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RESUMO

TRIAGEM NEONATAL: INVESTIGAÇÃO DE HEMOGLOBINOPATIAS EM RECÉM- 
NASCIDOS DA CIDADE DO SAVADOR -  BAHIA. Investigação da presença de 
hemoglobinopatias estruturais e de síntese em RN da cidade do Salvador-Bahia-Brasil. 
ELISÂNGELA VITÓRIA ADORNO. As hemoglobinopatias apresentam freqüência 
mundial elevada. No Brasil, tem sido registradas freqüências elevadas para a HbS, estimando- 
se 0,1 a 0,3% de recém-nascidos (RN) com anemia falciforme (SS). A talassemia a  apresenta 
freqüência de 20 - 23% entre algumas populações estudadas. Um total de 600 amostras de 
sangue de cordão umbilical ft)i investigada. Os RN ft)ram provenientes da Maternidade 
Pública Tsylla Balbino (SESAB) e as amostras coletadas no período de fevereiro a junho de 
2000. A análise de hemoglobinas foi realizada por eletroforese em fitas de acetato de celulose 
pH 8,9 e em ágar - citrato pH 6,0; os dados hematológicos foram obtidos através de contador 
de células eletrônico (Coulter Count T - 890). O DNA foi isolado dos leucócitos e utilizado 
para a investigação das talassemias e por PCR (Reação em Cadeia da
Polimerase). Os dados referentes aos RN foram obtidos através de entrevista às mães, 
consulta aos prontuários médicos e observação do RN. A análise estatística foi realizada 
através do software EPI-INFO versão 6.04. Foram encontrados 538 (90,9%) RN com perfil de 
hemoglobinas normal (AF); 33 (5,6%) heterozigotos para a HbS (ASF), 19 (3,2%) 
heterozigotos para a HbC (ACF) e 02 (0,3%) homozigotos para a HbC (CF). O peso, gênero e 
idade gestacional não demonstraram associação com a presença de hemoglobinas anormais. 
Vinte e seis RN com perfil ASF foram distribuídos de acordo com a classificação racial; 11 
(42,30%) foram mulatos, 08 (30,77%) pretos e 07 (26,90%) brancos. A análise hematológica 
entre os RN com padrão de AF e ASF não demonstrou diferenças estatisticamente 
significativas. A análise hematológica entre os RN AF e ACF apresentou diferenças 
significativas para os valores de Ht (p=0,008). Hm (p=0,017) e CHCM (p=0,0045). Os

3 1 Kbpadrões SF e SCF não foram encontrados na análise da presente amostra. A talassemia a i  ’ 
foi detectada em 134 (22,71%) dos RN, entre os quais 120 (20,34%) foram heterozigotos e 14 
(2,37%) homozigotos. Dos 30 RN com padrão de hemoglobinas ASF, 10 (33,33%) foram 
heterozigotos e 01 (3,34%) homozigoto para a talassemia entre os 16 RN ACF
analisados, 04 (25,0%) foram heterozigotos para a talassemia A análise estatística dos
valores hematológicos entre os RN com genes a  normais e os talassêmicos apresentou 
diferenças significantes em todos os parâmetros analisados. Entre os RN portadores de 
talassemia 0 .2 '  ̂ os ASF e ACF apresentaram valores de Hb, Ht e Hm menores que os AF, 
com diferenças significativas. A talassemia não foi encontrada na presente amostra. Os
resultados encontrados de talassemia a 2 '  ̂ e de hemoglobinas variantes confirmam as 
freqüências elevadas previamente descritas em nossa região. As análises estatísticas 
relacionadas ao peso, gênero e idade gestacional não demonstraram correlação com o tipo de 
hemoglobina presente. A presença da HbC pode modificar os valores hematológicos nos RN, 
assim como a presença da talassemia a , principalmente quando associada a hemoglobinas 
variantes. Os dados encontrados no presente estudo, indicam a necessidade da realização de 
programa de triagem neonatal de hemoglobinopatias estrutural e de síntese na cidade do 
Salvador, com posterior seguimento clínico dos portadores e aconselhamento genético às 
famílias.
Triagem neonatal. Hemoglobinopatia. Hemoglobina S. Talassemias.
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ABSTRACT

NEONATAL SCREENING: HEMOGLOBINOPATHIES INVESTIGATION IN 
NEWBORNS FROM SALVADOR -  BAHIA, Investigation structural and ^synthesis 
hemoglobinopathies presence in newborn from Salvador -  Bahia -  Brazil. ELISÂNGELA 
VITÓRIA ADORNO. The hemoglobinopathies have a high worldwide frequency. In Brazil, 
have been registered a high frequency for S hemoglobin, estimating 0 , 1  to 0.3% of newborns 
with sickle cell anemia (SS), Alpha thalassemia has a frequency o f 20 to 23% among some 
population studied. A total o f 600 cord blood samples was investigated. The newborns were 
from Tsylla Balbino Maternity (SESAB) and samples were collected February to June/2000. 
The hemoglobins were studied by electrophoresis on cellulose acetate strips at pH 8.9 and on 
agar - citrate pH 6.0; the hematological analysis were carried out by electronic cell counter 
(Coulter Count T - 890). DNA was isolated from blood leukocytes and the and
thalassemias were investigated by PCR. (Polymerase Chain reaction). The data from 
newborns were obtained by questionnaire with the mothers, clinical history prontuaire and 
newborns personal observation. Statistical analyses were made by EPI-INFO software version 
6.04. Five hundred thirty eight (90,9%) newborns were identified like normal hemoglobin 
pattern (FA), 33 (5,6%) were heterozygous for HbS (ASF), 19 (3,2%) heterozygous for HbC 
(ACF) and 02 (0,3%) homozygous for HbC (CF). There was not significant association 
between weight, gender or gestational ages and abnormal hemoglobin presence. The 26 
newborn with FAS pattern have the following racial distribution: 11 (42.30%) were mulattos,
08 (30.77%) were blacks and 07 (26.90%) whites. The hematological analysis o f newborns 
with hemoglobin pattern FA and FAS did not have statistical differences. Hematological 
analysis o f  FA and FAC newborns showed significant differences for Ht (p=0,008), Hm 
(p=0,017) and CHCM (p=0, 0045). We did not detected newborns samples with pattern FS 
and FSC. The thalassemia was detected on 134 (22.71%) newborns, 120 (20,34%)
were heterozygous and 14 (2.37%) homozygous. Between, 30 newborn with pattern FAS, 10 
(33.33%) were heterozygous and 01 (3.34%) was homozygous; of the 16 newborns with 
pattern FAC, 04 (25.0%) were heterozygous. The statistical analysis o f hematological data 
among normal and thalassemia carriers showed significant differences in all
parameters analyzed. The comparison o f hematological analysis between thalassemia
carriers with normal and abnormal hemoglobin, showed lower concentrations for Hb, Ht and 
Hm in FAS and FAC than in FA, with statistical significance. The was not identified.
The results found o f thalassemia and variant hemoglobins are in accord to the high
frequency previously described in our region. The statistical analysis did not demonstrated 
association between hemoglobin patterns and weight, gender or gestational age The 
hemoglobin C presence modified the hematological data form the newborns studied, as well 
the alpha thalassemia, mainly when it was associated with variant hemoglobins. This study 
provides evidence to support the importance o f neonatal screening to structural and synthesis 
hemoglobinopathies in Salvador, with a further follow up for the carriers, focusing on genetic 
counseling for family o f the babies.
Neonatal screening. Hemoglobinopathies. Hemoglobin S. Thalassemias



1. INTRODUÇÃO



1.1 As hemoglobinas e os genes da globína

As hemoglobinas (Hb) humanas constituem um grupo de moléculas com fiinção de 

promover a absorção, o transporte e a liberação do oxigênio aos tecidos, além do transporte 

de parte do CO2 (gás carbônico). A hemoglobina é composta por quatro sub-unidades, cada 

uma contendo a porção protéica globina e o grupo heme, constituído por um complexo 

ferro-protoporfirina IX. O átomo de ferro (Fe^^) no grupo heme constitui o sítio de ligação 

do oxigênio, sendo que cada molécula de hemoglobina é capaz de combinar-se com quatro 

moléculas de oxigênio (BUNN & FORGET, 1986; WEATHERALL & PROVAN, 2000).

Na espécie humana, as mudanças no tipo de hemoglobina ocorrem durante o 

desenvolvimento ontogênico, sendo determinadas por mecanismos que regulam a expressão 

dos genes das cadeias da globina. As cadeias polipeptídicas podem ser de seis tipos, 

designadas por letras gregas: a  (alfa), p (beta), y (gama), ô (delta), s (épsilon) e Ç (zeta), 

que se agrupam aos pares para compor a globina (BUNN & FORGET, 1986).

Os genes da globina são divididos no grupo a  (40Kb), localizado no braço curto do 

cromossomo 16 e no grupo não-a (60Kb) localizado no braço curto do cromossomo 1 1 .0  

conjunto de genes das globinas a  e não-a é o resultado da duplicação de um gene 

primordial que existiu há aproximadamente 500 milhões de anos, sendo provavelmente 

originado de um gene ancestral, com posterior diferenciação ao longo do processo 

evolutivo (STEINBERG & BENZ JUNIOR, 1995). Fazem parte do grupo de genes a , os 

genes a '  ea^  que estão localizados na região 3', codificados por seqüências de nucleotídeos 

idênticas, diferindo apenas no segundo íntron; os pseudogenes a  (4^ a ’ e T  a^); o gene Ç  ̂e 

o seu pseudogene (4  ̂ Ç '), além do gene 0 ' (Fig. 1.1 A). Estes pseudogenes, apesar de
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possuírem estrutura similar aos seus genes correspondentes, não expressam nenhuma 

cadeia polipeptídica (STEINBERG & BENZ JUNIOR, 1995; WEATHERAL & PROVAN, 

2000).

O grupo de genes não-a reúne seis genes no segmento 5' a 3': o gene e; dois genes y 

(y*̂  e y*̂ ); um pseudogene p (\|/ P) e os genes ô e p. As cadeias polipeptídicas produzidas 

pelos dois genes y, diferem no aminoácido localizado na posição 136, podendo ser uma 

glicina (y ’̂) ou alanina (y'^), decorrente de mecanismos de duplicação e conversão gênica 

(Fig. 1.1 B). Além disso, a cadeia y'  ̂possui um sítio polimórfico na posição 75, que pode 

ser ocupado por uma isoleucina (yi^) ou uma treonina (yx'^) (BHAUMICK, 1994; 

STAMATOYANNOPOULOS & NIENHUIS, 1994; BORDIN et al, 1997; WEATHERAL 

& PROVAN, 2000).

A organização dos genes da globina humana localizados nos cromossomos 16 e 11 

seguem a mesma ordem em que são expressos, sugerindo que mudanças ocorridas na 

expressão dependem da proximidade e disposição espacial apresentadas. Quanto ao gene 0, 

ainda não está claro se o seu produto é capaz de participar na formação de uma 

hemoglobina fiancional, uma vez que a sua deleção, comprovadamente não altera o 

desenvolvimento fetal (RAMALHO, 1986; BHERINGER et al, 1990; WEATHERAL & 

PROVAN, 2000).

Nos animais vertebrados, paralelamente ao desenvolvimento morfofisiológico que 

ocorre na gestação, são verificadas mudanças nos diferentes tipos de hemoglobinas 

características de cada espécie. Na espécie humana, a eritropoese inicia-se nas ilhotas 

sangüíneas do saco vitelínico, passando ao fígado (5** a 2 0 “* semana gestacional) e.
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subsequentemente ao baço e medula óssea (STAMATOYANNOPOULOS & NIENHUIS, 

1994;NAOUM, 1997).

Figura 1.1 Representação dos loci dos genes das globinas a  e não-a humana. Em A, estão 

representados o grupo de genes da globina a , localizado no braço curto do cromossomo 16, 

fração I 6 p, 13.3; em B, o grupo de genes da globina não-a, localizado no braço curto do 

cromossomo 11. Adaptado de WEATHERALL & PROVAN, 2000.

A cadeia Çé sintetizada logo no início da vida embrionária, sendo rapidamente 

substituída pela cadeia a . A primeira globina do grupo não-a a ser detectada é a s, que 

aparece nos primeiros meses após a concepção, sendo logo substituída pelas cadeias y do 

período fetal (STEINBERG & BENZ JUNIOR, 1995; NAOUM, 1997). A cadeia p começa 

a ser sintetizada do segundo ao terceiro mês de vida intra-uterina e, após o nascimento 

substitui quase totalmente a síntese das cadeias y da Hb Fetal (tt2y2) {switching), que após 

os seis meses de vida representa menos que 2 % do total de hemoglobinas, juntamente com



a HbAi (a 2 P2), que corresponde a 95% das hemoglobinas presentes no indivíduo adulto 

normal. A produção de cadeias ô tem início um pouco antes do nascimento, fazendo parte 

da HbA2 ( a 2Ô2), que não ultrapassa 3,5% do total das hemoglobinas presentes no indivíduo 

adulto (Fig. 1.2).

Nascimento
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Figura 1.2. Expressão dos genes da globina em diferentes períodos do desenvolvimento 
ontogênico humano. Adaptado de ISRAELS & ISRAELS, 1998.

Deste modo, os genes da globina participam da composição das hemoglobinas do 

período embrionário -  Hb Gower I (^ £ 2) e Hb Gower II (a 282), Hb Portland I e 

Hb Portland II (Ç2 P2); do período fetal -  Hb Fetal ( a 2Y2) e da vida adulta - HbAi (a 2 p2> e 

HbA2 (a 2Ô2> (RAMALHO, 1986; STAMATOYANNOPOULOS & NIENHUIS, 1994; 

STEINBERG et al, 1995). O gene s é ativo durante a vida embrionária e os genes ô e P têm



atividade maior após o nascimento; os dois genes y são ativos, principalmente, durante a 

vida fetal, apresentando uma relação de 70%y* '̂: 30%y'^, que na vida adulta passa a 40%y*'’ : 

60%y^ (BOOKCHIN et al, 1975; BOOKCHIN et al, 1977; BUNN & FORGET, 1986; 

BHAUMIK, 1994).
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1.2 Hemoglobinopatias Estruturais e de Síntese

As hemoglobinopatias constituem um grupo de doenças genéticas, caracterizadas 

por alterações da porção globínica da molécula de hemoglobina. As hemoglobinopatias são 

classificadas em dois grupos: estruturais e de síntese. As alterações estruturais incluem a 

substituição, deleção e inserção de um ou mais aminoácidos, como também a fiisão de duas 

cadeias polipeptídicas diferentes, enquanto que as modificações na síntese da hemoglobina 

(talassemias), levam a redução ou inibição da síntese de um ou mais tipos de cadeias 

polipeptídicas (BUNN, 1994; BUNN, 1997; NAOUM, 1997).

As hemoglobinopatias clinicamente mais importantes são aquelas que envolvem 

anomalias dos genes a  e p, apresentando gravidade variável na dependência da herança, 

definida pelo caráter dominante, existindo nas formas homozigóticas e heterozigóticas. 

Aherações envolvendo as cadeias y , e e  são, na maioria das vezes letais, uma vez que são 

produzidas nos períodos embrionário e fetal (NAGEL et al, 1979; CHARACHE, 1990; 

NAOUM, 1997).



1.3 Hemoglobinopatias Estruturais

A grande maioria das variantes estruturais da hemoglobina é conseqüência de 

mutações pontuais que podem ocorrer nos codons dos genes da globina, resultando na 

substituição de um único aminoácido. Entre as variantes estruturais mais frequentemente 

encontradas, podemos citar as HbS, HbC, HbD e HbE (CHARACHE, 1990).

