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Resumo

Fundamento: A hipercolesterolemia familiar (HF) é uma doenca genética dominante que se caracteriza por niveis
sanguineos elevados de colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL-C), e esta associada a ocorréncia de doenca
cardiovascular precoce. No Brasil, o HipercolBrasil, que é atualmente o maior programa de rastreamento em cascata para
HF, ja identificou mais de 2.000 individuos com variantes genéticas causadoras de HF. A abordagem padrao baseia-se no
rastreamento em cascata de casos indices referidos, individuos com hipercolesterolemia e suspeita clinica de HE.

Objetivos: Realizar rastreamento direcionado de 11 pequenos municipios brasileiros com suspeita de alta prevaléncia de
individuos com HF.

Métodos: A selecao dos municipios ocorreu de 3 maneiras: 1) municipios em que houve suspeita de efeito fundador
(4 municipios); 2) municipios em uma regiao com altas taxas de infarto do miocardio precoce, conforme descrito pelo
banco de dados do Sistema Unico de Satide (2 municipios); e 3) municipios geograficamente préximos a outros municipios
com alta prevaléncia de individuos com HF (5 municipios). A significancia estatistica foi considerada como valor p < 0,05.

Resultados: Foram incluidos 105 casos indices e 409 familiares de primeiro grau. O rendimento dessa abordagem foi de
4,67 familiares por caso indice, o qual é significativamente melhor (p < 0,0001) do que a taxa geral do HipercolBrasil
(1,59). Identificamos 36 Cls com variante patogénica ou provavelmente patogénica para HF e 240 familiares de primeiro
grau afetados. Conclusao: Nossos dados sugerem que, uma vez detectadas, regides geograficas especificas justificam uma
abordagem direcionada para a identificacao de aglomeracées de individuos com HF.

Palavras-chave: Hipercolesterolemia Familiar; Testes Genéticos; Doencas Cardiovasculares.

Abstract

Background: Familial hypercholesterolemia (FH) is a genetic disease characterized by elevated serum levels of low-density lipoprotein cholesterol
(LDL-C), and it is associated with the occurrence of early cardiovascular disease. In Brazil, HipercolBrasil, which is currently the largest FH
cascade screening program, has already identified more than 2000 individuals with causal genetic variants for FH. The standard approach is
based on cascade screening of referred index cases, individuals with hypercholesterolemia and clinical suspicion of FH.

Objectives: To perform targeted screening of 11 small Brazilian cities with a suspected high prevalence of people with FH.

Methods: The selection of cities occurred in 3 ways: 1) cities in which a founder effect was suspected (4 cities); 2) cities in a region with high
rates of early myocardial infarction as described by the National Health System database (2 cities); and 3) cities that are geographically close to
other cities with a high prevalence of individuals with FH (5 cities). Statistical significance was considered as p value < 0.05.

Results: One hundred and five index cases and 409 first-degree relatives were enrolled. The yield of such approach of 4.67 relatives per index
case was significantly better (p < 0.0001) than the general HipercolBrasil rate (1.59). We identified 36 IC with a pathogenic or likely pathogenic
variant for FH and 240 affected first-degree relatives.
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Conclusion: Our data suggest that, once detected, specific geographical regions warrant a target approach for identification of clusters of

individuals with FH.

Keywords: Familial Hypercholesterolemia; Genetic Testing; Cardiovascular Disease.

Introducao

Hipercolesterolemia familiar (HF) é uma doenca
autossomica dominante que se caracteriza clinicamente por
niveis sanguineos elevados de colesterol de lipoproteina de
baixa densidade (LDL-C), e estd associada a ocorréncia de
doenca cardiovascular aterosclerética (DCVA) precoce.'?

