultima menstruacao

,(35)

e o metodo de avaliacao de Dubowitz et alit representado

em dias.

34



Foto

NOT

Foto
NO2
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Foto NO 2 - Placa-suporte montada.




FIGURA 5 . Placa-suporte com o gel de amido brasileiro

comercial,
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ra.
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RESULTADOS

As concentracoes de Hb-F obti-
das entre os recem-nascidos dos quatro diferentes grupos, an-

teriormente classificados, estao expressas na Tab.1.

No grupo de recem-nascidos a
termo, vinte e seis eram de peso adequado para a idade gesta
cional e apresentaram concentracao media de Hb-F de 63,77% *
2,67 e dezesseis eram de baixo peso para a- idade gestacional R
com media de Hb-F de 65,12% + 3,85, enquanto que no grupo prE
termo dezoito eram recém-nascidos de peso adequado para a
jdade gestacional , com media de Hb-F de 74,28% = 5,15 e quin
ze eram de baixo pew para a idade gestacional , com media de

Hb-F de 73,30% + 4,32,

Na Tab.2, referente aos dados
de concentracoes de Hb-F utilizados para testar a normalidade
atraves de x2, foi encontrado o valor de 6,22, estatisticamen
te nao-significativo, dispensando, desta maneira, a correcao

dos dados.
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A analise de variancia repre-
sentada na Tab.3 mostra que existe uma diferenga significati
va, ao nivel de 1%, em relacdo as concentracgoes de Hb-F nos
quatro grupos considerados. A diferenga observada esta rela
cionada a idade gestacional entre recem-nascidos dos grupos
a termo e pré-termo, enquanto os recem-nascidos de baixo peso.
para a idade gestacional e de peso adequado para uma
mesma idade gestacional n3ao apresentam diferenga estatistica

mente significativa.

Em funcao do interesse em es-
timar a idade gestacional atraves da concentragao de Hb-F,
foi feita a analise de regressdao simples, com a utilizacao da

equacao da reta, encontrando-se os seguintes valores:

411,69,

a

b -2,13,
ficando a equagao da reta as-

sim representada:

y = 411,69 - 2,13x ,
Dando valores a (x), e possivel, atraves desta equacgao, cal-
cular os valores correspondentes de (y) e obter a reta repre

sentada na Fig.7.

Utilizando-se a estimativa da
variavel (y) a partir do valor medio da Hb-F, os intervalos

de confianga encontrados foram:
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1

ao nivel de 1% de probabilidade: y 265,81 + 18,36,

265,81 = 13,82,

ao nivel de 5% de probabilidade: y

demonstrando que a determinacdao da idade gestacional, atraves
do uso dessa equacao, esta sujeita a uma margem de erro de *
18 dias, ao nivel de-1% de probabilidade e de * 13 dias ao ni

vel de 5% de probabilidade.

0 valor da correlacao entre a
idade gestacional determinada pela data da Ultima menstruacao
e as concentracoes de Hb-F foi de 0,84 e,aquando testado,mos-

trou valor de t = 13,04, altamente significativo.

A correlacao feita entre a ida
de gestacional, avaliada pela data da uUltima menstruacdo e pe
To metodo de Dubowitz et ali? mostrou valorde 0,79, que, quando tes
tado de maneira identica a anterior, resultou em um valor de

10,88, tambem altamente significativo.

Na eletroforese de hemoglobina
do sangue do cord3do umbilical dos 75 recem-nascidos estudados,
nao foi detectada nenhuma hemoglobina anormal do periodo neo-

natal.
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TABELA 1 . Dados referentes a percentagem de hemoglobina fetal

nos quatro grupos estudados.

