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Prevaléncia de hemoglobina S em recém-nascidos de Fortaleza;
importancia da investigacao neonatal

The prevalence of hemoglobin S in newborns from Fortaleza, Brazil:
The importance of neonatal research

Luciano Silveira Pinheiro!, Romélia Pinheiro Goncalves?, Carlos Alberto Sousa Tomé?,
Ana Elisa Evangelista Alcantara*, Anna Renée Cintra Marques®, Marcio Medeiros da Silva®

RESUMO

Objetivos: avaliar a prevaléncia de hemoglobina S (HbS, tragos falciformes) em recém-nascidos, por meio de investigacao
clinico-laboratorial. Métodos: foi elaborado protocolo que estabelece a coleta de 10 mL de sangue de segmento de cordao
umbilical, apés ser ligado e seccionado pelo obstetra em seguida ao parto, sendo as amostras introduzidas em um tubo
contendo EDTA a 5% e submetidas a estudo cromatografico liquido de alta resolugdo (high-performance liquid
chromatography). Preenchia-se também protocolo clinico mediante entrevista com a puérpera, analisava-se o seu prontuario
e efetuava-se o exame fisico do recém-nascido. As variaveis analisadas foram peso do recém-nascido, sexo, Apgar no
primeiro minuto e cor da mae. A analise estatistica foi baseada no programa Epi-Info versdo 6.0, utilizando-se o teste 7 de
Student, considerando-se o nivel de significancia de p<0,05. Resultados: no periodo de agosto de 2001 a setembro de 2002,
foram analisadas 389 amostras de sangue de corddo umbilical e identificada a presenga de HbS em 16 recém-nascidos (4,1%),
15 dos quais compativeis com tragos falcémicos (HbAS) e um com a hipotese diagnostica de anemia falciforme (HbSS).
Observou-se maior prevaléncia de hemoglobinopatia no sexo masculino. Nao houve diferenca significante entre os recém-
nascidos com ou sem HbS para médias de peso e escores de Apgar, assim como para cor de pele das maes (brancas, pardas
e negras). Conclusio: recomenda-se triagem de hemoglobinopatias em recém-nascidos, tendo em vista a possibilidade da
ocorréncia de 25% da anemia falciforme nos filhos de casais com ambos os conjuges apresentando tragos falcémicos.
Diante disso, sugere-se a implantacao de programas com esses objetivos e incorporago as rotinas hospitalares.
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ABSTRACT

Purpose: to evaluate the prevalence of hemoglobin S (HbS) in newborns, through clinical investigation and laboratory data.
Methods: a protocol established the drawing of 10 mL blood from the umbilical cord after its ligature and section, immediately
after birth. The samples were kept in a tube with 5% EDTA and then submitted to high-performance liquid chromatography. The
study included a clinical record taken from an interview with the mother, her physical and biochemical condition, as well as that
of her newborn. Main criteria were newborn’s weight, sex, first minute Apgar, and the mother’s color. Statistical analysis was
based on the Epi-Info 6.0 program and performed by Student’s ¢ test, with the level of significance set at p<0.05. Results: from
August 2001 to September 2002, 389 umbilical cord blood samples showed HbS in 16 newborn babies (4.1%). Fifteen of these
presented sickle-cell traits (HbS) and the other had a diagnostic hypothesis of sickle-cell anemia (HbSS). Hemoglobinopathy
prevailed among male babies. No significant difference was observed between newborns with or without HbS regarding
averages of weight and Apgar scores; the same occurred regarding the mother’s skin color (Caucasians, mulattos and blacks).
Conclusion: searching for hemoglobin diseases in newborns should be considered because of the possibility of 25% sickle-
cell anemia in the offspring of couples with sickle-cell traits. Screening for abnormal hemoglobin is important in the population
at risk. Thus, the creation of programs with these aims is recommended to be included in hospital routines.
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Introdugao

A anemia falciforme é provavelmente a doen-
ca hematologica hereditaria mais prevalente na
populacio brasileira!. Tendo se originado na Africa
e trazida a Ameérica pela imigracao forcada dos es-
cravos, € mais freqliente onde a proporcao de ante-
passados negros € maior. A doenca distribuiu-se
heterogeneamente no Brasil em virtude da misci-
genacao racial, favorecendo assim a continuidade
dessa anemia no pais e sendo apontada pela litera-
tura cientifica brasileira como grave problema de
saude publica. A etiologia dessa doenca decorre de
mutacao no gene da globina beta, que produz uma
hemoglobina anormal, denominada hemoglobina S
(HbS, traco falciforme), cuja alteracao estrutural é
responsavel por modificacdes da estabilidade e so-
lubilidade moleculares? e consequente falcizacdo
dos eritrocitos quando expostos a baixa tensao de
oxigénio, acidose ou desidratacao®.