A prevaléncia da HF no mundo é estimada em
aproximadamente 1:250 na forma heterozigética e 1:600.000
na forma homozigética.> Um estudo realizado pela coorte
ELSA-Brasil estimou que a prevaléncia de individuos com
os critérios clinicos para a HF no Brasil seria de 1:263.
Considerando essas estimativas, haveria aproximadamente
760.000 pessoas com HF no Brasil.*

Porém, embora seja relativamente frequente, a forma
heterozigética ainda é uma doenga subdiagnosticada.® Para
auxiliar na identificagao de individuos com essa doenca, tem
sido utilizado o rastreamento genético em cascata em vdrios
paises, como a Holanda,® o Reino Unido’ e a Espanha.? Este
método ja foi reconhecido como sendo de custo efetivo para
aidentificacdo e a prevencao de DCVA precoce em individuos
com a HE™

No Brasil, o HipercolBrasil, que é atualmente o maior
programa de rastreamento genético em cascata, existe
desde 2012" e ja identificou mais de 2.000 individuos com
variantes genéticas causadoras de HF. O programa atualmente
realiza testes genéticos em qualquer individuo com LDL-C =
230 mg/dL (caso indice [CI))'? e nos familiares de primeiro
grau daquelas com variantes patogénicas ou provavelmente
patogénicas.

Entre julho de 2017 e julho de 2019, testamos uma nova
metodologia para identificar novos individuos com mutagdes
genéticas para HF, direcionada a pequenos municipios com
prevaléncia potencialmente alta de HF.

O presente estudo descreve os primeiros resultados de
triagem direcionada em 11 pequenos municipios brasileiros
(até 60.000 habitantes) com suspeita de alta prevaléncia de
pessoas com HF.

Métodos

O estudo foi realizado no Laboratério de Genética e
Cardiologia Molecular do Instituto do Coragao (InCor) da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, Brasil.
O protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica Institucional
(CAPPesq protocolo 100594212.0.1001.0068).

Amostra do estudo

A Figura 1 mostra os critérios de inclusdo e o desenho
do estudo. Cadastramos individuos de 11 municipios
selecionados com até 60.000 habitantes em todo o territério
brasileiro. A selegdo dos municipios ocorreu de 3 maneiras:
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1) municipios em que houve suspeita de efeito fundador, ou
seja, ocorréncia de individuos homozigotos, mas sem histérico
de qualquer grau de parentesco entre os pais (Major Vieira,
Papanduva, Lagoa do Mato e Passagem Franca); 2) municipios
em uma regido com altas taxas de dislipidemia, conforme
relatado por médicos locais (Bom Despacho e Moema);" e
3) municipios geograficamente préximos a outros municipios
com alta prevaléncia de individuos com HF (Bambuf, Pimenta,
Luz, Colinas e Buriti Bravo).

Registro de casos indices e familiares

Em todos os municipios, foi feito um contato inicial com a
secretaria satide local de para explicar o projeto e estabelecer
um acordo sobre a parceria. Foi feito contato por telefone
antes de visitar cada municipio e realizado um acordo entre
ambas as partes por e-mail. Jd& no municipio, a equipe foi
atendida por um agente de salde indicado pela secretaria
de satide. Nos municipios onde havia evidéncias de efeito
fundador e naquelas onde havia relato de alta incidéncia de
dislipidemia, a coleta de amostras comegou com familiares
de Cls previamente selecionados. Nesses municipios, também
ocorreu uma busca ativa para novos Cls a partir de prontudrios
e exames de colesterol realizados nos laboratérios de andlise
clinica das unidades de satdde locais. Individuos foram
considerados Cls quando apresentavam colesterol total > 300
mg/dL e/ou LDL-C = 210 mg/dL com triglicerideos < 300 mg/
dL. Nestes casos, foi coletada uma amostra de sangue para
realizagdo de uma segunda dosagem do colesterol em nosso
laboratério. Aqueles com LDL-C confirmado = 210 mg/dL na
segunda dosagem foram selecionados para o sequenciamento
genético, enquanto os individuos que nao atingiram este valor
receberam laudo com os valores de colesterol total e as fracoes
e foram excluidos do estudo.