T.P.A., T.B.P, P.T.P.A, P.T.B.P,
67,00 65,36 70,00 68,82
64,15 64,80 65,24 71,90
63,00 62,30 73,08 66,99
62,30 72,26 82,06 70,23
63,11 60,90 78,15 69,83
68,13 60,90 67,29 75,11
63,50 65,36 75,11 83,11
64,20 62,32 74,56 80,69
68,60 67,75 67,00 74,70
63,20 61,91 71,25 73,48
68,28 65,16 85,26 71,05
63,80 63,94 78,00 76,53
61,96 67,82 78,00 73,48
61,89 73,89 74,50 72,47
60,30 66,17 72,06 71,05
66,99 61,12 74,70
60,00 77,14
60,90 73,68
63,74
67,82
63,13
65,77
61,00
61,55
59,80
63,94

TOTAIS:1.658,06 1.041,96 1.337,08 1.099,44
X : 63,77 * 2,67 65,12 * 3,85 74,28 *¥ 5,15 73,30 ¥ 4,32

x Geral = 68,49

Onde: T.P.A. = termo peso adequado;
T.B.P.

termo baixo peso;
P.T.P.A. = pre-termo peso adequado;

P.T.B.P. = pre-termo baixo peso.
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TABELA 2. Distribuigao dos dados em fungao do intervalo de classe considerado, com a

respectiva freqllencia

observada (F.0.) e a freqlencia esperada (F.E.) para

posterior calculo do desvio (d) e conseqllente valor de x.

INTERVALO DE CLASSE PONTO MEDIO F.O. F.E. d a? dZ/F.E.
(59,80-62,35) 61,08 15 12,08 2,92 8,53 0,71
(62,35-64,90) 63,63 12 8,99 3,01 9,06 1,01
(64,90-67,45) 66,18 11 11,36 -0, 36 0,13 0,01
(67,45-70,00) 68,73 08 12,32 4,32 18,66 1,51
(70,00-72,55) 71,28 09 11,06 -2,06 4,24 0,38
(72,55-75,10) 73,83 09 8,51 0,49 0,24 0,03
(75,10-77,65) 76,38 04 5,47 -1,47 2,16 0,40
(77,65-80,20) 78,93 03 3,02 -0,02 0,0004 0,000
(80,20-82,75) 81,64 02 1,40 0,60 0,36 0,26
(82,75-85,30) 84,03 02 0,78 1,22 1,49 1,91




TABELA 3. Analise da variancia relativa a percentagem de hemoglobina fetal nas

quatro amostras consideradas.

144

e oo

significativo a 17 de probabilidade;
nao significativo;
"versus".

CAUSA DA VARIAGAO G.L. S.qQ. Q.M. F
ENTRE GRUPOS 3 1.710,66 570,22 36,41%%
TERMO vs, PRE-TERMO 1 1.684,63 1.684,63 © 107,58%%
T.P.A. vs., T.B.P, 1 18,08 18,08 1,15 n.s.
P.T.P.A. vs. P.T.B.P, 1 7,95 7,95 0,51 n.s.
DENTRO DE GRUPOS 71 1.111,87 15,66
TOTATL 74 2.822,53
X = 68,49 c.v. = 9,027
onde: G.L. = graus de liberdade;
S.Q. = soma de quadrados;
Q.M. = quadrado médio;
F = teste de significanciag
X = mediaj
c.v. = coeficiente de variagdo;
T.P.A. = termo peso adequado;
T.B.P. = termo baixo peso;
P.T.P.A. = pre—-termo peso adequado;
P.T.B.P. = pre—termo baixo peso;
%
n
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DISCUSSAO

A concentracao da Hb-F no cor-
ddo umbilical tem sido determinada por diferentes metodos, u-

tilizando-se as propriedades a ela inerentes.

0 uso da espectrofotometria
requer grande experiencia no seuy manejo para a obtengao de re
sultados precisos, pois, quando as concentragoes de Hb-F sao

muito baixas, os erros sao fregtientes.

A Hb-F edeterminada pelo metodo
da "eluic3ao" acida, cuja tecnica, de grande sensibilidade, e
capaz de detectar quantidades minimas deste tipo de hemoglobi
na, mas somente e utilizada para evidenciar o numero de celu-

las sangliTneas fetais que a conten!8-807

0 uso de radioisotopos, cbmo a
incorporacdoda isoleucina radioativa na cadeia globina, propor-
ciona resultados mais sensiveis para a correlacao com a idade
gestacional, porem este metodo n3do pode ser usado como rotina
pela complexidade e alto custo, enquanto o metodo baseado no

comportamento imunologico da hemoglobina fetal e usado apenas
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para determinar pequenas quantidades da mesma.