A hemoglobina S (HbS) é caracterizada pela substituição do ácido glutâmico por 

uma valina, decorrente da mutação pontual GAG GTG no sexto códon do gene da 

globina p, possuindo uma distribuição geográfica preferencial na África Tropical (Central e 

Ocidental) (DOVER et al, 1981; BHERINGER et al, 1990). A HbS tende a polimerizar-se 

em baixas tensões de oxigênio, formando estruturas filamentosas (polímeros de HbS 

deoxigenada) que se depositam nas hemácias, modificando a sua forma e tomando-as 

falciformes (sickle-cell). O fenômeno de falcização pode ser revertido, quando níveis 

ótimos de oxigênio são novamente atingidos, sendo que após sucessivas falcizações, as 

hemácias podem adquirir formas irreversivelmente falcizadas (SMITH et al, 1981; 

ANTONARAKIS et al, 1984; EMBURY, 1995; CHANG et al, 1997).

Os heterozigotos para a HbS são denominados portadores do traço falcêmico 

(HbAS) e suas hemácias contêm aproximadamente 20 a 45% de HbS, além das 

hemoglobinas A,, A2 e fetal (SMITH et al, 1981; EMBURY, 1995; CHANG et al, 1997; 

WEATHERALL & PROVAN, 2000). Apesar destes indivíduos serem hematologicamente 

normais e assintomáticos, em situações de stress, onde ocorre uma baixa tensão de 

oxigênio, pode ocorrer falcização, acompanhada por crises dolorosas e infartamento 

esplénico (NAOUM, 1997).
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Os homozigotos para a HbS (SS) apresentam a anemia falciforme, com os 

eritrócitos contendo 80% ou mais de HbS. A grande quantidade de HbS causa rigidez dos 

eritrócitos, levando a obstrução de pequenos e médios vasos sangüíneos, com formação de 

trombos, infarto de tecidos, acompanhada por fibrose e calcificação (WANG & LUKENS, 

1999). Os portadores desta anemia possuem um quadro clínico heterogêneo, apresentando 

retardo no crescimento e desenvolvimento, além de alterações múltiplas no diversos órgãos, 

provenientes da hemólise contínua e dos fenômenos de vaso-oclusão (AZEVEDO et al, 

1980; BUNN 8c FORGET, 1986; RAMALHO, 1986; GONÇALVES et al, 1994; 

SERJEANT et al, 1996; BUNN, 1997). A asplenia funcional que ocorre progressivamente, 

dificuta a opsonização de bactérias capsuladas, favorecendo a ocorrência de infecções, 

sendo a maior causa de morbidade e mortalidade entre os indivíduos com anemia 

falciforme. As crianças com menos de cinco anos de idade, são bastante susceptíveis à 

infecções bacterianas, principalmente, pelo Streptococcus pneumoniae, enquanto que em 

adultos, usualmente os agentes bacterianos são Staphilococcus aureus ou Haemophilus sp, 

além de outras bactérias menos freqüentes, tais como, Escherichia coli, Haemophilus 

influenzae, Salmonella sp e Shiguella (BUNN & FORGET, 1986; EMBURY, 1995; GILL, 

et al, 1995; NAOUM & DOMINGOS, 1997).

Apesar dos indivíduos portadores desta anemia possuírem a mesma mutação, vários 

fatores são descritos por alterarem o quadro clínico da doença, tais como, a presença de 

talassemia a , variações nos níveis da HbF, tipo de haplótipos que estão ligados à presença 

ou ausência de sítios polimórficos para endonucleases de restrição localizados no grupo de 

genes da globina p, mutações nas regiões promotoras dos genes e e a presença de 

variações no segundo sítio hipersensível à DNase I (HS2) da região controladora do locus
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da globina p (LCR) (PHILIPSEN et al, 1990; BUNN, 1994; CHANG et al, 1997; GIL,

1998).

Vários estudos realizados no Brasil relatam a freqüência elevada de hemoglobinas 

anormais. KALMUS em 1957 encontrou 15,7% de freqüência de HbS em habitantes da 

cidade de Amoreiras - Bahia e PEIXOTO et al (1963) detectaram 4,5% de HbS em 

habitantes de Paulo Afonso - Bahia. No estudo realizado por AZEVÊDO et al (1980) em 

1.200 escolares do estado da Bahia foi registrado a freqüência de 7,4% para os 

heterozigotos AS, variando de acordo com o grupo racial, atingindo níveis de 4,4% entre os 

brancos e 14% entre a população negra; RAMALHO (1986) relatou a freqüência alélica do 

gene p^ em 6 ,6 % em heterozigotos pertencentes as populações negróides do sul e sudeste 

brasileiros, com uma freqüência estimada para o nascimento de crianças homozigotas de

0,1%. O estudo de várias grupos populacionais, levando em consideração os grupos raciais, 

demonstrou que a prevalência da HbS era menor na população caucasóide do que na 

negróide, sendo que na Bahia foi registrada a prevalência de 3,68% entre os caucasóides e 

de 6,31% entre os negróides (ALVARES FILHO et al, 1995).

A HbD é uma variante que apresenta a mesma mobilidade eletroforética que a HbS 

em pH alcalino, sendo diferenciada através da eletroforese em pH ácido, na qual apresenta 

mobilidade semelhante a HbA e pelos testes de falcização e de solubilidade. Na eletroforese 

em pH alcalino, a posição da HbD também é ocupada por dezenas de outras Hb variantes, 

das quais cinco receberam o nome de HbD, apesar de se diferenciarem bioquimicamente 

entre si; a HbD Los Angeles (P121 Gin Glu); a HbD Bushman (p i 6  Gü Arg); HbD 

Ouled Rabah (p i9  Asn Lis); HbD Iran (P22 Glu Gin) e a HbD Idaban (p87 Tre
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Lis). A HbD mais prevalente é a Los Angeles, encontrado-se na freqüência de 3% entre os 

povos do noroeste da índia, sendo raros os relatos de homozigose (NAOUM, 1997; PEREA 

et al, 1999).

As hemoglobinas E e C também resultam da substituição de aminoácidos na cadeia 

da globina p. A HbE é decorrente da mutação GAG A AG no codon 26 do gene da 

globina p, resultando na substituição do ácido glutâmico por uma lisina, sendo comum no 

Sudeste da Ásia, podendo ser encontrado em imigrantes da Europa, América do Norte e 

Austrália. Os heterozigotos têm 20 a 30% de HbE, são assintomáticos e, geralmente, não 

apresentam anemia; os homozigotos possuem anemia moderada com presença de 

numerosas hemácias em alvo {target cells) (BUNN & FORGET, 1986; BUNN, 1994; 

NAOUM, 1997).

A HbC resulta da substituição da guanina por uma adenina (GAG AAG) no sexto 

códon do gene da globina p, levando à substituição do ácido glutâmico por uma lisina (Glu 

Lys) na sexta posição da cadeia P; esta Hb é comum no Oeste Africano, com freqüência 

de 7 a 22% na população da Nigéria e Norte de Ghana, respectivamente. Os heterozigotos 

têm 30 a 40% de HbC, são assintomáticos, não apresentam anemia e possuem de 6  a 40% 

de hemácias em alvo. Os homozigotos têm anemia moderada, caracterizada por numerosas 

hemácias em alvo e esplenomegalia (BUNN & FORGET, 1986; BUNN, 1994; NAOUM, 

1997).

A HbC apresenta uma freqüência elevada no Brasil, sendo a segunda Hb variante de 

maior ocorrência depois da HbS; RAMOS et al (1970), encontraram na cidade do Salvador, 

1,5% de traço para a HbC (AC), enquanto que OLIVEIRA (1999), em estudo envolvendo
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1953 gestantes, registrou 3,28% de heterozigose para a HbC e 0,05% para o estado 

homozigótico (CC). Os indivíduos portadores da associação entre HbS e HbC, possuem a 

doença SC, caracterizada por anemia menos grave que a presente na anemia falciforme 

(SS), exceto pela ocorrência de doença vascular da retina e necrose das extremidade dos 

ossos longos (BUNN & FORGET, 1986; LANE et al, 1995; BUNN, 1997; NAOUM, 

1997).
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1.3 Hemoglobinopatias de Síntese ou Talassemias

As síndromes talassêmicas são caracterizadas pela deficiência ou ausência na síntese 

de cadeias da globina, sendo classificadas de acordo com o gene da globina afetado. Assim, 

existem vários tipos de talassemias, as quais podem ser classificadas em a , p, y, ô, yP, syp e 

Persistência hereditária da hemoglobina fetal (PHHF). As talassemias a  e p são as mais 

freqüentes, devido ao fato de comporem a HbAi (ct2P2), predominante no indivíduo adulto 

normal (STEINBERG et al, 1995b; NAOUM, 1997; LUKENS, 1999; WENNING et al, 

2000).

As talassemias a  envolvem alterações dos genes a* e a^, cujo principal mecanismo 

genético é a deleção gênica que pode ocorrer em um ou ambos genes a , existindo também, 

de forma menos freqüente, as mutações pontuais. Desta forma, a thal ou é aquela que 

apresenta perda de um dos genes a  em pelo menos um dos cromossomos ( -a /a a )  e a thal 

a ‘ ou é aquela caracterizada pela perda de dois genes a  no mesmo cromossomo (— /aa). 

Ambas as talassemias são mais prevalentes no Sudeste da Ásia, China, África e na região 

do Mediterrâneo (ADAMS et al, 1994; FOGLIETTA et al, 1996).



/. Introdução II

Os genes a  estão localizados no braço curto do cromossomo 16, dentro de regiões 

homólogas, de aproximadamente 4Kb, provavelmente geradas pela duplicação de um gene 

ancestral, que se subdividiu por deleções e inserções, originando três sub-segmentos, 

denominados X, Y e Z, que são interrompidos por pequenas regiões não homológas (I, II, 

111) (Fig. 1.3) (WEATHERALL & CLEGG, 1981; WEATHERALL, 1995; FOGLIETTA et 

al, 1996) . Os genes a '  e estão localizados nas sub-regiões Z ' e 7?, respectivamente, 

apresentando seqüências codificadoras idênticas, diferindo apenas no segundo íntron, com a 

substituição de dois e inserção de sete nucleotídeos e na região 3' não codificante, onde há 

deleção de um e substituição de dezoito nucleotídeos no gene a ‘ (SONATI, 1990; 

FOGLIETTA et al, 1996).

Estudos envolvendo o mapeamento e seqüenciamento gênico reforçam a presença de 

homologia em todo o grupo de genes a , provavelmente devido a características genéticas 

evolucionárias comuns, decorrentes de fenômenos de conversão gênica e eventos de 

recombinação homóloga desigual {^^crossing-over”) (SONATI, 1990; BAYSAL & 

HUlSMAN, 1994).

Figura 1.3. Representação esquemática dos segmentos homológos X, Y e Z presentes no 

grupo de genes da globina a . Adaptado de SONATI, 1990



O alto grau de homologia presente nos genes a  favorece a ocorrência de 

recombinação {crossing-over desigual) durante a meiose, resultando na deleção do gene a  

em um cromossomo (- a )  e a ocorrência de triplicação no outro (a a a ) . Assim, a talassemia 

a} pode apresentar-se mais comumente em decorrência de duas deleções, a de 3,7Kb e a de 

4,2Kb (DODÉ et al, 1992; NAOUM, 1997).

A talassemia -a 2  ̂ pode ser subdividida em dois tipos, a depender da localização 

do crossing-over na região Z; tipo I, quando o crossing-over localiza-se à esquerda do sítio 

para a enzima de restrição Apa I, sendo que o híbrido do gene a  possui o sítio para enzima 

de restrição; e o tipo II, quando o crossing-over é a direita do sítio para a mesma enzima de 

restrição e o gene a  híbrido não possui o sítio para a enzhna de restrição. Este evento 

propicia o aparecimento de um gene a  em um cromossomo e uma triplicata a a a  no 

outro (Fig. 1.4 A). A talassemia -a'^^ ocorre devido ao crossing-over desigual nas regiões 

homólogas X2 e X |. Neste caso, a deleção resulta na ausência de expressão de um dos genes 

a  em um dos cromosomos e a formação da triplicação a a a  no outro; a deleção de 4.2 

kb abrange todo o gene a i (FOGLIETTA et al, 1996), mantendo o gene a i intacto 

(BAYSAL & HUlSMAN, 1994) (Fig. 1.4 B).
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Figura 1.4. Em A, diagrama do evento de recombinação recíproca entre as regiões 

homólogas Z produzindo a deleção - a 2  ̂ a triplicação a a a “"*' e a localização do 

sitio para a enzima de restrição Apa I inserido na região IVS-II do gene a l ,  presente no 

tipo I, mas não no tipo II da tal-ai^^ Em B, crossing-over à direita do evento ocorrido 

entre as regiões X {crossing-over a esquerda) produzindo a deleção - e a triplicação

a a a “"“ ’̂̂  Adaptado de FOGLIETTA et al, 1996.



A redução das cadeias a , além de ocasionar menor formação de hemoglobina nas 

hemácias, leva ao acúmulo de outras cadeias cuja a síntese continua preservada, 

favorecendo a formação de tetrâmeros. Assim, no período fetal as cadeias y em excesso 

formam uma hemoglobina anômala, a Hb de Bart’s (y4), que apresenta afinidade elevada 

pelo oxigênio (WEATHERALL & CLEGG, 1981; WEATHERALL & PROVAN, 2000). 

Após o nascimento, com a diminuição da produção das cadeias y, a concentração de Hb 

Bart’s reduz-se e as cadeias p acumuladas dão origem a HbH (P4). Esta hemoglobina além 

de apresentar elevada afinidade pelo oxigênio, é altamente instável e tende a precipitar nas 

hemácias, formando corpos de inclusão, ocasionando lesão e destruição precoce pelo 

sistema monocítico fagocitário (BUNN & FORGET, 1986; NAOUM, 1997; LUKENS,

1999).

Devido a grande heterogeneidade genética envolvida na etiologia da talassemia a , 

os aspectos clínicos e laboratoriais associados também são diversos, podendo ocorrer 

heterozigose, homozigose, bem como a interação das duas formas principais, a e a a^. 

Desta maneira, na homozigose da talassemia a '  (— /— ) ocorre a morte intra-uterina entre 

a 34® e 40“ semana de gestação ou algumas horas após o nascimento, sendo caracterizada 

por hidropsia fetal, com predomínio da Hb Bart’s e pequena quantidade da Hb Portland. 

Os principais sinais clínicos são palidez, edema, ascite, hidropsia grave e 

hepatoesplenomegalia, com quadro semelhante a hidropsia fetal decorrente da 

incompatibilidade do fator Rh. O sangue periférico apresenta microcitose intensa, 

hipocromia, reticulocitose, e numerosos eritroblastos (WEATHERALL, 1995). A 

homozigose para a thal a? ( - a / - a )  e a heterozigose para a thal a '  (— /a a ) , caracterizam-se
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por anemia moderada, podendo ocorrer alterações morfológicas das hemácias; a 

heterozigose para a thal u} ( - a /a a )  não apresenta alteração detectável, cursando ou não 

com anemia discreta (HIGGS et al, 1980; BUNN & FORGET, 1986; FOGLIETTA et al, 

1996; WEATHERALL 8c PROVAN, 2000). A heterozigose dupla aVa^, denominada 

doença da HbH, apresenta diminuição da HbAi, com formação de HbH e pequenas 

quantidades da Hb Bart’s. Por ser bastante instável, a HbH precipita no interior dos 

eritrócitos, formando os corpúsculos de Heinz, que são removidos durante a passagem das 

células pelo baço. O quadro clínico é muito variável, com anemia caracterizada por 

hipocromia e poiquilocitose, além de esplenomegalia (HIGGS et al, 1980; BUNN & 

FORGET, 1986). O Quadro 1.1 descreve os tipos de talassemia a , as principais alterações 

hematológicas e as hemoglobinas presentes.
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Quadro 1.1. Descrição dos vários tipos de talassemia a , seus genótipos, tipos de 

hemoglobinas e achados hematológicos mais freqüentes

D enominação Genótipo a A lterações hematológicas e de
HEMOGLOBINAS

Talassemia a} 
Heterozigótica

- a / a a 0 a 3% de Hb Bart’s ao nascimento, alterações 
hematológicas mínimas ou ausentes.