Quando o individuo € homozigoto para a mu-
tacao falciforme, quase toda a hemoglobina em seus
eritrécitos consiste em HbS, levando ao quadro cli-
nico totalmente manifesto. No heterozigoto, apenas
cerca de 40% das hemoglobinas sdo constituidas por
HbS, sendo o restante representado por moléculas
de hemoglobinas normais, o que inibe o processo de
falcizacdo. Por conseguinte, esses individuos tém
pouca tendéncia ao afoicamento, exceto em condi-
coes de grave hipoxia®. Durante a vida fetal e inicio
da pos-natal, a falta de expressao do fenotipo HbSS é
explicada pela producao de hemoglobina fetal (HbF)
suficiente para limitar, por efeito diluidor, a falciza-
cao clinicamente importante. Como os eritrocitos
que emergem da medula 6ssea transportam quan-
tidades crescentes de HbS e quantidades reduzidas
de HbF, as condicoes para a falcizacdo sao alcancadas
gradualmente®. Portanto, os recém-nascidos come-
cam a manifestar a doenca a partir do sexto més de
vida, quando a quantidade de HbF comeca a aproxi-
mar-se dos niveis do adulto®.

Considerando a gravidade e a freqtiéncia da
anemia falciforme, € importante aceitar-se que o
diagnoéstico precoce € fundamental, uma vez que
a identificacao neonatal dos pacientes portadores
da hemoglobinopatia ira permitir abordagem ade-
quada nos primeiros anos de vida e aconselha-
mento genético, reduzindo as complicacdes decor-
rentes da doenca’®.

Nao obstante a anemia falciforme estar sendo
muito estudada no Brasil quanto a sua incidéncia e
distribuicao em diferentes regides e grupos raciais,
essas investigacoes tém utilizado na maioria das
vezes metodologia manual, como € o caso da eletrofo-
rese em pH alcalino e em pH acido, o diagnéstico de
HbS no periodo neonatal sendo dificultado pela pre-
senca de grande quantidade de HbF!. Apesar disso,
mesmo com esses oObices, até o momento atual sao

poucos os trabalhos referentes ao diagnéstico neona-
tal por meio da cromatografia liquida de alta resolu-
cao (high-performance liquid chromatography, HPLC)°.
O método cromatografico automatizado apre-
senta vantagens sobre a eletroforese tanto em pH
alcalino, quanto em pH acido, uma vez que mostra
maior sensibilidade e rapidez para identificacao das
fracoes de hemoglobinas, com quantificacdo e re-
sultados precisos, fornecendo ainda dados qualitati-
vos das hemoglobinas variantes, mesmo que estas
estejam em pequenas quantidades!®. Portanto, con-
siderando a importancia do tema, a presente inves-
tigacdo teve como objetivo avaliar a prevaléncia da
HbS em amostras de sangue de cordao umbilical de
recém-nascidos, utilizando-se a metodologia HPLC.

Métodos

Foi realizado estudo prospectivo, a partir de
um protocolo!! que estabelece a coleta de 10 mL
de sangue de segmento de 15 a 20 cm de cordao
umbilical, apés ligado e seccionado pelo obstetra
em seguida ao parto (vaginal ou cesariano), de 389
recém-nascidos sequencialmente assistidos na
Maternidade-Escola Assis Chateaubriand (Forta-
leza), no periodo de agosto de 2001 a setembro de
2002. O segmento do cordao umbilical com as di-
mensoes mencionadas € suspenso pelas extremi-
dades com ajuda de pincas de Kelly, sendo o san-
gue introduzido de imediato, por gotejamento, com
o afrouxamento da pinca da extremidade inferior,
sem ordenha, em tubo contendo EDTA a 5%.

As amostras de sangue coletadas eram en-
caminhadas para HPLC, processamento que utili-
za o equipamento Bio-Rad, sistema automatizado
Variant II* (Hercules, CA, USA). O equipamento
dispoe de diferentes protocolos, sendo utilizado,
para fins de triagem neonatal, o programa para
anemia falciforme. As amostras sao diluidas em
reagente e mantidas a 12°C em camara automa-
tica. Cada amostra é seqUencialmente injetada
no sistema de fluxo de analise a cada trés minu-
tos, favorecendo rapida analise. Um fotometro de
filtro com comprimento de onda dupla (415 e 690
nm) monitora a eluicdo de hemoglobina da colu-
na, detectando as alteracoes de absorbanciaa 415
nm. O filtro secundario de 690 nm corrige a linha
de base para efeitos provocados pela mistura dos
tampoes com forcas idnicas diferentes. As mudan-
cas das absorbancias sdo monitoradas e exibidas
na forma de cromatograma da absorbancia versus
tempo. Cada hemoglobina apresenta tempo de re-
tencao caracteristico. Ao final da analise de cada
amostra, uma cépia do cromatograma com dados
do relatério é automaticamente impressa®°.