Pela eletroforese @ possivel
obter-se uma nitida separacdo das faixas da Hb-F e Hb-A bem
como dos demais tipos (Fig.8),mostrando que este metodo e
bastante sensivel para a determinacdo qualitativa das hemo-
globinas e Util para a exclusao de possiveis hemoglobinas a-

normais do periodo neonatal.

0 metodo da desnaturacdo alca-
lina foi escolhido pela sua sensibilidade na determinacdao de
altas concentracoes de Hb-F, pela facilidade e rapidez da

tecnica, tornando-o um mejo pratico para dosagens de rotina.

Conforme ja foi relatado nes-
te trabalho, a major concentracdo de hemoglobina fetal encon
trada no grupo de recem-nascidos pre-termo, em relacao aque-

la do grupo a termo, foi tambem verificada por Schulmann et
(64) (30)

alzi em 1954 e por Cottom em 1955,
0s dados verificados por Della
Torre e Meroni[BZJ, em revisao da literatura fejta em 1969 e

nos 184 recem-nascidos por eles estudados, e ainda os acha-

(38)

dos de Gerbie et alii reforcam os resultados por nos en-

contrados.

Cook et alit
conclujram que a concentracdo de Hb-F no recem-nascido nor-
mal estava relacionada com a idade gestacional e ndo era afe

tada por ocorrencias intra-uterinas, entretanto, eles encon-

(273 em 1959,
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traram taxas de Hb-F acima de 90% em recem-nascidos com idade
gestacional menor que 36 semanas, concentragoes estas supe-
riores as encontradas em nossas determinacoes, provavelmente

devido a tecnica empregada(43].

Cotter e Prystowsky(ng

,por te
rem verificado amplas variacOes nas concentracoes de Hb-F
nos recem-nascidos entre os grupos a termo e pre-termo, con-
cluiram nao haver correlacao entre hemoglobina fetal e idade

gestacional, o mesmo acontecendo nos estudos feitos por Agliero
(2}

Em nossa investigagao, os re-
cem-nascidos de baixo peso mara a idade gestacional , dos grupos
a termo e pre-termo oriundos de gestacao sem intercorrencias,
nao apresentaram diferencas nas concentragoes de hemoglobina
fetal, quando comparados com os de peso adequado para a ida-

de gestacional .

As mesmas conclusoes chegaram

.(27)

(32) e Cook et alit

Della Torre e Meroni em relagao a gru-

pos semelhantes de recem-nascidos; no entanto, Humbert et aliti

(41) em 1969 , utilizando o metodo de incorporacao da leucina

C14’ Bard(ll) em 1970 e Bard et aliitlz) em 1974, encontraram
concentracoes mais elevadas nos recem-nascidos de baixo peso para

a idade gestacional no grupo a termo.

O0s resultados conflitantes ob-
servados na literatura e citados acima podem ser decorrentes

‘das diferentes metodologias aplicadas e da falta de maiores
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critérios na selegdo dos casos e na definicao dos diferentes
grupos de recem-nascidos. As divergencias verificadas,por e-
xemplo, entre os achados de Humbert e Bard, em relacao aos
dos demais autores, inclusive o nosso, estao relacionadas a
inclusao de recem-nascidos de maes com enfermidades capazes
de levar 3 hipdoxia intra-uterina cronica, determinando poli-
citemia e conseqliente aumento das concentracoes de Hb-F no

concepto.

Nos casos em que a idade ges-
tacional do recem-nascido ndo puder ser determinada pela his
toria menstrual materna, o metodo de avaliacao de Dubowitz et
aZii(BS] pode determina-la com uma margem de erro de aproxi-

madamente 2 semanas.