2
Talassemia a  
Homozigótica

-  a  / -  a 5 a 10% de Hb Bart’s ao nascimento, 
microcitose e hipocromia discretas.

Talassemia
Heterozigótica

—  / a  a Similares aos da talassemia a^ homozigótica

Talassemia a' 
Homozigótica

Aproximadamente 100% de Hb Bart’s - 
Hidropsia Fetal

Interação

1 2 a  e  a

(--/-a) 25 a 50% de Hb Bart’s ao nascimento; 5 a 30% 
de Hb H na vida adulta - Doença da Hb H

Adaptado de SONATI, 1990

A talassemia a  ocorre com incidência elevada entre os povos da Ásia e Oceania, 

Oriente Médio e Mediterrâneo, com distribuição universal em todo o continente Africano, 

apresentando freqüência elevada no Brasil, sendo a deleção a forma mais

comumente encontrada. SONATI (1990) registraram 11,90% de talassemia a  em um 

estudo envolvendo uma população negróide do sudeste do Brasil.



1.5 Associação entre a Talassemia a  e Hemoglobinas Variantes

A talassemia a  pode estar associada a hemoglobinopatias estruturais, como a HbS e 

HbC. Alguns trabalhos têm demonstrado que indivíduos com anemia falciforme e deleção 

dos genes a , possuem sobrevida maior que os indivíduos falcêmicos portadores de genes a  

normais, indicando que esta associação favorece o curso benigno da doença. O efeito 

protetor da talassemia a  em falcêmicos é decorrente de modificações nos parâmetros 

hematológicos, com diminuição do grau de hemólise devido a redução da concentração de 

hemoglobina corpuscular média (MEARS et al, 1983). Estes indivíduos possuem volume 

corpuscular médio (VCM) diminuído, hemoglobina, hematócrito e número de hemácias 

aumentados, com redução da contagem de reticulócitos (HIGGS, et al, 1980; ADAMS et al, 

1994). O mecanismo desta proteção está associado ao aumento da relação superfície / 

volume celular, reduzindo as lesões ocorridas na membrana dos eritrócitos provenientes da 

perda de cátions e desidratação celular. Nas células mais hidratadas e com a concentração 

intraeritrocitária de HbS reduzida, ocorre diminuição da concentração corpuscular média, 

com conseqüente retardo da polimerização da HbS desoxigenada (STEINBERG & 

EMBURY, 1986; WEATHERALL, 1995). A presença da talassemia a} em pacientes 

falcêmicos, além de proporcionar uma sobrevida maior, também reduz a ocorrência de 

úlceras crônicas na região maleolar de membros inferiores; no entanto, como conseqüência 

da redução da hemólise e aumento do hematócrito, pode haver elevação da viscosidade 

sangüínea, com conseqüente aumento dos riscos para a ocorrência de manifestações vaso- 

oclusivas. Assim, a gravidade e a freqüência das crises de dores ósseas não são reduzidas.
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podendo ocorrer complicações clínicas, como a necrose óssea e retinopatias (STEINBERG

& EMBURY, 1986; WEATHERALL & PROVAN, 2000).

Nos heterozigotos AS, a associação da talassemia a  tem como efeito principal a 

redução da HbS, que é proporcional ao número de genes a  presentes. As cadeias 

normalmente têm afinidade menor pelas cadeias a  do que as p normais, sendo que a 

talassemia a  intensifica a competição entre as cadeias p normais e as variantes, resultando 

na formação de quantidades menores da HbS. Da mesma forma, a presença da talassemia 

a  em indivíduos heterozigotos para a HbC, provavelmente reduz os níveis da hemoglobina 

variante, por mecanismo semelhante (SONATI, 1990; STEINBERG, 1996).

1.6 Triagem Neonatal

Em 1987, a conferência Consensus Development Conference Statement (NHI,61) 

recomendou a triagem de hemoglobinopatias em recém-nascidos (RN), visando a 

diminuição da morbidade e mortalidade por sepsis em crianças com anemia falciforme. Nos 

Estados Unidos, VICHINSKY et al (1988) encontram uma incidência da doença falciforme 

em 1/951 nascimentos; na Califórnia, um programa de triagem neonatal para a anemia 

falciforme realizado durante quatro anos, revelou que entre 2  milhões de crianças 

analisadas, 492 tbram diagnosticadas como portadoras da doença falciforme, sendo que 290 

apresentavam padrão SS, 143 SC e 47 possuíam a HbS associada a talassemia beta^ 

(SHAFER et al, 1996). Em países da Europa onde há uma preocupação com o aumento de 

imigrantes portadores do traço falciforme, vários programas de triagem foram
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desenvolvidos com o objetivo de identificar precocemente os indivíduos falcêmicos, assim 

como, os talassêmicos (VAN DEN DUS et al, 1992).

Nos Estados Unidos, a triagem para hemoglobinopatias tomou-se obrigatória em 

muitos estados, com o objetivo de identificar portadores do traço falcêmico e indivíduos 

com anemia falciforme, reduzindo de forma significativa as taxas de morbidade e 

mortalidade. Neste país, aproximadamente, 2.000 crianças nascem com anemia falciforme 

ao ano; 50.000 com traço falciforme e mais de 20.000 com outras hemoglobinas variantes 

(C, D ou E) (SHAFER et al, 1996). Em estudo desenvolvido entre descendentes de chineses 

no Canadá, foram encontrados 5% de portadores da talassemia a , sendo que entre os casais 

portadores desta alteração, 26% foram identificados através do diagnóstico pré-natal, com 

relato de hidropsia fetal (YONG et al, 1999). Devido a freqüência elevada destas 

hemoglobinopatias na Europa e em países da Ásia, foram também implantados programas 

de rastreamento neonatal, com o objetivo de identificar precocemente estas doenças (VAN 

DER DIJS et al, 1992; DAY et al, 1997).

O diagnóstico precoce das hemoglobinopatias, tem demonstrado impacto 

significativo na morbidade e mortalidade, uma vez que permite a admissão imediata dos 

RN afetados em programas de assistência médica específica, a educação dos pais e a 

identificação dos primeiros sinais e sintomas das complicações de risco e na forma de 

proceder diante da necessidade de uma intervenção médica apropriada. Além disso, a 

triagem neonatal permite o estabelecimento de profilaxia precoce para infecções. No caso 

da anemia falciforme, o diagnóstico precoce proporciona a identificação de complicações 

graves, como o acidente vascular cerebral, bem como a realização do aconselhamento 

genético (SILLA, 1999).
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No Brasil, alguns estados têm implantado programas de triagem neonatal para anemia 

falciforme, São Paulo, Minas Gerais, Brasília, Pernambuco e Rio Grande do Sul. Minas 

Gerais iniciou a triagem em RN para detecção de fenilcetonúria e hipotireoidismo em 1993 

e para a anemia falciforme em 1998, tendo sido examinadas 605.419 crianças nos primeiros 

25 meses, encontrando-se a freqüência de 3,2% para heterozigose da HbS, 1,3% para 

heterozigose da HbC e 0,08% para anemia falciforme (SS). Em Campinas - SP, o programa 

de triagem neonatal para anemia falciforme foi implantado em 1992, atendendo a 55 

maternidades de 35 cidades próximas à região. Até o ano de 1999, foram analisados 

155.903 amostras de sangue de recém-nascidos, encontrando-se 2,03% de hemoglobinas 

variantes, sendo 0,02% homozigotos para Hb anormais, que foram encaminhados para 

recebimento de assistência médica adequada (SERJEANT, 2000).

Considerando a grande miscigenação racial existente no Brasil e a grande influência 

dos povos negros nesta região, a triagem de hemoglobinopatias em RN, avaliando 

características hematológicas, de hemoglobinas e moleculares, contribuirá para o 

estabelecimento de um programa de aconselhamento genético, prevenção e 

acompanhamento destas crianças, além de poder colaborar para um melhor entendimento 

da diversidade étnica da nossa população.

De acordo com o exposto, a realização do presente trabalho, pretende colaborar na 

obtenção de dados que justifiquem a realização sistemática do rastreamento neonatal para 

hemoglobinopatias no Estado da Bahia.
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2. OBJETIVOS



A realização do presente estudo teve como objetivo geral investigar a presença de 

hemoglobinopatias estruturais e de síntese em um grupo de RN da cidade do Salvador -  

Bahia. Diante disso, foram propostos os seguintes objetivos específicos:

1. Determinar o padrão hematológico e de hemoglobinas na população em estudo;

2. Determinar a freqüência das talassemias a^, por deleção de 3,7 Kb e 4,2 Kb;

3. Correlacionar os dados de hemoglobinas, hematológicos e molecular.
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3. JUSTIFICATIVA



O estudo das hemoglobinopatias em RN proporciona o diagnóstico precoce destas 

doenças, possibilitando o acompanhamento clínico adequado, melhorando a qualidade de 

vida e a sobrevida dos seus portadores. Crianças com anemia falciforme apresentam maior 

suscetibilidade a infecções bacterianas, particularmente por S. pneumoniae, com maior 

risco de infecção durante os primeiros anos de vida, que associada a crises de seqüestração 

esplénica, compreendem as principais causas de mortalidade infantil 

(http://odp.od.nih.gOv/consensus/cons/061/061_statement.htm). Nos países onde a triagem 

neonatal para hemoglobinopatias foi instituída, ocorreu a redução da mortalidade por 

infecções pneumocócicas de 40% para 10% e a mortalidade geral de 8 % para 1,8%, através 

do uso profilático de antibióticos, imunizações e acompanhamento médico adequado 

(VICHINSKY et al, 1988; WILLIAMS et al, 1998; JOINER, 2000). No Brasil, o Núcleo 

de Pesquisas em Apoio Diagnóstico (NUPAD) da Universidade Federal de Minas Gerais, 

considerado modelo na América do Sul, possui um programa de triagem neonatal para 

anemia falciforme, que oferece além da assistência médica adequada aos portadores de 

anemia, o aconselhamento às famílias, envolvendo profissionais de diversos setores da 

saúde, que trabalham na educação dos familiares com instruções para a detecção precoce 

das crises de seqüestração esplénica aguda, com redução significativa da morbidade e 

mortalidade das crianças portadoras, diminuindo com isso as internações hospitalares e os 

gastos públicos com estes indivíduos (SERJEANT, 2000).

O diagnóstico precoce das talassemias, mostra-se também de grande importância, 

podendo evitar a administração terapêutica iatrogênica de composto de ferro nos portadores 

de traços talassêmicos, uma vez que as alterações hematológicas presentes nestas anemias 

podem ser confundidas com as encontradas na anemia ferropriva (SONATI, 1990; YONG 

et al, 1999).
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O estado da Bahia possui deficiência quanto a instituição de diagnóstico, 

aconselhamento, acompanhamento dos pacientes, casais e famílias de portadores de 

anemias genéticas. Portanto, este estudo faz-se necessário, principalmente quando se avalia 

dados referentes a uma mortalidade infantil de 9,5% para crianças menores de um ano na 

Bahia e, a freqüência elevada de abortos (52,2%). Além disso, o Estado da Bahia apresenta 

6,1% de crianças nascidas com icterícias patológicas, 7,7% com peso abaixo do normal e

11,9% com anemia não esclarecida (IDB, 1997).

Considerando que o Estado da Bahia possui uma das maiores freqüências do Brasil 

para as hemoglobinas S e C, atingindo níveis que variam de 7 a 14% e 1,5 a 3,5%, 

respectivamente, além de 20% de freqüência para a talassemia a , o estudo em RN de 

Salvador proporcionará uma expectativa maior de vida para as crianças portadoras de 

anemias graves, estimulando a instituição de programa de acompanhamento clínico 

adequado, que deve ser considerado como uma meta a ser desenvolvida pelo Ministério da 

Saúde.
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4. c a s u ís t ic a



4.1 Seleção dos Recém-Nascidos

Foi realizado um inquérito epidemiológico em RN da Maternidade Pública Tsylla 

Balbino (SESAB), cujas gestantes internadas são originárias de diversos bairros e região 

metropolitana da cidade do Salvador - Bahia. Esta maternidade atende em média dez mil e 

quinhentos gestantes por ano, sendo que sua grande maioria é de poder aquisitivo baixo. 

Durante o período de coleta, fevereiro a junho de 2000, foram registrados dois mil 

novecentos e cinqüenta e oito nascimentos por parto normal, tipo de parto predominante na 

maternidade, sendo que as amostras coletados eqüivaleram a 20,28% (600) do total de RN 

do período.

A seleção dos RN foi feita ao acaso, utilizando-se como critério de inclusão no 

estudo, o fato de terem nascido de parto normal, nativivos e cujas mães responderam ao 

questionário contendo informações individuais e referentes a história obstétrica e pregressa 

(Anexo I). Foi também levado em conta a assinatura do termo de consentimento (Anexo II) 

pelos pais ou responsáveis dos RN, após informação quanto a finalidade da pesquisa. 

Foram adotados como critérios de exclusão, a presença de mal formação neonatal, a recusa 

em assinar o termo de consentimento, bem como o fato de não responder ao questionário.

As amostras coletadas foram encaminhadas ao Laboratório de Patologia e Biologia 

Molecular (LPBM) do Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz da Fundação Oswaldo Cruz 

(CPqGM - FIOCRUZ), onde realizou-se as análises.
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5. MA TERIAIS E 
MÉTODOS



5.1 COLETA DAS AMOSTRAS

Foram coletados do cordão umbilical dos RN, 5mL de sangue em EDTA (ácido 

etileno deaminotetracético sódico), na concentração de l,5mg/mL (DACIE & LEWIS, 

1984; RAMALHO, 1986). A amostra destinou-se a determinação dos valores 

hematológicos, obtenção do hemolisado para a análise das hemoglobinas e extração do 

DNA genômico.

5. Materiais e Métodos 25

5.2 ANÁLISES HEMATOLÓGICAS

Os valores hematológicos e índices hematimétricos foram determinados em 

contador eletrônico {Coulter Count T -  890) e a análise morfológica das hemácias 

realizada pela observação microscópica dos esfregaços sangüíneos corados pela técnica de 

Wright (DACIE & LEWIS, 1984).

5.3 ANALISE DAS HEMOGLOBINAS

O hemolisado (solução de hemoglobinas) foi preparado a partir das hemácias 

obtidas de 2,0mL de sangue, após centrifugação a 1500 rpm (rotações por minuto) (424,8x 

g) por 10 minutos. As hemácias foram lavadas três vezes em solução salina isotônica 

(cloreto de sódio a 0,85%), centrifugadas a 1.500 rpm (424,8x g) por 10 min e lisadas em 

1,0 volume de água destilada e 0,5 volume de clorofórmio (CHCI3). Após agitação



vigorosa e centrifugação por 20 min a 3.000 rpm (1.699,2x g), a camada superior que 

constitui o hemolisado, foi transferida para outro tubo, desprezando-se o estroma e o 

solvente orgânico que constituíram a camada inferior. Adicionou-se 100|aL de solução de 

cianeto de potássio (KCN a 1%) destinada a conservação da amostra, sendo que o 

hemolisado foi armazenado a -20“ C até o momento da análise (ZAGO, et al, 1983; DACIE 

&LEW IS, 1984).