Sequenciamento genético e rastreamento em cascata

Foram coletadas as amostras de sangue (10 ml de sangue
periférico em tubos de EDTA) e enviadas ao Laboratério
de Genética e Cardiologia Molecular do InCor/HCFMUSP
para andlise genética. Foi extraido o DNA genoémico usando
QlAamp DNA MiniKit (QIAGEN), seguindo as instrugoes do
fabricante. Os Cls foram sequenciados por sequenciamento
de préxima geragdo em um painel de genes incluindo os
seguintes genes relacionados a dislipidemia: LDLR, APOB,
PCSK9, LDLRAP1, STAP1, LIPA, APOE, ABCG5 e ABCGS.
Foram realizadas as andlises bioinformaticas em Varstation
e CLC Genomic Workbench 9.0 (QIAGEN). A amplificagao
multiplex de sondas dependente de ligagao (MLPA) em LDLR
foi usada para rastrear variantes de nimero de cépias dos Cls
sem qualquer tipo de variantes do tipo missense, nonsense
ou frameshift identificadas no sequenciamento de préxima
geracdo. Foi realizado o rastreamento de familiares com
sequenciamento Sanger (para mutagoes pontuais ou pequenos
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Nivel de colesterol Sequenciamento genético de .
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com dislipidemia (LDL-C > 210 mg/dL) e ieenicos €6 Saide
identificados familiares de Cls com emedicos
variantes patogénicas
Pés-
visita
Recrutamento de familiares Entrega de relatorio
de Cls afetados e novos Cls genético e tratamento
por médicos e profissionais de individuos com
de saude dislipidemia

Figura 1 - Metodologia para selecionar municipios, identificar Cls e familiares e treinar profissionais de saude para continuar o rastreamento genético

em cascata.
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indels) ou MLPA (para variantes de nimero de cépias). As
variantes foram classificadas de acordo com as recomendacoes
do American College of Medical Genetics and Genomics."

Analise de dados

A andlise visual da distribuicdo das variaveis foi realizada
por meio de histogramas e foi verificada a normalidade dos
dados. Para varidveis continuas com distribuicao normal,
foram calculados a média e o desvio padrao. As varidveis
categéricas sao mostradas como frequéncias. As diferengas
entre as frequéncias foram comparadas pelo teste de qui-
quadrado. Foram comparadas as diferengas entre as médias
com o teste t de Student ndo pareado ou ANOVA unilateral,
se necessario. As varidveis testadas apresentaram distribuigao
normal e optamos pelo teste paramétrico. A significancia
estatistica foi considerada como valor p < 0,05. As andlises
estatisticas foram realizadas com SPSS v19.0 (IBM).

Resultados

Inicialmente, coletamos 230 Cls com pelo menos uma
medida de colesterol que atendia aos critérios propostos
(veja os Métodos). Porém, 125 deles apresentaram valores de
LDL-C abaixo do ponto de corte apés a segunda medigao e
nao foi realizado sequenciamento posterior. No total, foram
incluidos 105 ICs e 490 familiares na andlise. A Tabela 1
mostra as caracteristicas dos 11 municipios visitados, estado
da federacao brasileira, nimero de habitantes e data de cada
visita. O municipio com o menor niimero de habitantes totais
foi Moema com 7.028 e a maior foi Bom Despacho com
45.624, ambas no estado de Minas Gerais. Os primeiros
municipios a serem visitados foram Major Vieira e Papanduva
(setembro de 2017) e as tltimas foram Buriti Bravo e Colinas
(fevereiro de 2019).

A Tabela 2 mostra o nimero de Cls e familiares
sequenciados por regido e seu gendtipo em relacdo a presenca

Tabela 1 - Caracteristicas gerais dos municipios da amostra

de variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas
(positivos), sem variantes patogénicas (negativos) ou presenca
de uma variante de significado incerto (VSI), bem como o
nimero de novos casos derivados de cada Cl incluido.

A Tabela 3 mostra os trés grupos de Cls (negativo, positivo
ou VSI) e seus dados clinicos e bioquimicos. No total,
foram sequenciados 105 Cls, sendo encontradas variantes
patogénicas ou provavelmente patogénicas em 36 (37,8%)
individuos e VSl em 5 (5,25%). A maioria dos Cls era do
sexo feminino (67,6%) e quando as caracteristicas clinicas
e bioquimicas foram avaliadas entre os trés grupos, houve,
como esperado, uma diferenca estatisticamente significativa
em relacdo ao colesterol total e LDL-C basais (nao tratados),
com o grupo positivo apresentando os maiores valores de
colesterol total e LDL-C, 382 = 150 mg/dL e 287 = 148
mg/dL, respectivamente. A Tabela 4 mostra as caracteristicas
clinicas e bioquimicas dos familiares.