Com os resultados obtidos nes
te nosso trabalho, ficou evidenciado que a determinacdao das
concentracdes de Hb-F em recéem-nascidos permite avaliar a
idade gestacional com uma aproximacao de 18 dias, para uma
probabilidade de 99%, e de 13 dias, para uma probabilidade de
95%, o que torna este metodo equivalente ao de Dubowitz, que
apresenta, como ja foi visto, uma margem de erro de 14 dias.
Isto e reforcado pelo fato de que ambos os meétodos, quando
relacionados com a idade gestacional determinada pela data
da Ultima menstruacao, atraves de correlagdao citada no capi-

tulo dos Resultados, apresentam valores semelhantes.

Desta maneira, a determinacgao

da concentracao da Hb-F no sangue do cordao umbilical para a
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avaliacao da idade gestacional apresenta eficiencia semelhan
te ao metodo de Dubowitz e, por nao estar sujeita as varia-
¢0es inerentes a quem examina os recem-nascidos, bem como as
condicOes do proprio recem-nascido, e pela sensibilidade e
facil execucdo, e dado complementar importante na determina

¢ao da idade gestacional.

Este metodo ,adquire maior im-
portancia, ainda, por poder ser utilizado mesmo naqueles re-
cem-nascidos que, por determinadas circunstancias,nao podem

ser avaliados neurologicamente.



FIGURA 8 . Eletroforese em amido brasileiro comercial,
mostrando a nitida separacao das bandas de

varios tipos de hemoglobinas.
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CONCLUSOES

1 - 0S RECEM-NASCIDOS DO GRU-
PO PRE-TERMO POSSUEM MAIORES CONCENTRAGOES DE HEMOGLOBINA FE
TAL QUE 0S DO GRUPO A TERMO.

2 - A DESNUTRIGCAO DO FETO, O-
RIUNDO DE GESTAGAO SEM INTERCORRENCIA NAO ALTERA A CONCEN -
TRAGAO DA HEMOGLOBINA FETAL NO SANGUE DO CORDAO UMBILICAL.

3 - A DETERMINACAO DA CONCEN-
TRAGCAQO DE HEMOGLOBINA FETAL NO CORDAQ UMBILICAL E DADO COM-
PLEMENTAR DE VALOR NA AVALIACAO DA IDADE GESTACIONAL.

4 - AS CONCENTRACOES DE HEMO-
GLOBINA FETAL PODEM DETERMINAR A IDADE GESTACIONAL EM RECEM
NASCIDOS QUE NAO TEM CONDICOLES DE SEREM AVALIADOS NEUROLOGI-
CAMENTE E CUJA HISTORIA MENSTRUAL MATERNA NAO E PRECISA.
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RESUMO

A importancia do conhecimento
da idade gestacional do recem-nascido fez com que, na falta
de dados precisos de historia menstrual materna, surgissemn
varios metodos para sua avaliacao. Dentre estes metodos, a
tabela das caracteristicas externas e avaliacdo neurologica

do recem-nascido tem sido um dos mais utilizados.

As idades gestacionais de se-
tenta e cinco recem-nascidos foram determinadas pela data da
Ultima menstruacao e a correlagao dessas idades gestacionais
com aquelas obtidas pelo método de Dubowitz et alii foi alta

mente significativa.

Varios metodos laboratoriais
baseados nas alteracdoes do 1iquido amniotico tambem tém sido

usados na avaliag¥o da idade gestacional.

0 desenvolvimento do feto a-
presenta estagios em que as necessidades de oxigenagao $ao
diferentes e como cada um deles & caracterizado pela presen-

ca de um tipo especial de hemoglobina, a determinacdo da con
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centracao da hemoglobina fetal tem sido correlacionada com a

idade gestacional.

estudo de setenta e cinco

Baseado nos dados obtidos no

recem-nascidos dos grupos a termo e

prée-termo, com peso adequado para a idade gestacional e de bai

X0 peso para a idade gestacional , o autor julga que este métg

do e dado complementar de

tacional.

para uma probabilidade de
de de 95%, encontradas na
nal determinada pela data
coes de hemoglobina fetal
este metodo de eficiencia
ta sua importancia quando

dicoes de serem avaliados

valor na determinagao da idade ges-

Com as aproximacoes de 18 dias
99%, e 13 dias para uma probabilida
correlacao entre a idade gestacio-
da Ultima menstruac3ao e concentra-
ao nascimento, o autor considera
semelhante ao de Dubowitz e ressal-
aplicado em recem-nascidos sem con

neurologicamente.
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SUMMARY

The importance of the knowledge
of the gestational age of the newborn infant, in the absence
of precise data of the maternal menstrual history, led to
various methods for its evaluation. Among these methods, the
tabie of the external characteristics and neurologic eva-

luation of the neonate has been one of the most widely used.