A análise qualitativa das hemoglobinas foi realizada através da corrida eletroforética 

horizontal em gel de ágar a 1% em tampão Citrato -  Ácido Cítrico (0,05M) pH 6,0, durante 

4:00H a 80mA. O gel foi corado com benzidina (1% em ácido acético) e nitroprussiato de 

sódio (0,33% em água destilada) na proporção de 1:4 e revelado com água oxigenada 

(H2O2 lOV) (DACIE & LEWIS, 1984). O resultado obtido na eletroforese ácida foi 

confirmado pela eletroforese em fitas de acetato de celulose, utilizando o tampão tris- 

borato-EDTA pH 8,9, durante 40 minutos, a 220 Volts (WEATHERALL & CLEGG, 

1981). Durante cada corrida eletroforética, foram utilizados padrões de hemoglobina 

contendo HbS + HbC, HbA + HbS e HbA + HbC, que serviram como referência para 

análise do tipo de hemoglobina encontrado.
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5.4 ANÁLISE MOLECULAR

5.4.1 Extração do DNA genôm ico

O DNA foi isolado de leucócitos a partir de 100|iiL de sangue do cordão umbilical, 

utilizando-se o método direto GFX™ Genomic Blood DNA Purification Kit (Amersham 

Pharmacia Biotech). Inicialmente, adicionou-se 500|^L da solução de extração (solução 

tampão contendo substância caotrópica e detergente) a lOO îL de sangue total, seguido de 

agitação em vortex e incubação por 5 minutos à temperatura ambiente; transferiu-se a 

mistura de extração para a coluna GFX e centrifugou-se a 8.000 rpm (S.OOOx g) por 1 

minuto, para ligação do DNA à matriz da coluna. Em seguida, adicionou-se 500|iL da 

solução de extração e centrifugou-se a 8.000 rpm (S.OOOx g) por 1 minuto. Após a 

centrifiigação, acrescentou-se SOO îL da solução de lavagem (tampão Tris-EDTA / Etanol 

Absoluto) e realizou-se centrifugação a 13.000 rpm (12.000x g) por 3 minutos. O DNA foi 

liberado da matriz adicionando-se 100)j.L de água deionizada estéril pré-aquecida (70® C), 

seguido por um período de incubação à temperatura ambiente de 1 minuto e centrifugação a 

S.OOOx g  para obtenção do DNA.
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5.4.2 Determinação das talassemias a

As talassemias e foram pesquisadas pela técnica da reação de

polimerase em cadeia {Polymerase Chain Reaction - PCR) (MULLIS & FALLONA, 1987; 

SAI Kl et al, 1988; ERLICH, 1989), utilizando-se oligonucleotídeos sintéticos (primers) 

destinados a amplificação de seqüências específicas. A reação foi conduzida em 

termociclador de temperatura {GeneAmp PCR System 2400 - Perkin Elmer) e a análise dos 

fragmentos foi realizada através da corrida eletroforética das amostras coradas pelo azul de 

bromofenol/xilenocianol/sacarose (0,25%/0,25%/40%) em gel de agarose a 1% em tampão 

TAE IX (tris-acetato - 0,04M; EDTA - 0,00 IM), corado pelo brometo de etídio (0,002%) e 

visualizado sob luz ultra-violeta. Cada reação possuiu controles negativo e positivo, 

realizados com o objetivo de testar a presença de contaminantes e a confirmação da 

fidelidade da reação, respectivamente.

A Figura 5.1 apresenta o esquema da estratégia utilizada na reação de PCR para a 

pesquisa das talassemias e juntamente com o diagrama esquemático dos

primers empregados durante as respectivas reações.
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Primers A+B - amplificação da seqüência mutante 
Primers A+C - amplificação da seqüência normal

Primers E+G - amplificação da seqüência mutante 
Primers F+G - amplificação do controle interno

Figura 5.1 A - Representação da estratégia utilizada na reação de PCR para a pesquisa das 
talassemias e B - Diagrama esquemático dos primers empregados durante as
respectivas reações
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5.4.2.1 Pesquisa da talassemia - a 2  ̂’

Para a determinação da deleção utilizou-se primers contendo as seqüências

normal (A + C) e mutante (A + B) para o gene a} (Tabela 5.1). A reação foi realizada em 

tampão contendo solução de Tris - HCl 50mM; cloreto de magnésio (MgCl2) l,7mM; 

mistura de desoxinucleosídeos trifosfato (dNTPs) (200|j,M de dCTP + dGTP e 100|aM de 

dATP + dTTP); 13% de glicerol; 2,5 U da enzima Taq DNA polimerase recombinante 

(BIOTOOLS) e 0,5ng de DNA, em um volume final de 50 |aL. A reação compreendeu uma 

etapa inicial de desnaturação do DNA de 3 minutos a 98“C e 30 ciclos a 96°C por 30 

segundos, 6 6 “C por 30 segundos e 72°C por 2 minutos, com uma etapa final de 72®C por 15 

minutos (FOGLIETTA et al, 1996).

Para a análise do tamanho do fragmento, utilizou-se como marcador de pares de 

bases (pb) o DNA do Fago Lambda (A.) digerido com a enzima de restrição Hind III 

(GIBCO BRL) (MULLIS & FALLONA, 1987; SAIKI, et al, 1988). As reações realizadas 

com primers A + B e A + C amplificaram fragmentos de 1.700 pb (1,7 kb), para a presença 

da deleção e dos genes normais, respectivamente.
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S.4.2.2 Pesquisa da talassemia

Para a determinação da deleção utilizou-se os primers G + F e G + E

como controle interno e mutante, respectivamente (Tabela 5.1). Na reação, utilizou-se 

tampão contendo Tris - HCl 50mM, cloreto de magnésio (MgCb) l,7mM, mistura de 

dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) 200jaM; 2,5 U da enzima Taq DNA polimerase 

recombinante (BIOTOOLS) e 0,5|^g do DNA, em um volume final de 50 |iL. A reação 

compreendeu uma etapa inicial de 10 minutos a 94“C, seguida de 35 ciclos de 94°C por

1 minuto, 58‘’C por 1 minuto e 72“C por 1,5 minutos, contendo uma etapa final de 72°C por

10 minutos (FOGLIETTA et al, 1996).

A reação de amplificação possuiu um fi-agmento de 228 pb, representando o 

controle interno (G + F) e de 1.762 pb (1,762 kb) para a ocorrência da deleção (G

+ E), correspondendo a amplificação do gene normal e mutante, respectivamente. Para a 

análise do tamanho do fragmento encontrado, utilizou-se como marcador, o DNA de 123 

pares de bases (MULLIS & FALLONA, 1987; SAIKI et al, 1988).
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Quadro 5.1. Oligonucleotídeos sintéticos {primers) utilizados nas reações de PCR 

destinadas à investigação das talassemias a i e a 2

Primers talassemia -aj  

seqüência 5 '^ 3 '

Localização

A: CCC-TCC-CCC-TCg-CCA-AgT-CCA-CCC-C 

(direto)

5' Z box a  2

B: ggg-ggg-Agg-CCC-AAg-ggg-CAA-gAA 3 'a  1

(reverso mutante)

C : ggg-Agg-CCC-ATC-ggg-C Ag-gAg-gAA-C 5'Y ,

(Reverso normal)

Primers talassemia - t t 2 

seqüência 5'->3*

Localização

E: CCC-Tgg-gTg-TCC-Agg-AgC-AAg-CC

(Reverso controle interno) a  l /a  2

F: ggC-ACA-TTC-gCC-gAC-AgA-gAg-AA 3' i|/ a  1

(Reverso mutante)

G : CCg-gTT-TAC-CC A-TgT-ggT-gCC-TC ij/ a  1 exon 3

(Direto)



5.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA

A análise estatística foi realizada através da análise do banco de dados criado no 

software EPMNFO versão 6.04. Foram utilizados os testes estatísticos paramétricos para 

amostras com distribuição homogênea (ANOVA) e não - paramétricos para aquelas com 

distribuição heterogênea (Kruskal -  Wallis H). Para comparações entre populações com um 

valor amostrai (N) inferior a cinco, foi usado o teste exato de Fisher.

O valor <0,05 (5%), relativo à probabilidade (p) do erro tipo I (a), foi estabelecido como 

limite de significância estatística.
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6. RESULTADOS



O inquérito epidemiológico foi constituído por 600 RN, representando 20, 28% dos 

nascimentos ocorridos na maternidade pública Tsylla Balbino, durante o período de 

fevereiro a junho de 2000. As mães entrevistadas apresentaram média de idade de 23,15 

anos (DP + 6,00); as informações relativas às características raciais, gênero, peso, 

prematuridade c intercorrências ao nascimento, foram obtidas durante entrevista, 

observação do RN e consulta ao prontuário.

Os dados relativos à distribuição racial foram obtidos de 577 RN, sendo constituídos 

por 98 brancos (17%), 309 mulatos (53,60%) e 170 (29,50%) pretos. Em adultos, a 

classificação racial é determinada pela associação de caraterísticas típicas como, cor da 

pele, forma dos lábios e do nariz e tipo de cabelo (ALVARES FILHO et al, 1995); 

atualmente, não existe um critério adotado como padrão para estabelecimento da 

classificação racial, principalmente, entre povos cujas origens étnicas são diversas. No 

presente estudo, os critérios adotados foram a observação da cor dos mamilos, da bolsa 

escrotal, além dos cabelos e características da face, classificando-os em três grupos: 

brancos, mulatos e pretos (AZEVÊDO et al, 1980). Quanto a distribuição do gênero, 297 

(51,47%) RN foram do gênero feminino e 280 (48,53%) do gênero masculino.

Com relação à prematuridade, dentre os 577 RN, 63 (10,92%) nasceram de parto 

prematuro, sendo que 18 (3,12%) nasceram de 07 meses e 44 (7,80%) de 08 meses. Destes, 

33 (52,4%) foram do gênero feminino, 30 (47,60%) do masculino; 15 (23,81%) foram 

brancos, 37 (58,73%) mulatos e 11 (17,46%) pretos. Dentre os 514 (89,08%) nascimentos a 

termo, 263 (45,58%) foram do gênero feminino e 251 (43,50%) do masculino; a 

distribuição racial apresentou 83 (14,38%) brancos, 271 (46,97%) mulatos e 160 (27,73%) 

pretos.
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A média de peso dos RN foi de 3,152 Kg (± 0,530), com 297 (51,47%) do gênero 

feminino e 280 (48,53%) do masculino. Os RN a termo apresentaram média de peso ao 

nascimento de 3,22 Kg (+ 0,469) e os prematuros de 2,52 Kg (± 0,62), com os últimos 

apresentando peso dentro dos limites estabelecidos como padrão de normalidade (2,50 Kg) 

(NOBREGA et al, 1995).

6.1 Dados hematológicos e hematimétricos

Os dados laboratoriais hematológicos: hematócrito (Ht), hemoglobina (Hb) e 

contagem de hemácias (Hm) e os índices hematimétricos: volume corpuscular médio 

(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e a concentração de hemoglobina 

corpuscular média (CHCM) foram obtidos das 600 amostras.

A análise dos parâmetros hematológicos dos 600 RN revelou a média de Hb de

14.71 g/dL (DP±1,83), Ht de 46,08% (DP± 6,05) e Hm de 4,26 xlO^ (DP±0,57), enquanto 

que os índices hematimétricos, demonstraram média de 108,37 fL (DP±5,90) para o VCM;

34.71 pg (DP±3,83) para a HCM e 32,03 % (DPdh2,97) para a CHCM. As médias dos dados 

hematológicos e índices hematimétricos com os desvios padrões respectivos, encontram-se 

na Tabela 6.1.

Considerando que estes valores poderiam estar sendo influenciados pela inclusão de 

RN prematuros, foram verificados os valores hematológicos e os índices hematimétricos 

entre os RN prematuros e nascidos a termo (Tabela 6.2), demonstrando diferenças 

estatisticamente significativas nos dados hematológicos. Dentre os RN nascidos a termo a 

média de Hb foi de 14,84 g/dL (DP± 1,75), de Ht 46,58 % (DP± 6,23) e de Hm 4,31 xIOVl
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(DP± 0,57); o VCM de 108,41 ÍL (DP± 6,02), a HCM de 34,72 pg (DP± 4,10) e a CHCM 

de 32,03 % (DP± 3,26). Entre os RN prematuros, a média de Hb foi de 14,16 g/dL (DP± 

1,91); de Ht 4,91 % (DP± 5,33) e de Hm 4,12 xlO^/L(DP± 0,54); de VCM 109,17fL (DP± 

5,31); de HCM 34,45 pg (DP+ 2,96) e de CHCM 31,54 % (DP+ 2,10).

Tabela 6.1. Médias dos dados laboratoriais hematológicos (Ht, Hb, Hm) e dos índices 

hematimétricos (VCM, HCM, CHCM) em RN - Maternidade Tsylla Balbino/SESAB, 

Salvador / Bahia - fevereiro a junho de 2000

Variáveis

Valores 
de referência 

(WALLAC, 2000) 
Média (± DP)

Média (± DP) 
N = 600

Dados hematológicos

Ht (%) 57,0 (± 13,0) 46,08 (± 6,05)

Hb (g/dL) 19,5(±4,5) 14,71 (± 1,83)

Hm (xIOVL) 5,4 (±1,3) 4,26 (±0,57)

índices hematimétricos

VCM (íL) 108,0 (± 6,5) 108,37 (±5,90)

HCM (pg) 36,0 (±3,0) 34,71 (±3,83)

CHCM (%) 34,0 (± 2) 32,03 (± 2,97)

DP - Desvio Padrão N = Número de RN analisados
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Tabela 6.2. Médias e desvios padrões dos dados hematológicos (Ht, Hb, Hm) e dos 

índices hematimétricos (VCM, HCM, CHCM) nas amostras de RN prematuros e nascidos a 

termo - Maternidade Tsylla Balbino/SESAB, Salvador / Bahia - fevereiro a junho de 2000

RN prematuro 

(N = 63)

RN a Termo 

(N = 514) valor - P

Dados Hematológicos

Hb(g/dL) 14,16 (±1,91) 14,71 (± 1,83) *0,005

Ht (%) 44,91 (± 5,33) 46,58 (± 6,23) *0,05

HmxlO^/L 4,12 (±0,54) 4,31 (±0,57) *0,019

índices Hematimétricos

VCM (fL) 109,17 (±5,31) 108,41 (± 6,02) *0,350

HCM (pg) 34,45 (±2,96) 34,72 (±4,10) **0,680

CHCM (%) 31,54 (± 2,10) 32,03 (± 3,26) **0,830

N - número de RN * ANOVA** Kruskal - Wallis H

6.2 Dados da análise de hemoglobinas

A Figura 6.1 apresenta os resultados referentes aos padrões de hemoglobinas 

identificados através da eletroforese em gel de ágar (pH 6,0), confirmado pela eletroforese 

em acetato de celulose (pH 8,9).
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Figura 6.1. Eletroforese em gel de agar pH 6,0, identificando o padrão eletroforético de 

hemoglobinas presentes nos RN - Maternidade Tsylla Balbino/SESAB, Salvador / Bahia -  fevereiro 

a junho de 2 0 0 0
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Dentre as 600 amostras, somente 592 tiveram o padrão hemoglobinas determinado, com a 

seguinte distribuição: 538 (90,9%) apresentaram perfil eletroforético AF, composto pela 

presença das hemoglobinas normais A e F; 33 (5,6%) apresentaram perfil ASF, composto 

pelas hemoglobinas normais A e F e pela hemoglobina variante S; 19 (3,2%) apresentaram 

perfil ACF (0,3%), composto pelas hemoglobians normais A e F e pela hemoglobina 

variante C; 02 apresentaram perfil eletroforético CF, composto pela hemoglobina normal F 

e pela hemoglobina variante C.