A Figura 2 mostra a distribuicao geografica dos 11 municipios
localizados em 3 estados da federacao brasileira, o ndmero
de casos registrados, o ntimero de individuos genotipados e o
ndmero de individuos com uma variante patogénica.

Estados brasileiros, de cima para baixo: Maranhao, Minas
Gerais e Santa Catarina

A Tabela 5 mostra todas as variantes encontradas e o local
onde foram identificadas. No total, foram identificadas 21
variantes diferentes, com 3 variantes aparecendo com mais
frequéncia. As frequéncias observadas para essas 3 variantes
sugerem que elas tém efeitos fundadores nessas localidades.
Foram encontrados 6 pacientes homozigotos e 1 heterozigoto
composto em trans.

Discussao

O presente estudo descreve os resultados da implementagao
de um sistema de rastreamento em cascata para HF em 11
pequenos municipios brasileiros.

. . Habitantes totais . Nimero de Nﬁmero.t!e
Municipio Estado do Brasil (Censo do IBGE) Data da visita casos esperados c?sos _p_osmvos
(1:263)* identificados
Bambui Minas Gerais 22.709 Dez 2018 86 2
Bom Despacho Minas Gerais 45.624 Ago 2018 173 45
Buriti Bravo Maranhéo 23.827 Fev 2019 91 0
Colinas Maranhéo 42.196 Fev 2019 160 4
Lagoa do Mato Maranh@o 10.955 Abr 2018 42 32
Luz Minas Gerais 17.492 Dez 2018 67 6
Major Vieira Santa Catarina 8.103 Set 2017 3 47
Moema Minas Gerais 7.028 Ago 2018 27 36
Papanduva Santa Catarina 18.013 Set 2017 68 48
Passagem Franca Maranhdo 17.296 Abr 2018 66 50
Pimenta Minas Gerais 8.236 Dez 2018 31 6

IBGE: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica.
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Tabela 2 - Cls e familiares incluidos por regido e seus gendtipos para a presenca de variantes genéticas de HF

Nimero de l_h’m_w:ro de
Cls Familiares familiares por Cls md."”duos
Origem identificados ge“':ﬂﬁ;"c‘:;iso"“
Negativo Positivo VSI Negativo Positivo VSI
Bambui 0 1 0 0 1 0 1 2
Bom Despacho 15 11 2 34 31 3 2,4 96
Buriti Bravo 4 0 0 0 0 0 0 4
Colinas 6 1 1 1 3 0 0,5 12
Lagoa do Mato 3 2 0 25 30 0 1" 60
Luz 21 4 1 0 2 0 0,08 28
Major Vieira 1 3 0 48 44 0 23 96
Moema 1 4 0 36 32 0 13,6 73
Papanduva 4 2 1 50 46 0 13,7 103
Passagem Franca 3 5 0 55 45 0 12,5 108
Pimenta 6 2 1 0 4 0 04 13
Total 64 35 6 249 238 3 47 595
Cl: caso indice; VSI: variante de significado incerto; HF: Hipercolesterolemia familiar.
Tabela 3 - Caracteristicas clinicas e bioquimicas de Cls negativos, positivos e alterados por VSI
Cl negativo (64) Cl positivo (36) Cl com VSI (5) valor p
Mulheres % 45 (70,3) 64 21(58,3) 36 5 (100) 5 o134
Homens % 19 (29,7) 64 15 (41,7) 36 - 5
Idade (anos) 5415 64 44+19 36 5616 5 0,015
Uso de drogas hipolipemiantes 32 (50,0) 64 24 (66,7) 36 3 (60,0) 5 0,261
DAC precoce 2(3,1) 64 4(11,1) 36 - 5 0,297
Xantomas 3(4,7) 64 3(8,3) 36 1(20,0) 5 0,365
Xantelasmas 4(6,3) 64 1(2,8) 36 - 5 0,696
Arco cérneo 2(3,1) 64 3(8,3) 36 - 5 0,345
CT atual 279165 62 316+107 36 302+28 5 0,102
LDL-C atual 195£56 64 234+104 36 207+35 5 0,051
CT basal 322+33 60 382+150 32 305+43 5 0,008
LDL-C basal 233+24 59 287+148 34 229+20 4 0,022

Cl: caso indice; CT: colesterol total; DAC: doenga arterial coronariana; LDL-C: colesterol de lipoproteina de baixa densidade; VSI: variante de significado
incerto. DAC precoce definido como evento de doenga cardiovascular aterosclerética < 55 e 60 anos de idade em homens e mulheres, respectivamente;

lipidios em mg/dL; lipidios basais = ndo tratados.