Apos cada coleta preenchia-se um protocolo
clinico, constando de entrevista com a puérpera, ana-
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lise do seu prontuario e exame fisico do recém-nas-
cido. Foram incluidos na investigacao os recém-nas-
cidos provenientes de gravidezes com 22 a 42 se-
manas incompletas e excluidos os oriundos de pre-
nhezes com intercorréncias de infeccao intraparto
grave e sofrimento fetal. Utilizou-se o teste “t” de
Student para cotejamento das médias dos pesos e o
teste Qui-quadrado para analise da frequiéncia da
ocorréncia de recém-nascidos com alteracoes
hemoglobinicas e correlacdo com a raca das maes.
Foi utilizado o calculo da mediana na avaliacao dos
escores de Apgar dos grupos fetais estudados. As
maes dos recém-nascidos foram classificadas em
pardas, brancas e negras, lavando-se em conside-
racao a cor da pele e olhos, espessura dos labios e
caracteristicas do cabelo!?.

A analise estatistica foi realizada a partir da
elaboracao de banco de dados do programa Epi-Info,
versao 6.0, considerando-se o nivel de significancia
de p<0,05, sendo utilizado o teste tde Student.

Esta investigacao foi aprovada pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina
da Universidade Federal do Ceara e realizada apos
assinatura do Termo de Consentimento, pelas
maes dos recém-nascidos.

Resultados

No periodo de agosto de 2001 a setembro de
2002, foram analisadas 389 amostras de sangue
de cordao umbilical. Os resultados obtidos detec-
taram que 16 recém-nascidos (4,1%) mostraram
presenca de HbS, 15 dos quais sugestivos de traco
falcémico (HbAS), correspondendo a 3,8% do total,
e um com a hipétese diagnostica de anemia falci-
forme HbSS (0,2%). Foi observado que dos 200 re-
cém-nascidos do sexo feminino, 2,0% apresenta-
ram HbS, e que dos 189 do sexo masculino, 6,3%
apresentaram hemoglobina alterada (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo das formas de hemoglobina e variantes e do sexo fetal em 389
amostras de sangue de recém-nascidos

Caracteristicas da amostra n %
Hb normal (HbA) 373/389 96

HbAS 15/389 3,8
HbSS 1/389 0,2
RN feminino ¢/ hemoglobinopatia 4/200 2,0
RN masculino ¢/ hemoglobinopatia 12/189 6,3

A partir da avaliacdo neonatal, encontrou-se
que o peso dos recém-nascidos sem hemoglobino-
patias variou de 570 a 5.445 g, com a média de 3.187
g, e dos recém-nascidos com hemoglobina anormal,
a variacao foi de 1.725 a 3.790 g, com a média de
2.853 g, nao havendo diferenca significante entre
os dois grupos ponderais. Quanto a avaliacdo do
Apgar, evidenciou-se que o valor no primeiro mi-
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nuto dos recém-nascidos com alteracdo e sem al-
teracao na hemoglobina foi de 7. Baseando-se nos
critérios estabelecidos'?, observaram-se 60,9% de
maes pardas, 23,0% brancas e 16,1% de negras. As
hemoglobinas alteradas apresentaram-se em 5,6,
2,3 e 1,6% entre os filhos de maes pardas, brancas
e negras, respectivamente.

Discussao

Examinando-se 389 amostras de sangue de
cordao umbilical de recém-nascidos com o emprego
da eletroforese por HPLC, encontramos a preva-
léncia de 4,1% de portadores de HbS. Esses dados
estao de acordo com os do Ministério da Saude,
segundo o qual a prevaléncia do gene da doenca
falciforme na populacao varia de 4 a 6% na regiao
Nordeste brasileira®.