No presente estudo, não foram detectados os perfis eletroforéticos SF e SCF, que 

correspondem a anemia falciforme e a doença SC, respectivamente. O perfil de 

hemoglobinas encontrado está apresentado na Tabela 6.3 e na Figura 6.2.

Tabela 6.3. Distribuição do perfil de hemoglobinas presentes em RN - Maternidade Tsylla 

Balbino/SESAB, Salvador / Bahia - fevereiro a junho de 2000

Perfil de hemoglobinas N (%)

ACF 19(3,2)

AF 538 (90,9)

ASF 33 (5,6)

CF 02 (0,3)

Total 592 (100)

N = Número de RN analisados
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Figura 6.2. Representação gráfica da distribuição do perfil de hemoglobinas em RN - 

Matemidade Tsylla Balbino/SESAB, Salvador / Bahia - fevereiro a junho de 2000



O perfil eletroforético de hemoglobinas foi analisado em 462 RN nascidos a termo, 

sendo 418 (90,48%) AF; 16 (3,46%) ACF; 26 (5,63%) ASF e 02 (0,43%) CF. Entre os 

prematuros, 57 foram analisados, sendo 53 (93%) AF; 02 (3,5%) ACF e 02 (3,5%) ASF. 

Para avaliar a significância estatística dos dados, foram realizadas análises comparativas 

dos diversos perfis de hemoglobina, excluindo-se os RN do grupo CF, que apresentou um 

número reduzido de amostras (Tabela 6.4). Não foram verificadas diferenças 

estatisticamente significativas entre os grupos.

Tabela 6.4. Comparação do perfil eletroforético de hemoglobinas entre a amostra de RN 

prematuros e nascidos a termo - Matemidade Tsylla Balbino/SESAB, Salvador / Bahia -  

fevereiro a junho de 2 0 0 0

6. Resultados 41

Perfilde Hb RN prematuro 
N

RN a termo 
N

ACF 0 2 16

AF 53 418

Teste Fisher p = 1 , 0 0

ASF 0 2 26

AF 53 418

Teste Fisher p = 0,76

ACF 0 2 16

ASF 0 2 26

Teste Fisher p = 0,64

*N - Número de RN analisados



Com relação a distribuição do padrão de hemoglobinas, os RN portadores do perfil 

AF apresentaram média de peso de 3,15 Kg (DP± 0,54); os ASF de 3,13 Kg (DP± 0,46) e 

os ACF de 3,08 Kg (DP± 0,40), não havendo diferenças significativas entre os grupos (p = 

0,92). A análise estatística das médias dos pesos dentro do grupo dos RN com perfil de 

hemoglobinas AF comparados às dos grupos ASF e ACF, não demonstrou diferenças 

signifícantes, com p = 0,89 e p = 0,70, respectivamente; a análise entre os grupos de RN 

com perfil de hemoglobinas ACF e ASF, também não demonstrou diferença 

estatisticamente significativa (p = 0,65) (Tabela 6.5). Os RN com perfil de hemoglobina CF 

foram excluídos da análise.

Tabela 6.5. Média de pesos por perfil de hemoglobinas encontrados em 592 RN - 

Matemidade Tsylla Balbino/SESAB, Salvador / Bahia -  fevereiro a junho de 2000
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Perfil de Hb N Média de peso (± DP)
AF 538 3,15 (± 0,54)
ASF 33 3,13 (± 0,46)

*p = 0,87

AF 538 3,15 (±0,54)
ACF 19 3,08 (± 0,40)

*p = 0,60

ACF 19 3,08 (± 0,40)
ASF 33 3,13 (± 0,46)

*p = 0,71

DP - Desvio padrão *ANOVA



A distribuição do perfil de hemoglobinas entre os grupos raciais encontrados foi 

verificada em 513 RN. Os RN portadores do perfil eletroforético AF foram distribuídos da 

seguinte maneira: 78 (16,67%) brancos, 256 (54,70%) mulatos e 134 (28,63%) pretos; entre 

os ACF, 01 (5,56%) foi branco, 14 (77,78%) mulatos e 03 (16,67%) pretos; entre os ASF,

07 (26,90%) foram brancos, 11 (42,30%) mulatos e 08 (30,77%) pretos. O RN com perfil 

CF foi classificado como preto (Tabela 6.6). A análise estatística foi realizada pelo teste de 

Fisher, encontrando-se no grupo de RN com perfil ACF e AF, p = 0,21 entre os brancos e 

mulatos; p = 1,00 entre os brancos e pretos; entre os RN mulatos e pretos, a análise foi 

realizada pelo teste de Mantel-Haenszel com p = 0,15. No grupo de RN com perfil ASF e 

AF, os resultados da análise com o teste de Mantel-Haenszel foram: p = 0,13 entre os 

brancos e mulatos; p = 0,45 entre os brancos e pretos e p = 0,49 entre os RN mulatos e 

pretos, não tendo sido verificadas diferenças estatisticamente significativas entre os grupos 

avaliados. Analisando-se a distribuição da HbS dentro dos grupos raciais, foi detectada a 

freqüência de 2,37% de HbS entre os RN mulatos; 1,72% entre os pretos e 1,51% entre os 

brancos.
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Tabela 6.6. Distribuição do perfil de Hemoglobinas nos vários grupos raciais 

identificados na amostra de RN - Matemidade Tsylla Balbino/SESAB, Salvador / Bahia -  

fevereiro a junho de 2000

Classificação 
racial dos RN

(N = 513) ACF 
N (%)

Perfil de hemoglobina

AF ASF 
N (%) N (%)

CF 
N (%)

Branco N = 86 01 (5,56) 78 (16,67) 07 (26,90) -

Mulato N=281 14 (77,78) 256 (54,70) 11 (42,30) -

Preto N = 146 03 (16,67) 134 (28,63) 08 (30,77) 01(100)

Total 18(100) 468 (100) 26(100) 01 (100)

N= Número de RN analisados

A Tabela 6.7 apresenta os dados relativos a distribuição dos vários perfis de 

hemoglobinas e gêneros. Dos RN com perfil AF, 236 (90,08%) foram do gênero feminino e

227 (92,65%) do masculino; entre os ACF, 10 (3,82%) foram do gênero feminino e 08 

(3,27%) do masculino e entre os ASF, 16 (6,11%) foram do gênero feminino e 10 (4,08%) 

do masculino; os RN CF foram do gênero masculino .
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Tabela 6.7. Distribuição do gênero entre os vários padrões de hemoglobina em RN - 

Matemidade Tsylla Balbino/SESAB, Salvador / Bahia -  fevereiro a junho de 2000

Gêneros 
N = 507

Perfil de Feminino Masculino

hemoglobinas N (%) N (% )

AF 236 (90,08) 227 (92,65)

ASF 16(6,11) 10(4,08)

ACF 10(3,82) 08 (3,27)

Total 262 (100) 245(100)

N - Número de RN Teste jĉ  p = 0,55

As Tabelas 6.8 e 6.9 apresentam as médias dos dados hematológicos e índices 

hematimétricos por tipo de hemoglobinas, respectivamente, tendo sido verificada 

significância estatística entre os valores de CHCM (p = 0,015). As Tabelas 6.10 e 6.11 

analisam os valores hematológicos e índices hematimétricos no gmpo de RN com perfil 

eletroforético normal, comparado-os com os RN portadores de hemoglobinas variantes. A 

análise estatística entre os RN com perfil de hemoglobinas AF (normal) e ASF para os 

dados hematológicos e índices hematimétricos, não apresentou diferenças estatisticamente 

significativas. A análise estatística realizada entre os RN com perfil de hemoglobinas AF e 

ACF apresentou diferença estatisticamente significativa para Ht, Hm e CHCM, com valores 

de p = 0,008, 0,017 e 0,0045 respectivamente. A análise dos dados hematológicos e índices 

hematimétricos realizada entre os gmpos ACF e ASF, não apresentou diferenças 

estatisticamente significativas. A análise estatística relativa aos grupos AF e CF, não foi 

realizada, devido ao fato do último apresentar apenas 02 RN.



6. Resultados 46

Tabela 6.8. Médias dos valores hematológicos por perfil eletroforético de hemoglobinas

no grupo de RN - Matemidade Tsylla Balbino/SESAB, Salvador / Bahia-fevereiro a junho

de 2000

Perfil de Hb Hb (g/dL) Ht (%) Hm (xlO‘’/L)

N = 592 Média (± DP) Média (± DP) Média (± DP)

A C F (N =  19) 14,44 (± 1,82) 42,62 (± 7,63) 3,97 (± 0,66)

AF (N = 538) 14,74 (± 1,80) 46,36 (± 6,00) 4,28 (± 0,56)

ASF (N = 33) 14,26 (± 2,21) 44,98 (± 8,70) 4,17 (± 0,77)

CF (N = 02) 14,35 (±4,17) 43,80 (± 12,30) 3,83 (± 1,00)

*p = 0,43 **p = 0,091 **p = 0,12

N - Número de RN analisados DP - Desvio Padrão * ANOVA **Kmskal - Wallis H

Tabela 6.9. Médias dos índices hematimétricos por perfil eletroforético de hemoglobinas

no grupo de RN - Matemidade Tsylla Balbino/SESAB, Salvador / Bahia-fevereiro a junho

de 2000

Perfil de Hb VCM (fi:.) HCM (pg) CHCM (%)

N = 592 Média (± DP) Média (± DP) Média (± DP)

A CF(N  = 19) 107,04 (± 4,38) 37,48 (± 8,59) 35,12(± 8,50)

AF (N = 538) 108,47 (± 6,18) 34,58 (± 3,69) 31,88 (±2,67)

ASF (N = 33) 107,86 (± 6,32) 34,52 (±3,73) 32,00 (± 2,84)

CF (N = 04) 114,05 (± 2,05) 37,40 (± 0,99) 32,75 (± 0,21)

*p = 0,134 *p = 0,234 *p = 0,015

N - Número de RN analisado DP - Desvio Padrão *K m skal-W allis  H



Tabela 6.10. Análise dos valores médios de Ht, Hm e Hb entre os grupos AF e ASF; AF e 

ACF; ASF e ACF em RN - Matemidade Tsylla Balbino/SESAB, Salvador / Bahia -  

fevereiro a junho de 2000
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Valores hematológicos (Média ± DP)

Perfil de Hemoglobinas Ht (%) Hm(10^/L) Hb(g/dL)

AF (N == 538) 46,36 (± 6,00) 4,29 (± 0,56) 14,74 (± 1,80)

ASF(N^= 33) 44,98 (± 8,70) 4,17 (±0,77) 14,26 (± 4,88)

*p = 0,15 *p = 0,16 **p = 0,19

AF (N == 538) 46,36 (± 6,00) 4,29 (±0,56) 14,74 (±1,80)

A CF(N = 19) 42,62 (± 7,63) 3,93 (± 0,66) 14,44 (± 1,35)

**p = 0,008 **p = 0,017 **p = 0,47

A CF(N = 19) 42,62 (±7,63) 3,97 (±0,66) 14,44 (±1,35)

A SF(N = 33) 44,98 (± 8,70) 4,17 (±0,77) 14,26 (±2,21)

**p = 0,33 **p = 0,35 *p = 0,74

N - Número de RN analisados DP - Desvio Padrão *Kmskal - Wallis H **ANOVA



Tabela 6.11. Análise dos índices hematimétricos entre os grupos AF e ASF; AF e ACF; 

ACF e ASF em RN - Matemidade Tsylla Balbino/SESAB, Salvador / Bahia -fevereiro a 

junho de 2000
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Perfil de Hemolobinas índices hematimétricos (Média ±  DP)

VCM (fL) HCM (pg) CHCM (%)

AF (N = 538) 

ASF (N = 33)

108,47 (± 6,18) 

107,86 (± 6,32) 

*p = 0,59

34,58 (± 3,69) 

34,52 (± 3,73) 

*p = 0,935

31,88 (± 2,67) 

32,00 (± 2,84) 

*p = 0,80

AF (N = 538) 

A C F (N =  19)

108,47 (± 6,18) 

107,04 (± 4,38) 

*p = 0,32

34,58 (± 3,69) 

37,48 (± 4,59) 

**p = 0,51

31,88 (± 2,67) 

35,12 (± 8,50) 

*p = 0,0045

A C F (N =  19) 

ASF (N = 33)

107,04 (± 4,38) 

107,86 (± 6,32) 

*p = 0,62

37,48 (± 4,59) 

34,52 (± 3,73) 

**p = 0,75

35,12 (± 8,50) 

32,00 (± 2,84) 

*p = 0,07

N - Número de RN analisado DP - Desvio Padrão *ANOVA **Kruskal - Wallis H

A análise estatística dos valores hematológicos e índices hematimétricos entre os 

gmpos de RN nascidos a termo e com perfil eletroforético ACF (N = 16) e AF (N = 400), 

está apresentada na Tabela 6.12; foram observadas diferenças estatisticamente 

significativas nas médias do Ht e CHCM , com valores de p = 0,033 e p = 0,008, 

respectivamente. A análise realizada entre os RN a termo e com perfil eletroforético AF (N 

= 400) e ASF (N = 26) não demonstrou diferença estatisticamente significativa (Tabela 

6.13).
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Tabela 6.12. Médias dos valores hematológicos e índices hematimétricos em RN a termo 

portadores do perfil de hemoglobinas ACF e AF - Matemidade Tsylla Balbino/SESAB, 

Salvador / Bahia -  fevereiro a junho de 2000

RN a termo

Valores hematológicos

Perfil ACF 

N =  16

Perfil AF 

N = 400 Valor - p

Ht (%) 42,54 (DP±8,17) 46,71(DP± 6,04) * 0,033

Hb(g/dL) 14,53 (DP± 1,34) 14,85(DP± 1,74) **0,47

Hm(10^/L) 3,99 (DP± 0,72) 4,32 (DP± 0,55) **0,22

índices hematimétricos

VCM (fL) 106,39 (DP±3,89) 108,57 (DP± 6,19) **0,16

HCM (pg) 37,80 (DP± 9,35) 34,62 (DP± 3,88) *0,76

CHCM (%) 35,62 (DP±9,22) 31,89 (DP±2,88) *0,008

N = Número de RN *Kruskal - Wallis H ** ANOVA
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Tabela 6.13. Médias dos valores hematológicos e índices hematimétricos em RN a termo 

e portadores do perfil de hemoglobinas ASF e AF - Matemidade Tsylla Balbino/SESAB, 

Salvador / Bahia -fevereiro a junho de 2000

RN a termo

Valores hematológicos
Perfil ASF 

N = 26
Perfil AF 
N = 400 Valor - p

Ht (%) 44,83 (DP± 9,23) 46,71(DP± 6,04) * 0,117

Hb (g/dL) 14,15 (DP± 2,21) 14,85 (DP± 1,74) **0,054

Hm(xlO^/L) 4,19 (DP± 082) 4,32 (DP± 0,55) *0,158

índices hematimétricos

VCM (fL) 107,11 (DP±3,89) 108,57 (DP± 6,19) ** 0,257

HCM (pg) 34,23 (DP+4,12) 34,62 (DP± 3,88) ** 0,627

CHCM (%) 31,95 (DP±3,20) 31,89 (DP± 2,88) * 0,923

N = Número de RN *Kmskal - Wallis H **ANOVA



6.3 Dados da análise molecular para talassemia a

6.3.1 Talassemia tt2

A Figura 6.3 apresenta gel de agarose a 1%, demonstrando os fragmentos obtidos 

na reação de PCR para a talassemia a.2  ̂ com identificação dos indivíduos heterozigotos 

e normais.