Apesar dos beneficios de custo conhecidos do rastreamento
em cascata para HF, a implementagao mundial tem sido abaixo
do ideal. Diversas barreiras locais e obstaculos a implementacao
devem ser identificados e superados. A implementagao do
rastreamento em cascata em pequenas localidades, por exemplo,
tem sido maiormente desconsiderado. Esse desafio é maior em
paises de dimensbes continentais, como o Brasil, onde, além
das enormes distancias geogrdficas, existem desigualdades no
acesso aos servigos de satide. Descrevemos a experiéncia do

HipercolBrasil que realizou rastreamento em cascata abrangente
em pequenos municipios brasileiros. Neste novo modelo, o
rastreamento genético em cascata foi realizado em municipios
que apresentavam evidéncias de maior prevaléncia de HF devido
ao achado prévio de individuos com o fenétipo homozigoto no
mesmo municipio, ou porque essas regioes relataram elevada
frequéncia de infarto do miocardio.

Os municipios que apresentaram evidéncias de efeito
fundador foram os que apresentaram maior identificagcdo

Arq Bras Cardiol. 2022; 118(4):669-677
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Tabela 4 - Caracteristicas clinicas e bioquimicas dos familiares positivos e negativos

Familiares negativos N (249) Familiares positivos N (240) valor p
Mulheres % 136 (54,6) 249 135 (56,3) 240 0,504
Homens % 113 (45,4) 249 105 (43,8) 240
Idade (anos) 4021 249 38421 240 0,710
Uso de drogas hipolipemiantes 31(12,4) 249 93 (38,8) 240 0,001
DAC precoce 2(0,8) 249 9(3,8) 240 0,034
Xantomas 6 (2,4) 249 17 (7,1) 240 0,013
Xantelasmas 11 (4,4) 249 34 (14,2) 240 0,001
Arco corneo 1(0,4) 249 9(3,8) 240 0,009
CT atual 19851 114 309+86 127 0,001
LDL-C atual 124142 192 233+75 198 0,001
CT basal 220+191 97 318497 130 0,001
LDL-C basal 12641 169 243182 178 0,001

DAC: doencga arterial coronariana; LDL-C: colesterol de lipoproteina de baixa densidade; CT: colesterol total. DAC precoce definido como evento
de doenga cardiovascular aterosclerdtica < 55 e 60 anos de idade em homens e mulheres, respectivamente; lipidios em mg/dL; lipidios basais =
néo tratados.

Numero total de
individuos genotipados

O 1-25
O 26 - 50 Numero total de
individuos positivos
O 51-75
[]1-10
75-100
[] 30-40
0101-125 . e

Figura 2 - Distribui¢do geogréfica dos casos, niumero de individuos genotipados e numero de individuos com variante patogénica identificada (positivos).
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Tabela 5 - Variantes patogénicas, provavelmente patogénica e VSI de HF encontradas por municipio