Na literatura relativa aos dados brasileiros,
podem-se citar alguns trabalhos de diagnéstico neo-
natal de hemoglobinopatias: um no Hospital de Base
de Sao José do Rio Preto (SP)!3, outro no Instituto
Materno-Infantil de Pernambuco! e, finalmente, os
resultados do programa de triagem neonatal para
hemoglobinopatias do HEMORIO®. No estudo reali-
zado em Sao José do Rio Preto foram analisadas por
meio de eletroforese em pH alcalino 913 amostras
de sangue de cordao umbilical, e 3,7% dos recém-
nascidos incluidos apresentaram tracos de HbS. Na
avaliacado de 1.988 amostras de sangue de cordao
umbilical realizada em Pernambuco, com o empre-
go também de eletroforese em pH alcalino, encon-
trou-se que 5,3% dos recém-nascidos apresentaram
HbS. Ja na investigacao ocorrida no estado do Rio de
Janeiro, no periodo de agosto de 2000 a novembro de
2001, foi observada a presenca de 4.663 neonatos
(4,7%) portadores de traco falciforme (HbAS), tendo
sido estudadas 99.260 criancas por HPLC.

Embora sabendo-se que o gene que codifica a
3 globina na HbS néo esta ligado ao sexo, observa-
se no presente estudo que os recém-nascidos do
sexo masculino apresentaram prevaléncia maior
de HbS que os recém-nascidos do sexo feminino,
assim como no trabalho realizado no Laboratoério
Campana, no qual foram analisadas 1.303 amos-
tras de sangue de recém-nascidos, utilizando ele-
troforese da hemoglobina em pH alcalino!*.

Com relacdo a média de peso e valor de Apgar
dos recém-nascidos normais, quando comparados
aos dos recém-nascidos portadores de hemoglobi-
nopatias, observou-se que nao houve diferenca
significante entre os grupos. Portanto, os resulta-
dos obtidos neste estudo estao de acordo com os
dados encontrados na literatura, segundo os quais
a presenca de HbS néo se apresenta como fator de
risco para as condicoes de nascimento, como bai-
X0 peso e menores indices de Apgar!.
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Ao se cotejar a presenca de hemoglobinas
anormais com a cor da mae, obedecendo-se a crité-
rios estabelecidos previamente, nao se evidenciou
diferenca entre as méaes de cor negra, parda ou bran-
ca. Esse fato confirma a miscigenacao ocorrida no
Brasil, particularmente no Ceara. Desse modo, acre-
ditamos que no nosso meio, a triagem de hemoglo-
binopatias nao deve ser feita baseando-se na cor da
mae a fim de determinar quais os recém-nascidos
que irdo submeter-se ao procedimento.

Quanto ao método utilizado para detectar
hemoglobinas anormais, a cromatografia liquida
automatizada de alta resolucao, de troca de ions
(HPLC)!°, vem sendo cada vez mais usada®, apre-
sentando quatro vantagens sobre a eletroforese
convencional: o analisador é automatizado, eco-
nomizando horas e trabalho, permitindo o proces-
samento de muito mais amostras; trabalha com
volumes insignificantes da amostra (5 microlitros),
o que é particularmente ttil em Neonatologia, e
as hemoglobinas normais e todas as variantes
identificadas sao simultaneamente quantificadas.
Além disso, fornece identificacao provisoria de
numero maior de variantes hemoglobinicas.

A prevaléncia de HbS entre os 389 recém-nas-
cidos estudados foi relativamente alta e compativel
com resultados encontrados em outras investigacoes
realizadas no Brasil e no exterior, sendo relevante
recomendar a triagem de hemoglobinopatias em re-
cém-nascidos como primeiro passo para reduzir a
morbimortalidade dos individuos com doenca falcifor-
me, além de possibilitar o diagnéstico de heterozigotos
e o aconselhamento genético, fornecendo subsidios
para que os portadores decidam conscientemente
sobre sua prole futura. Além disso, a exemplo do Rio
de Janeiro® e da Inglaterra'>1®, é facil conscientizar-
se que a implementacdo de programa de triagem
neonatal configura-se importante para a identifica-
cao precoce dos portadores, realizacao de aconselha-
mento genético dos pais, informando-os sobre a
chance de virem a ter outros filhos afetados, bem como
orientando-os sobre os sinais e sintomas precoces
das complicacoes e identificacdo de outros portado-
res no grupo familiar. Sugere-se, portanto, que esse
tipo de triagem seja incluido em programas de saude
e incorporado as rotinas hospitalares, possibilitando
a prevencao das complicacoes, aumentando a sobre-
vida e melhorando a qualidade de vida dos pacientes
portadores de hemoglobinopatias, tendo em vista tam-
bém saber-se da possibilidade da ocorréncia de 25%
de anemia falciforme nos filhos de casais com ambos
os conjuges apresentando tracos falcémicos.
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