A caracterização da talassemia a i  ft>i realizada em 590 RN, apresentando 456 

(77,29%) portadores de genes a  normais e 134 (22,71%) portadores deste tipo de 

talassemia, sendo 120 (20,34%) heterozigotos e 14 (2,37%) homozigotos. A Figura 6.4 

apresenta a representação gráfica da distribuição da talassemia a i entre os RN 

estudados.
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Polo "■

M = Marcador de pares de bases 
Fago X Hind III;
Amostras OIB e OIC = controles 
negativos mutante e normal 
Amostras 02 a 05; 09 e 10 = RN 
portadores de genes a  normais, 
apresentando amplificação do 
fragmento de 1,7 Kb apenas no tubo 
A + C; Talassemia 
Amostras 06 a 08 = RN 
heterozigotos para a talassemia tt2 

apresentando amplificação do 
fragmento de 1,7 Kb nos tubo A + C 
e A+ B;
Amostra 11 = RN homozigoto para 
a talassemia a 2 apresentando 
amplificação do fragmento de 1,7 Kb 
apenas no tubo A+ B.

Polo +

Figura 6.3. Gel de agarose a 1% apresentando os fragmentos obtidos na reação de PCR 

para a talassemia tt2 demonstrando RN portadores de genes a  normais, heterozigotos 

e homozigoto para esta alteração - Matemidade Tsylla Balbino/SESAB, Salvador / Bahia -  

fevereiro a junho de 2000
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14(2,37%)
120(20,34%)

456 (77,29%)

Normais 
Homozigotos 
Heterozigotos

Figura 6.4. Representação gráfica da distribuição da talassemia a i encontrada em 

RN - Matemidade Tsylla Balbino/SESAB, Salvador / Bahia -  fevereiro a junho de 2000



A Tabela 6.14 apresenta a distribuição dos RN com genes a  normais e dos portadores da 

talassemia a 2 Entre os RN a termo, a talassemia a 2 foi identificada em 100 

(22,08%) e em 11 (19,64%) dos RN prematuros. Dos RN a termo e portadores de 

talassemia a 2 90 (90,00%) foram heterozigotos e 10 (10,00%) homozigotos; entre os 

RN prematuros, 10 (90,91%) foram heterozigotos e 01 (9,09%) homozigoto.

Tabela 6.14. Caracterização do padrão de genes a  entre os grupos de RN a termo e 

prematuros - Matemidade Tsylla Balbino/SESAB, Salvador / Bahia — fevereiro a junho de 

2000
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RN RN

Padrão genotípico dos nascidos a termo prematuros

genes a N (%) N (%)

Normal (aaJaa) 353 (77,92) 45 (80,36)

Portador da talassemia tt2

3,7Kb 100 (22,08) 11 (19,64)

Total 453 (100)

* p  = 0,68

56(100)

Heterozigoto ( a - /a a )

para a talassemia a2 ’ 90 (19,87) 10(17,86)

Homozigoto para a 

talassemia a2 ’
10(2,21) 01 (1,78)

Total 100 (22,08)

* * p  == 1,00

11 (19,64)

N = Número de RN analisados * Mantel-Haenszel ** Teste de Fisher
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A Tabela 6.15 apresenta os dados referentes a distribuição dos valores 

hematológicos (Ht, Hm, Hb) e índices hematimétricos (VCM, HCM e CHCM) em 556 RN 

com genes a  normais e portadores de talassemia a j  onde encontrou-se diferenças 

estatisticamente significativas em todos os parâmetros analisados. Os RN com genes a  

normais apresentaram a média de peso de 3,15 Kg (DP ± 0,54) e os portadores de 

talassemia tt2 média de peso de 3,14 Kg (DP ± 0,51), com p = 0,94, sem diferenças 

estatisticamente significativas entre os grupos.

Tabela 6.15. Valores médios e desvio padrão dos dados hematológicos e índices

• 3 7K.bhematimétricos entre os RN com genes a  normais e portadores de talassemia tt2 ’ 

Matemidade Tsylla Balbino/SESAB, Salvador / BA -  fevereiro a junho de 2000

Portadores de Genes 
a  normais 
N = 429

Portadores da 
Tal 

N = 127 Valor - p
Dados hematológicos

Hb (g/dL) 14,92 (DP± 1,81) 14,28 (DP± 1,69) *0,00046

Ht (%) 46,78 (DP ±6,10) 44,96 (DP± 6,45) *0,004

Hm (xlO^/L) 4,25 (DP± 0,55) 4,42 (DP± 0,63) **0,0003

índices

hematimétricos

VCM (fL) 110,15 (DP± 4,53) 102,59 (DP±6,20) **< 0,00001

HCM (pg) 35,31 (DP±3,75) 32,59 (DP± 3,35) **< 0,00001

CHCM (%) 32,07 (DP± 3,07) 31,76 (DP±2,69) **< 0,00001

DP = Desvio padrão N = Número de RN analisados *ANOVA **Kruskal - Wallis H
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A Tabela 6.16 apresenta as médias dos valores hematológicos entre os RN nascidos 

a termo portadores de genes a  normais e portadores de talassemia aa demosntrando 

diferença estatisticamente significativa para os valores encontrados, com exceção dos 

valores de CHCM.

Tabela 6.16. Média dos dados hematológicos e índices hematimétricos obtidos dos RN 

nascidos a termo com genes a  normais e portadores de talassemia - Matemidade

Tsylla Balbino/SESAB, Salvador / Bahia-fevereiro a junho de 2000

RN a termo

Portadores de 
genes a  normais 

N = 386

Portadores da 
talassemia 

N =  117 Valor - p

Dados hematológicos

Hb(g/dL) 15,13 (±1,65) 14,23 (± 1,73) *< 0,00001

Ht (%) 47,34 (± 6,05) 44,83 (± 6,88) *0,0006

Hm(xlO^/L) 4,30 (± 0,55) 4,41 (±0,65) **0,0098

índices hematimétricos

VCM (fL) 110,19 (±4,48) 102,64 (± 6,22) **< 0,00001

HCM (pg) 35,42 (± 3,89) 32,55 (±3,56) *< 0,00001

CHCM (%) 32,17 (±3,24) 31,73 (±3,02) *0,22

DP = Desvio padrão N = Número de RN analisados *ANOVA **Kmskal - Wallis H
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A tabela 6.17 apresenta a distribuição dos portadores de talassemia entre os gêneros 

e os vários grupos raciais. Dentre os RN, 503 foram analisados quanto a presença de 

talassemia encontrando-se 199 RN do gênero feminino normais e 62 portadores

desta alteração; entre o gênero masculino, 193 foram normais e 49 portadores. Dentre os

3 7 ICbRN brancos, 68 apresentaram genes a  normais e 21 foram portadores da talassemia 0.2 ’ ; 

entre o grupo dos mulatos, 211 apresentaram genes anorm ais e 56 portadores; entre os 

pretos, encontrou-se 112 RN com genes a  normais e 35 portadores deste tipo de alteração.

Tabela 6.17. Distribuição de gênero e raça entre os RN com genes a  normais e portadores 

de talassemia a i  - Matemidade Tsylla Balbino/SESAB, Salvador / Bahia -fevereiro a 

junho de 2000

Variáveis
Portadores de 

genes a  normais
Portadores de 

talassemia a} Total N (%)
Gênero

Feminino 199 (76,25) 62 (23,75) 261 (100)

Masculino 193 (79,75) 49 (20,25) 242(100)

*P = 0,34

Classificação racial

Branco 68 (76,40) 21 (23,60) 89 (100)

Mulato 211 (79,03) 56 (20,97) 267 (100)

Preto 112(76,19) 35 (23,81) 147(100)

= 0,55

N = Número de RN analisado * Mantel-Haenszel **Testex



A distribuição do perfil de hemoglobinas entre os RN com genes a  normais e 

portadores da talassemia é apresentada na Tabela 6.18. Quinhentos e vinte sete RN

■J U
tiveram caracterizados o perfil de hemoglobinas e o genótipo para talassemia a 2 ’ ; entre 

os RN com genes a  normais, 373 (92,33%) apresentaram perfil eletroforético AF, 19 

(4,70%) foram ASF e 12 (2,97%) foram ACF; entre os RN portadores de talassemia 

108 (87,80%) apresentaram perfil AF, 11 (8,94%) foram ASF e 4 (3,25%) foram ACF; os 

02 RN com perfil de hemoglobinas CF, apresentaram genes a  normais.

Tabela 6.18. Distribuição do perfil de hemoglobinas entre os RN com genes a  normais e 

portadores de talassemia a 2 ’̂̂ '̂ '’ - Matemidade Tsylla Balbino/SESAB, Salvador / Bahia -  

fevereiro a junho de 2000
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Perfil de Hemoglobinas Genes a  normais 
N (%)

Portadores da7VU
talassemia a 2 ’

N (%)

AF 373 (92,33) 108 (87,80)

ASF 19(4,70) 11 (8,94)

ACF 12 (2,97) 04 (3,25)

Total 404(100) 123 (100)

N = Número de RN analisado Teste - p = 0,20

Entre os RN com perfil ASF (N = 30), 19 (63,33%) apresentaram genes a  normais e 

11 (36,67%) foram portadores de talassemia a 2 ’̂̂ '^^ sendo 10 (33,33%) heterozigotos e 1 

(3,34%) homozigoto; entre os RN com padrão ACF (N = 16), 12 (75%) apresentaram genes 

a  normais e 4 (25%) foram portadores de talassemia em heterozigose.
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Os RN com perfil de hemoglobinas AF (481) apresentaram a média de peso de 3,14 

Kg (DP±0,57) entre aqueles com genes a  normais e 3,14 Kg (DP±0,50) entre os portadores 

da talassemia os RN com perfil ASF apresentaram 3,23 Kg (DP±0,45) entre os RN

-5 T V U

com genes a  normais e 3,07 Kg (DP±0,41) entre os que apresentaram talassemia a i ’ ; os 

RN com perfil ACF tiveram peso de 3,07 Kg (DP±0,47) entre aqueles com genes a  

normais e de 2,97 Kg (DP±0,33) entre os portadores de talassemia a.2 ' . A  análise 

estatística realizada entre os grupos, não demonstrou diferença significativa. Os RN com 

perfil CF, por serem apenas 02, não foram incluídos na análise (Tabela 6.19).

Tabela 6.19. Média de pesos entre RN com genes a  normais e portadores de talassemia 

distribuídos de acordo com o perfil de hemoglobinas - Matemidade Tsylla 

Balbino/SESAB, Salvador / Bahia -  fevereiro a junho de 2000

Perfil de 

hemoglobinas

Média de peso (Kg) ± DP

Valor - p

Portadores de 

genes a  normais

Portadores da 

talassemia a 2 ’̂ ^^

AF (N = 481) 3,14 (±0,57) 3,14 (±0,50) *0,97

ASF (N = 30) 3,23 (±0,45) 3,07 (±0,41) *0,38

A C F (N =  16) 3,07 (±0,47) 2,97 (±0,33) *0,73

DP - Desvio padrão N = Número de RN analisado * ANOVA

O perfil de hemoglobinas entre os RN com genes a  normais foi investigada em 353 

RN nascidos a termo e 45 prematuros portadores de genes a  normais (Tabela 6.20). Entre 

os nascidos a termo, 11 (3,12%) apresentaram perfil ACF; 325 (92,08%) perfil AF; 15



6. Resultados 60

(4,25%) ASF e 02 (0,57%) perfil CF; entre os RN prematuros, 01 (2,22%) apresentou perfil 

ACF e 44 (97,78%) perfil AF.

Tabela 6.20. Distribuição do perfil de hemoglobinas entre os RN a termo e prematuros 

portadores de genes a  normais - Matemidade Tsylla Balbino/SESAB, Salvador / Bahia -  

fevereiro a junho de 2000

Genes a  normais 
N = 398

Perfil de hemoglobinas RN a termo RN prematuro

ACF 11 (3,12%) 01 (2,22%)

AF 325 (92,08%) 44 (97,78%)

ASF 15 (4,25%) -

CF 02 (0,57%) -

Total 353 (100) 45(100)

N = Número de RN analisados

A análise estatística realizada pelo teste de Fisher, comparando-se os gmpos de RN 

a termo e prematuros com diferentes perfis de hemoglobinas, não demonstrou diferenças 

estatisticamente significativas com p = 1,00 para os RN com perfis ACF e AF; p = 0,24 

entre os ASF e AF e p = 0,44 entre os RN com perfis ASF e ACF.

O perfil de hemoglobinas foi determinado entre 100 RN a termo e 11 prematuros 

portadores de talassemia (Tabela 6.21); entre os RN a termo, 03 (3,0%)

apresentaram perfil ACF; 88 (88,0%) AF; 09 (9,0%) ASF. Entre os RN prematuros, 01 

(9,09%) apresentou perfil ACF; 08 (72,73%) foram AF e 02 foram ASF (18,80 %).
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Comparando-se os vários tipos de hemoglobina, encontrou-se: p = 0,26 para os RN AF e 

ACF; p = 1,00 para os AF e ASF e p = 1,00 para os ACF e ASF.

Tabela 6.21. Distribuição do perfil de hemoglobinas entre os RN a termo e prematuros 

portadores de talassemia - Matemidade Tsylla Balbino/SESAB, Salvador / Bahia -

fevereiro a junho de 2000

Portadores de talassemia 
N =  111

Perfil de hemoglobinas
RN a termo 

N (%)

RN prematuro 

N (%)

ACF 03 (3,0%) 01 (9,09%)

AF 88 (88,0%) 08 (72,73%)

ASF 09 (9,0%) 02 (18,80%)

Total 100(100) 11(100)

N = Número de RN analisados

A Tabela 6.22 apresenta as médias dos valores hematológicos e índices 

hematimétricos entre os RN a termo (N = 353) e prematuros (N = 45) portadores de genes 

a  normais. A análise estatística das médias dos valores hematológicos mostrou diferenças 

significativas entre os dois gmpos, sendo que o mesmo não foi observado com relação aos 

índices hematimétricos.
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Tabela 6.22. Análise estatística dos valores hematológicos e índices hematimétricos entre 

RN a termo e prematuros portadores de genes a  normais - Matemidade Tsylla 

Balbino/SESAB, Salvador / Bahia -  fevereiro a junho de 2000

Portadores de genes a  normais 

N = 398

Valores

hematológicos

RN a termo 

N = 353

RN prematuro 

N = 45 Valor - p

Ht (%) 47,34 (DP± 6,05) 44,60 (DP± 5,33) *0,005

Hm(xlO^) 4,30 (DP±0,55) 4,04 (DP±0,47) *0,003

Hb (g/dL) 15,13 (DP±1,65) 14,01 (DP±2,00) **0,0009

índices 

hematimétricos 

VCM (ÍL) 110,19 (DP±4,48) 110,44 (DP±4,23) *0,74

HCM (pg) 35,43 (DP±3,89) 34,72 (DP±3,09) **0,69

CHCM (%) 32,17 (DP±3,24) 31,42 (DP±2,39) **0,57

DP = Desvio padrão N = Número de RN analisados * ANOVA **Kmskal - Wallis H

Na Tabela 6.23 são apresentadas as médias dos valores hematológicos e índices 

hematimétricos entre os RN a termo (N=100) e prematuros (N = ll) portadores de 

talassemia A análise entre os dois gmpos não demonstrou diferenças

estatisticamente significativas.
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Tabela 6.23. A análise estatística dos valores hematológicos e índices hematimétricos 

entre os RN a termo e prematuros portadores de talassemia - Matemidade Tsylla

Balbino/SESAB, Salvador / Bahia -  fevereiro a junho de 2000

Portadores de talassemia 

N =  111

Valores

hematológicos
RN a termo 

N = 100

RN prematuro 

N =  11 Valor - p

Ht (%) 44,83 (DP± 6,88) 45,16(DP± 6,01) *0,89

Hm (xIOVL) 4,42 (DP±0,65) 4,39 (DP±0,74) *0,11

Hb(g/dL) 14,23 (DP±1,73) 14,35 (DP±1,70) *0,84

índices

hematimétricos

VCM (fL) 102,64 (DP±6,22) 103,62 (DP±7,04) *0,64

HCM (pg) 32,56(DP±3,56) 33,02 (DP±2,82) *0,70

CHCM (%) 31,73 (DP±3,02) 31,84 (DP±0,83) **0,16

DP = Desvio padrão N = Número de RN analisados *ANOVA **Kruskal - Wallis H

As análises dos parâmetros hematológicos foram realizadas entre os RN com perfil 

de hemoglobinas ASF portadores de talassemia e aqueles com genes a  normais.