Classificagdo Bom Buriti Lagoa Passagem Major
Gene Variante lcag Bambui Luz Pimenta Moema Colinas  do g J Papanduva Total
da variantes Despacho Bravo Mato Franca  Vieira
Duplicagéo do
LDLR exon 4 para Patogénica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 450 4 86
8 (b)
Duplicagéo do
LDLR  promoter para Patogénica 0 0 0 0 0 1 4 29 49 0 0 83
o0 exon 6
LDLR  p.Asp224Asn Patogénica 0 39 4 0 34 0 0 0 0 0 0 77
LDLR p.Cys222* Patogénica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 5
LDLR  ¢.1359-1G>C  Patogénica 0 0 0 5 0 0 0 0 0 0 0 5
LDLR p.Gly592Glu Patogénica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 2
LDLR p.Ala771Val Patogénica 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
LDLR  p.Pro699Leu Patogénica 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
LDLR  pAspOtHis ' rovaveimente 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 4
patogénica
LDLR  pCys3shrg @ rovavelmente g 1 0o 0 o 0 0 0 0 0 0 1
patogénica
DR pAg257Tp | rovavelmente 4 0 0 0 o 0 0 0 0 0 1 1
patogénica
LDLR  pSerssdgly rovavemente g 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
patogénica
LDLR .-228G>C VS| 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
LDLR p.Ala30Gly VS| 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
APOB  p.Ala2790Thr VS| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
APOB  p.Met499Val VS| 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
PCSK9  p.Arg237Trp VS| 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4
PCSK9  p.Arg357Cys VS| 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
STAP1  p.Pro176Ser VS| 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
LDLR p.Cys222* Patogénica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1° 1
LDLR Duplicagao do Patogénica
exon 4 para 8
PCSK9  pArg215Cys | rovavelmente
patogénica
APOB  p.Asp2213Asn VSl 0 0 0 0 0 0 0 ! 0 0 0 *
APOB  p.Val3290lle VS|
PCSK9  pArg21sCys | rovavelmente
patogénica 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 10
APOB p.Val3293lle VSI
PCSKO  pArg215Cys | rovavelmente
patogénica 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 10
APOB  p.Asp2213Asn VS|

2 homozigotas (b) 4 homozigotas (c) heterozigota composta em trans. VSI: variante de significado incerto; HF: Hipercolesterolemia familiar.

de individuos afetados por cada Cl analisado (em
ordem decrescente Major Vieira, Papanduva, Lagoa do
Mato e Passagem Franca). Nestas cidades, comegamos
com individuos homozigotos cujos pais nao tinham
parentesco e nasceram em regides geograficas diferentes.
Obviamente, sempre que essa situacao for sinalizada por

um programa de rastreamento em cascata, ela merece
a implantacdo de uma abordagem que abranja todo o
municipio, pois os custos-beneficios deste cenario sao os
mais vantajosos. A implementagdo da cascata genética em
municipios de pequeno porte mostrou-se mais eficiente
quando comparada a cascata genética realizada pelo
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HipercolBrasil'" considerando que as taxas de familiares
por Cl foram de 4,7 e 1,6, respectivamente (p < 0,0001).

E importante notar que a taxa de familiares testados
por Cl também foi maior em municipios com suspeita de
efeito fundador. Isso provavelmente ocorreu porque esses
municipios possuiam um nimero pequeno de habitantes e
a maioria dos familiares tinha algum grau de relagao familiar.
Isso ndo ocorreu em Bom Despacho, que é um municipio
consideravelmente maior que os demais (45.624 habitantes)
e, embora o nlimero de familiares coletados tenha sido
semelhante ao de outras cidades, houve maior niimero de
Cls coletados (28), diminuindo a taxa de parentes/Cl para 2,4.
Essa situacao exemplifica o equilibrio ténue entre o tamanho
do municipio e o sucesso da abordagem descrita.

Os municipios visitados que eram geograficamente
préximos a municipios com suspeita de efeito fundador
(Bambui, Buriti Bravo, Colinas, Pimenta e Luz) apresentaram
baixa captacdo de Cls e, consequentemente, baixo ndmero
de familiares identificados. Isso sugere que a concentragao
de esforgos no municipio selecionado, ao invés de estender
a abordagem para cidades proximas, deve ser priorizada e a
captura de casos potenciais proximos deve ser deixada para
0 mecanismo usual de rastreamento em cascata.

Conclusao

Rastreamento em cascata em pequenos municipios
(menos de 60.000 habitantes) com efeito fundador mostrou-
se eficaz. Porém, alguns pontos podem ser de grande
importancia para que o rastreamento em cascata seja eficaz,
podendo ser considerados os seguintes antes de decidir quais
cidades rastrear: estabelecimento de uma parceria formal
e interesse explicito por parte do departamento de satde
local em receber o programa e realizar o rastreamento em
cascata; disponibilidade de conjuntos de dados laboratoriais
de andlises clinicas para a realizagdo de levantamento
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