The gestational ages of seventy
five newborn babies were determined by the date of the Tlast
menstruation. The correlation of these gestational ages with

those obtained by the Dubawvitz et aliz method was highly significant.

Various laboratorial methods bas
ed on the amniotic fluid alterations have also been used in the

evaluation of the gestational age.

As the oxigen needs of the deve
loping fetus varie according to its particular stages of de-
velopment and there is a special kind of hemoglobin for each

of these stages, the determination of the fetal hemoglobin
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concentration has been correlated with the gestational age.

Based on the data obtained in
the study of seventy-five newborn babies of the full term
and pre-term groups, with adequate weight for the gesta-
tional age and small-for-dates , the author considers that
this is a valuable complementary method in the determination

of the gestational age.

With the approximations of 18
days for a probability of 99%, and 13 days for a probability
of 95% found in the correlation between the gestational age
determined by the date of the last menstruation and concen~
trations of fetal hemoglobin on the day of birth, the author
considers this method of similar efficiency to the Dubowitz
table and calls attention to its importance when applied to
newborn babies under conditions that do not permit neurolo-

gical evaluation.
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ANEXO DADOS ORIGINAIS

TABELA 4. Dados referentes 3 idade gestacional, considerando o método de Dubowitz,
R - N -~ . -~ .

a data da ultima menstruagao e a respecttiva concentragao de Hb-F no san

gue do cordao umhilical deos quatro grupos de recem—nascidos estudados.

RECEM-NASCIDOS A TERMO RECEM-NASCIDOS PRE~TERMO
Peso Adequado Baixo Peso Peso Adequado Baixo Peso
Dubowitz D.U.M. Hb-F Dubowitz D.U.M,. Hb-F Dubowitz D.U.M, Hb-¥ Dubowitz ©D.U.¥. Hb-F -
(dias) {dias) (%) (dias) (dias) (7) (dias) (dias) (%) (dias) (dias) (%)
277 237 67,20 270 287 65,36 259 259 70,00 266 2z9 68,82
266 267 64,15 277 273 64,80 277 259 65,24 245 256 71,50
291 289 63,00 277 283 ¢2,30 25¢ 254 73,08 256 2635 66,99
284 280 62,30 266 266 72,26 245 238 82,06 246 262 70,23
259 273 62,11 266 280 60,90Q 245 238 78,15 245 257 59,83
265 266 68,13 273 273 60,20 231 250 67,29 245 252 75,11
231 276 63,50 264 284 65,36 245 238 75,11 259 256 €3,11
280 266 64,20 277 283G 62,22 256 245 74,56 22 250 80,53
279 266 58,60 259 266 67,75 252 245 67,00 249 243 74,70
287 273 63,20 291 287 61,91 270 260 71,25 259 259 73,48
291 267 68,28 273 266 65,16 221 238 85,26 256 259 71,05
270 280 63,80 263 274 63,94 245 238 78,00 242 253 76,53
273 287 61,96 256 266 67,82 233 234 78,00 235 254 73,48
273 273 61,89 238 270 73,89 245 245 74,50 259 250 72,47
284 275 60,30 256 266 66,17 228 705 72,06 269 259 71,05
280 267 66,99 277 287 61,12 252 259 74,70
287 293 60,00 245 242 77,14
287 293 60,20 259 252 73,68
2717 280 63,74
291 287 67,82
284 2890 63,13
27¢ 269 65,77
273 273 61,00
2717 292 61,55
270 287 59,80

273 280 63,94
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