Entre os RN com genes a  normais, encontrou-se os seguintes resultados: Hb 14,93 (± 

1,82); Ht 47,87 (± 8,35); Hm 4,33 (± 0,80); VCM 110,77 (± 3,50); HCM 34,94 (± 3,38) e 

CHCM 31,52 (± 31,52); entre os RN portadores de talassemia encontrou-se: Hb

13,20 (± 2,34); Ht 40,29 (± 7,79); Hm 3,87 (± 0,76); VCM 104,41 (± 4,30); HCM 34,44 (±
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4,76) e CHCM 32,97 (± 3,28). Os resultaods de Hb, Ht e VCM demonstraram diferenças 

estatisticamente significativas, com p = 0,038, p = 0,025 e p = 0,0002, respectivamente 

(Tabela 6.24).

Tabela 6.24. Análise estatística dos valores hematológicos e índices hematimétricos entre 

RN portadores de genes a  normais e de talassemia com perfil de hemoglobina ASF -

Maternidade Tsylla Balbino/SESAB, Salvador / BA -  fevereiro a junho de 2000

Perfil de hemoglobina ASF 

N = 30

Variáveis

Portadores de genes 
a  normais

N = 19

Portadores de 
talassemia

N =  11
Valor - p

Hb (g/dL) 14,93 (DP ± 1,82) 13,2 (DP ±2,34) * 0,038

Ht (%) 47,87 (DP ±8,35) 40,29 (DP ± 7,79) * 0,025

Hm (loVL) 4,33 (DP ± 0,80) 3,87 (DP ± 0,76) * 0,144

VCM (fL) 110,77 (DP ±3,5) 104,41 (DP ±4,30) * 0,0002

HCM (pg) 34,94 (DP ± 3,38) 34,44 (DP ± 4,06) * 0,73

CHCM (%) 31,52 (DP ±2,76) 32,97 (DP ± 3,28) * 0,22

N = Número de RN analisado DP - Desvio padrão * ANOVA



A mesma análise foi realizada entre os RN com perfil de hemoglobinas ACF. Entre 

os RN com genes a  normais, encontrou-se os seguintes resultados; Hb 15,17 (± 1,08); Ht 

44,87 (± 7,07); Hm 4,13 (± 0,62); VCM 108,57 (± 3,83); HCM 37,89 (± 9,28) e CHCM 

34,97 (± 8,84); entre os RN portadores de talassemia encontrou-se: Hb 13,20 (±

0,89); Ht 37,10 (± 0,11); Hm 3,58 (± 0,94); VCM 103,48 (± 4,68); HCM 38,87 (± 10,44) e 

CHCM 37,80 (± 11,34). Foram encontradas diferenças significativas nos valores de Hb e 

VCM, com p = 0,0055 e p = 0,046, respectivamente (Tabela 6.25). Entre os RN com perfil 

de hemoglobina AF com genes a  normais, encontrou-se: Hb 14,89 (± 1,80); Ht 46,72 (± 

6,10); Hm 4,24 (± 0,55); VCM 110,23 (± 4,69); HCM 35,28 (± 3,46) e CHCM 32,03 (± 

2,68); entre os portadores de talassemia os resultados obtidos foram: Hb 14,43 (±

1,59); Ht 45,61 (± 5,93); Hm 4,50 (± 0,56); VCM 102,30 (± 6,52); HCM 32,19 (± 2,59) e 

CHCM 31,46 (± 1,55). As análises estatísticas realizadas, demonstraram diferenças 

signifícantes, com exceção do Ht (Tabela 6.26).
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Tabela 6.25. Análise estatística dos valores hematológicos e índices hematimétricos entre 

RN portadores de genes a  normais e de talassemia com perfil de hemoglobina ACF

- Matemidade Tsylla Balbino/SESAB, Salvador / BA -  fevereiro a junho de 2000

Perfil de hemoglobina ACF 

N =  16

Variáveis

Portadores de genes 
a  normais

N =  12

Portadores de 
talassemia

N = 04
Valor - p

Hb (g/dL) 15,17 (±1,08) 13,20 (± 0,89) * 0,0055

H t% 44,87 (± 7,07) 37,10 (±0,11) * 0,11

H m (loV L ) 4,13 (± 0,62) 3,58 (± 0,94) *0,19

VCM (fL) 108,57 (±3,83) 103,48 (± 4,68) * 0,046

HCM (pg) 37,89 (± 9,28) 38,87 (± 10,44) * 0,83

CHCM (%) 34,97 (± 8,84) 37,80 (±11,34) * 0,59

N = Número de RN analisado DP - Desvio padrão * ANOVA
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Tabela 6.26. Análise estatística dos valores hematológicos e índices hematimétricos entre 

RN portadores de genes a  normais e de talassemia com perfil de hemoglobina AF -

Matemidade Tsylla Balbino/SESAB, Salvador / BA -  período: fevereiro / junho de 2000

Perfil de hemoglobina AF 

N = 481

Variáveis

Portadores de genes 
a  normais

N = 373

Portadores de 
talassemia

N =  108
Valor - p

Hb (g/dL) 14,89 (± 1,80) 14,43 (± 1,59) * 0,018

H t% 46,72 (± 6,10) 46,61 (± 5,93) * 0,10

Hm(10^/L) 4,24 (± 0,55) 4,50 (± 0,56) * 0,00002

VCM (fL) 110,23 (+ 4,69) 102,30 (± 6,52) * < 0,00001

HCM (pg) 35,28 (± 3,46) 32,19 (± 2,59) * < 0,00001

CHCM (%) 32,03 (± 2,68) 31,46 (± 1,55) ** < 0,00001

N = Número de RN analisado DP - Desvio padrão * ANOVA ** Kruskal - Wallis H
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Nas Tabelas 6.27 e 6.28 estão apresentadas as análises estatísticas dos dados hematológicos 

e índices hematimétricos entre os grupos de RN com perfis de hemoglobinas AF e ASF; AF 

e ACF portadores de genes a  normais. Não foram encontradas diferenças signifícantes 

entre os grupos estudados, com exceção para o CHCM entre os grupos AF e ACF (p = 

0,034).

Tabela 6.27. Análise estatística dos valores hematológicos em RN com genes a  normais 

entre os grupos AF e ASF; AF e ACF - Matemidade Tsylla Balbino/SESAB, Salvador / BA

-  fevereiro a junho de 2000

RN portadores de genes a  normais 

N = 404

Hb (g/dL) Ht (%) Hm(lOVL)

AF (N = 373) 14,89 (DP± 1,80) 46,72 (DP± 6,10) 4,24 (DP+ 0,55)

A S F (N =  19) 14,93 (DP± 1,82) 47,87 (DP± 8,35) 4,33 (DP± 0,80)

** p = 0,94 * p = 0,90 *p=0,91

AF (N = 373) 14,89 (DP±1,80) 46,72 (DP± 6,10) 4,24 (DP± 0,55)

A C F (N =  12) 15,17 (DP+ 1,08) 44,87 (DP± 7,07) 4,13 (DP+ 0,62)

* p = 0,61 ** p = 0,30 **p  = 0,49

N = Número de RN analisado DP = Desvio padrão * Kruskal - Wallis H **ANOVA
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Tabela 6.28. Análise estatística dos índices hematimétricos em RN com genes a  normais 

entre os grupos AF e ASF; AF e ACF - Matemidade Tsylla Balbino/SESAB, Salvador / BA

-  fevereiro a junho de 2000

RN portadores de genes a  normais 

N = 404

VCM (ÍL) HCM (pg) CHCM (%)

AF ( N -  373) 110,23 (DP± 4,69) 35,29 (DP± 3,46) 32,03 (DP± 2,67)

A S F (N =  19) 110,77 (DP+ 12,26) 34,94 (DP+ 3,38) 31,52 (DP±2,76)

** p = 0,62 ** p = 0,67 ** p = 0,42

AF (N = 373) 110,23 (DP±4,69) 35,29 (DP± 3,46) 32,03 (DP± 2,67)

A C F (N =  12) 108,57 (DP±3,83) 37,89 (DP+ 9,28) 34,97 (DP± 8,84)

** p = 0,22 * p =0,91 * p = 0,034

N = Número de RN analisado DP = Desvio padrão * Kruskal - Wallis H **ANOVA



As Tabelas 6.29 e 6.30 demonstram a análise dos dados hematológicos e índices 

hematimétricos realizada em RN portadores de talassemia a 2 ’ nos grupos AF e SF; AF e 

ACF.

Tabela 6.29. Análise estatística dos dados hematológicos em RN portadores de 

talassemia entre os grupos AF e ASF; AF e ACF - Matemidade Tsylla

Balbino/SESAB, Salvador / BA -  fevereiro a junho de 2000
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RN portadores de talassemia a 2 ’̂̂  

N =  123

Peril 1 de 

hemoglobinas

Hb (g/dL) Ht (%) Hm (10'’/L)

AF ( N -  108) 14,43 (DP± 1,59) 45,61 (DP±5,93) 4,50 (DP± 0,56)

ASF(N = 11) 13,02 (DP±2,34) 40,29 (DP± 7,79) 3,87 (DP±0,76)

** p = 0,03 * p = 0,03 * p = 0,008

AF (N = 108) 14,43 (DP± 1,59) 45,61 (DP± 5,93) 4,50 (DP± 0,56)

ACF (N = 04) 13,20 (DP± 0,89) 37,1 (DP± 10,13) 3,57 (DP± 0,94)

* *p  = 0,13 ** p = 0,007 ** p = 0,002

DP = Desvio padrão * Kruskal - Wallis H **ANOVA



Tabela 6.30. Análise estatística dos índices hematimétricos em RN portadores de

talassemia entre os grupos AF e ASF; AF e ACF - Matemidade Tsylla 

Balbino/SESAB, Salvador / BA -  fevereiro a junho de 2000
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RN portadores de talassemia a 2 '̂ ’̂  

N =  123

Perfil de 

hemoglobinas

VCM (fl.) HCM (pg) CHCM (%)

AF (N = 108) 102,30 (DP± 6,52) 32,19 (DP± 2,59) 31,46 (DP+ 1,55)

ASF (N = 11) 104,41 (DP±4,30) 34,44 (DP+ 4,06) 32,97 (DP± 3,27)

** p = 0,32 * p = 0,09 * p  = 0,13

AF (N =  108) 102,30 (DP± 6,52) 32,19 (DP± 2,59) 31,46 (DP±1,55)

ACF (N = 04) 103,47 (DP± 4,68) 38,87 (DP± 10,44) 37,80 (D P + 11,34)

** p = 0,72 ** p < 0,00001 ** p = 0,028

N = Número de RN analisado DP = Desvio padrão * Kruskal - Wallis H **ANOVA

6.3.2 Talassemia tt2

A presença de talassemia a j  foi investigada pela técnica de PCR, utilizando-se 

oligonucleotídeos sintéticos para a identificação das seqüências normal e mutante. A Figura 

6.5 apresenta o gel de agarose a 1%, demonstrando indivíduos normais para esta forma de 

talassemia. No presente estudo, não foram detectados portadores da talassemia a 2
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M = Marcador de pares de bases 
123 pb;
Linha 01 = controle negativo; 
Linhas 02 -  10 e 12-20  = RN 
portadores de genes a  normais; 
apresentando amplificação de 
fragmento de 228 pb;
Linha 11 = controle positivo

Polo +

Figura 6.5. Gel de agarose a 1% dos fragmentos obtidos na reação de PCR para a 

talassemia a i demonstrando RN portadores de genes a  normais - Matemidade Tsylla 

Balbino/SESAB, Salvador / Bahia -  fevereiro a junho de 2000
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A população brasileira é bastante heterogênea, com participação ativa da imigração 

ocorrida durante o período de 1850 a 1950, que contribuiu com a vinda de mais de cinco 

milhões de indivíduos. (AZEVÊDO, 1973).

De acordo com esta diversidade imigratória, quatro tipos étnicos foram 

fundamentais na formação da população brasileira: os portugueses, representando os 

caucasóides, que descobriram o país e o colonizaram desde o século XVI até a 

Independência; os negros, originários da África, a partir do século XVI até 1850 e 

destinados ao trabalho escravo durante a economia canavieira, a mineração e a lavoura 

cafeeira; os ameríndios, primeiros senhores da terra e atualmente reduzidos a algumas 

dezenas de milhares, concentrados no Norte, especialmente na Amazônia, região Centro - 

Oeste e Nordeste; os mestiços, surgidos do cruzamento entre estes três grupos étnicos e 

representados pelos caboclos (descendentes de brancos e ameríndios), mulatos (cruzamento 

entre brancos e negros) e cafüsos (descendentes de brancos e ameríndios) (AZEVÊDO, 

1973; FREYRE, 2000).

Todas estas observações fornecem as bases para a grande diversidade de tipos 

étnicos que compõem a população brasileira. Cumpre ressaltar que um dos fatores mais 

marcantes na história do Brasil foi a grande influência africana, fazendo-se presente de 

forma mais ou menos intensa, a depender da região do país e da diversidade étnica dos 

imigrantes.

As várias nacionalidades, convivendo simultaneamente, introduziram na população 

brasileira diversas patologias, entre estas, as anormalidades hereditárias da hemoglobina, 

com predomínio das talassemias e da anemia falciforme, sendo a úhima considerada um 

problema de saúde pública na África e posteriormente em todo o Novo Mundo, inclusive
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no Brasil (AZEVÊDO et al, 1980; AZEVÊDO et al, 1982; BUN & FORGET, 1986; 

RAMALHO, 1986; SONATI 1990).

A amostra de RN investigada no presente estudo foi constituída por 53,60% (309) 

de mulatos, 29,50% (170) de pretos e 17,0% (98) de brancos, confirmando as observações 

realizadas por KRIEGER et al (1965), que descreveram um grau de panmixia de raças em 

aproximadamente 97% na população do Nordeste brasileiro. Esta miscigenação racial 

também foi documentada por AZEVÊDO et al (1981), em estudo conduzido na Ilha de 

Itaparica, situada na Baía de Todos os Santos a 12Km de Salvador, onde ficou 

evidenciando o crescimento da população de mulatos, acompanhado pelo decréscimo dos 

brancos, reduzidos a um terço no período de 20 anos.

O peso médio adotado como valor de referência para os RN a termo foi de 2,5Kg 

(NÓBREGA, 1995). A média de peso no total de RN estudados foi de 3,15Kg (DP±0,53), 

sendo que entre os nascidos a termo, a média foi de 3,22Kg (DP±0,47) e entre os 

prematuros foi de 2,52Kg (DP±0,62). O grupo de prematuros, como esperado, apresentou 

na sua maioria, valores de peso inferiores ao estabelecido como normal; um fato importante 

foi o encontro de RN a termo apresentando valores no limite inferior, indicando uma 

provável influência relacionada a origem da população estudada, uma vez que a Instituição 

participante do estudo, atende predominantemente a mulheres de classe sócio-econômica 

baixa.

O estudo das características hematológicas apresentou média de Hb de 14,71 g/dL 

(± 1,83); Ht de 46,08% (± 6,05); Hm de 4,26 x 10  ̂L (± 0,57); VCM de 108, 37 fL (± 5,9); 

HCM de 34,71 pg (± 3,8) e CHCM 32,03% (± 2,97). Comparando os resultados obtidos 

com os valores de referências adotados (WALLACH, 2000),: Hb de 19,5 g/dL (± 4,5); Ht
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de 57,0% (± 13); Hm de 5,4 x lÔ /̂L (± 1,3); VCM de 108 ÍL (± 6,5); HCM de 36 pg (± 3) e 

CHCM de 34% (± 2), observou-se que a população estudada apresentou valores 

hematológicos médios situados no limite inferior da normalidade. Estes resultados também 

são previsíveis, uma vez que os valores adotados como padrão são americanos. A utilização 

destes valores de referência deve-se ao fato de não haver, até o presente momento, valores 

referenciais para a nossa população; com isso, os resultados obtidos no presente estudo 

poderão contribuir para estabelecimento dos nossos valores hematológicos de referência em 

RN. A análise das características hematológicas entre os grupos de RN prematuros e 

nascidos a termo, demonstrou diferenças estatisticamente significativas para os valores de 

Hm, Ht e Hb, sendo ainda menores quando comparados aos padrões anteriormente 

descritos (WALLACH, 2000).

A análise das hemoglobinas presentes na amostra, demonstrou que 90,9% (538) dos 

RN apresentaram perfil eletroforético normal e, 9,1% (54) apresentaram as hemoglobinas 

variantes S ou C. Destes, 5,6% (33) apresentaram a HbS em heterozigose (AS); 3,2% (19) 

a HbC em heterozigose (AC) e 0,3% (02) a HbC em homozigose (CC). No Brasil, a 

distribuição das hemoglobinopatias é muito variável, tendo sido registrado na região de 

Campinas (São Paulo) por RAMALHO et al (1976), a presença de 2,72% de portadores do 

traço falciforme em 220 RN analisados; na Bahia 10,8% destas alterações foram 

encontradas em 1.200 crianças em idade escolar (AZEVÊDO et al, 1980); RAMALHO em 

1986 registrou freqüência de 6,6% do gene da HbS entre a população negróide do sudeste 

do país. De acordo com estes dados, o estabelecimento de programas de triagem neonatal 

para estas doenças genéticas têm sido desenvolvido no país, demonstrando freqüências 

elevadas para as hemoglobinas variantes, principalmente a HbS. Em estudo recentemente
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realizado em 478 RN de Niterói (Rio de Janeiro), RIBEIRO et al (2000) encontraram a 

prevalência de 5,43% de hemoglobinas variantes; em Araraquara (São Paulo), o estudo de 

1.366 RN, revelou a freqüência de 6,2% de hemoglobinopatias (OLIVEIRA et al, 2000); no 

Rio Grande do Sul, o estudo realizado em 333 neonatos revelou o encontro de um 

indivíduo portador da HbS para cada 55 nascimentos (SILLA, 1999). No estado de 

Pernambuco, BANDEIRA et al (1999) estudando as características de RN portadores de 

HbS, encontrou 5,1% com traço falciforme e 0,2% com heterozigose dupla para as 

hemoglobinas S e C; em Minas Gerais, o programa de triagem neonatal analisou 605.419 

RN, detectando 3,2% de crianças com traço falciforme, 1,3% com HbC em heterozigose e

0,08% de portadores de anemia falciforme (SS) (SERJANT, 2000).

Na cidade do Salvador, a associação de pais e amigos dos excepcionais (APAE), 

através do programa da Secretária de Saúde de rastreamento neonatal para 

hemoglobinopatias, conveniado ao Sistema Único de Saúde -  SUS, analisou 1503 RN 

utilizando a técnica de HPLC, detectando 3,12% de RN com traço falciforme; 2,06% com 

HbC em heterozigose; 0,07% de RN com HbD em heterozigose; 0,07% com dupla 

heterozigose para as hemoglobinas S e D e 0,4% com doença falciforme SC (PIMENTEL 

et al, 2000).

Comparando-se os resultados obtidos no presente estudo com os descritos pela 

APAE em Salvador, podemos observar freqüências diferentes para a presença da HbS, além 

da detecção da Hb variante D. Estes fatos podem ser justificados pela diferença no tamanho 

da amostra analisada, onde a APAE estudou uma amostra 2,5 vezes maior que a referida no 

presente estudo, aumentando a possibilidade de detecção de hemoglobinas variantes mais 

raras, além do encontro de homozigotos para a Hb S, cuja freqüência descrita em adultos 

negróides da nossa população é de 0,1% (RAMALHO, 1986; SILVA et al, 1993); além
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disso, a técnica de HPLC apresenta um poder de resolução superior à eletroforese ácida, 

assim como uma maior sensibilidade na detecção de pequenas quantidades de 

hemoglobinas na presença de concentrações elevadas de HbF, como ocorre nos RN (VAN 

DER DIJS et al, 1992). Cumpre ressaltar que a matemidade pública Tsylla Balbino, cujas 

amostras foram estudadas no presente trabalho, atende a um grande contingente de 

mulheres negróides, com uma população de RN caracterizada por 74,70% de mulatos e 

pretos, aumentando a probabilidade de encontrar indivíduos portadores da HbS, uma vez 

que a presença desta hemoglobina está diretamente relacionada à proporção de pretos e 

mulatos da amostra (ZAGO et al, 1983; ZAGO et al, 1992). Além disso, as freqüências de 

HbS (5,6%) e HbC (3,5%) descritas na nossa amostra, também confirmam, geneticamente, 

a possibilidade aumentada para o diagnóstico de indivíduos SC e SS em nosso meio. Desta 

forma, estes resultados reforçam a necessidade da implantação de medidas urgentes, no 

sentido de estabelecer programas de triagem neonatal para hemoglobinopatias em todo o 

estado da Bahia.

Entre as técnicas mais utilizadas nos programas de triagem neonatal para 

hemoglobinopatias, estão as eletroforeses em pH ácido e alcalino. Como vantagens destas 

técnicas, incluem-se a simplicidade e o baixo custo, além de serem consideradas como 

métodos padrões para a determinação do perfil de hemoglobinas, com emprego mundial em 

programas de triagem que envolvem grande número de amostras. Suas desvantagens são a 

necessidade de utilizar as duas técnicas eletroforéticas em conjunto, além da resolução 

limitada para a identificação de algumas hemoglobinas variantes raras. Além das técnicas 

de eletroforese citadas, a focalização isoelétrica (IF) tem sido empregada em muitos 

programas de triagem neonatal, com excelente resolução na separação das hemoglobinas 

HbA, HbS, HbC, HbD e HbF; no entanto, o seu custo elevado tem limitado a sua utilização.
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Outra técnica empregada é a cromatografía liquida de alta pressão (HPLC), que possui 

sensibilidade e reprodutibilidade altas, além de poder diferenciar e quantificar diversos 

tipos de hemoglobinas anormais em um curto período de tempo; neste caso, o custo elevado 

para a sua implantação restringe a sua utilização, principalmente em regiões onde a 

população possui baixo poder aquisitivo (VAN DER DIJS et al, 1992; <http: 

//odp.od.nih.gov/consensus/cons/061/061_statement.htm>; SHAFERet al, 1996).

Em relação à prematuridade, analisou-se possíveis associações entre o tipo de 

hemoglobina presente e o período gestacional do RN, não tendo sido encontradas 

diferenças estatisticamente significativas. A análise estatística da média de peso dos RN 

com diferentes perfis de hemoglobina, também não demonstrou diferenças significativas, 

apesar da média de peso dos RN com perfil eletroforético normal ter sido superior às 

médias dos pesos dos RN portadores de Hb variantes. Estes dados confirmam os resultados 

de BAILL & WITTER (1986) em estudo caso-controle realizado em RN de Baltmore - 

Estados Unidos da América, e os de BANDEIRA et al (1999) que analisaram RN de 

Pernambuco, onde também não foram encontradas diferenças estatísticas significantes para 

os pesos dos RN.

A distribuição do perfil de hemoglobinas entre os grupos raciais demonstrou que 

42,30% (11) dos RN portadores da HbS estavam concentrados na população de RN 

mulatos, 30,77% (08) entre os pretos e 26,90% (07) entre os brancos. Estes resultados 

sugerem que triagem neonatal para hemoglobinopatias não deve ser baseada em critérios de 

cor ou raça do RN e dos seus progenitores, uma vez que a população brasileira, 

principalmente as das regiões do Norte e Nordeste, apresentam grande miscigenação racial, 

justificando a sua realização de forma universal. Apesar do gene da globina S ter sido 

historicamente trazido para o Brasil pelos africanos, este não mais se restringe à população
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de pretos ou mulatos, apresentando-se entre indivíduos fenotípicamente brancos. Estes 

resultados confirmam os achados de AZEVÊDO et al (1980) que encontraram a freqüência 

de 4,4% de portadores de traço falciforme entre crianças brancas do estado da Bahia; 

também estão de acordo com o trabalho realizado por BANDEIRA et al (1999), que 

detectou a freqüência de 4,6% de traço falciforme entre RN provenientes de mães brancas 

no estado de Pernambuco.

No presente estudo, foi registrada a freqüência de 3,82% (10) para o perfil ACF 

entre os RN do gênero feminino e 3,27% (08) do masculino; 6,11% (16) dos portadores da 

HbS foram do gênero feminino e 4,08% (10) do gênero masculino, porém sem significância 

estatística. CHANG et al (1995) encontraram diferenças significativas para a média de 

hemoglobina fetal entre os gêneros, com maior percentagem no gênero feminino, sugerindo 

que esta diferença esteja associada ao cromossomo X, cuja produção da HbF é controlada 

por um locus (X-linked FCP locus) no Xp22.2, o que talvez explique um quadro clínico 

menos grave em mulheres íalcêmicas, o que pode estar levando a uma sobrevida maior 

destas pacientes. Embora o gene da globina |3̂  não tenha sido freqüentemente relacionado 

ao sexo, existem controvérsias quanto a este aspecto, KRAMER et al (1978), em estudo 

realizado em 3.976 RN pretos de New-Haven - Estados Unidos da América, descreveu o 

predomínio da HbS em RN do gênero feminino. FOSTER et al (1981) confrontaram estes 

dados, analisando 70.000 RN de Kingston - Jamaica, registrando 10,1% de traço falciforme 

no gênero masculino e 10,01% no feminino; BANDEIRA et al (1999) também não 

encontraram diferenças significativas para a presença das hemoglobinas S e C entre os 

gêneros.
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A análise dos valores hematológicos e índices hematimétricos entre os RN com 

diferentes tipos de hemoglobina demonstrou diferenças estatisticamente significativas para 

os valores de CHCM, com valores mais elevados para o grupo ACF, provavelmente devido 

ao aumento da viscosidade interna e do conteúdo total de cálcio presente nas hemácias 

contendo a HbC, fato comprovado pelo encontro de valores significativos relacionados às 

análises dos valores de Ht, Hm e CHCM entre os grupos AF e ACF (LUKENS, 1999). 

Estas mesmas observações não foram descritas nas análises realizadas entre os grupos AF e 

ASF e, entre os ACF e ASF, demonstrando a ausência dos fenômenos relatados acima entre 

os RN portadores de HbS.

O período neonatal foi por muito tempo considerado o período apropriado para a 

investigação da talassemia a , através da correlação do provável genótipo a  do indivíduo 

com a quantidade de Hb de Bart's em corrida eletroforética realizada em pH alcalino. No 

entanto, após o nascimento, com a substituição das cadeias y pelas p, o nível da Hb de 

Bart's diminui progressivamente, dificultando a sua determinação. Além disso, apesar da 

Hb de Bart's estar sempre relacionada à presença da talassemia a , nem todos os RN 

portadores desta alteração produzem níveis detectáveis desta hemoglobina, como o 

ocorrido nos portadores da forma heterozigótica para a talassemia (portador silencioso) 

(SONATI, 1990). Hoje, com o grande avanço das técnicas de biologia molecular, é possível 

a identificação destas condições, favorecendo a compreensão das alterações moleculares 

envolvidas.

No presente estudo, a caracterização da talassemia demonstrou a freqüência

de 22,71% (134) de indivíduos portadores, sendo 20,34% (120) heterozigotos e 2,37% (14) 

homozigotos. A talassemia a  possui prevalência elevada em populações de todo o mundo.
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tendo sido registrada na população negra dos Estados Unidos da América, a freqüência de 

30% desta alteração em heterozigose e 2% em homozigose; na Nigéria o estudo da 

talassemia a  revelou 20% de RN com níveis detectáveis de Hb de Bart's e, na Jamaica 

estudos populacionais estimam a freqüência de 25% de portadores heterozigotos (HIGGS et 

al, 1980; STEINBERG & EMBURY, 1986; ADAMS et al, 1994). No Brasil, SONATI 

(1990) registrou a freqüência de 23,4% para a talassemia em estudo realizado em 47

indivíduos negróides de São Paulo. Na cidade do Salvador, ADORNO et al (1998) 

estudaram 50 gestantes com perfil eletroforético de hemoglobinas AA e encontrou a 

freqüência de 17,20% de portadores da talassemia As diferenças entre os resultados

descritos nestes estudos, deve-se principalmente ao fato deste último não ter sido realizado 

em indivíduos caracterizados como negróides e sim em amostra da população geral. 

COUTO (1999), realizou o estudo da talassemia em gestantes com perfil de

hemoglobinas AA e AC da cidade do Salvador, demonstrando a freqüência total de 23%. 

De acordo com o descrito, os nossos resultados confirmam a freqüência elevada da 

talassemia a  na população estudada, demonstrando a importância de sua detecção através 

de programas de triagem neonatal.

A presença da talassemia a} quando verificada entre os RN a termo e prematuros, 

não revelou diferenças estatisticamente significativas, tendo sido encontrados 19,87% (90) 

de heterozigotos e 2,21% de homozigotos entre os RN a termo; 17,86% (10) de 

heterozigotos e 1,78% (01) de homozigotos entre os RN prematuros. VAN DER DIJS et al 

(1992) sugerem que a presença da talassemia, pode diminuir a idade gestacional do RN, 

estando diretamente relacionada ao número de genes a  ativos e consequentemente à
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quantidade de Hb de Bart's formada, com base no fato de que a redução da quantidade de 

HbF pode conduzir a diminuição da captação de oxigênio da circulação materna.

A análise das características hematológicas entre os RN com genes a  normais e os 

portadores de talassemia a^, demonstrou diferenças estatisticamente significativas entre os 

grupos; a mesma análise estatística, excluindo-se os RN prematuros, também demonstrou 

diferenças signifícantes em todos os parâmetros, com exceção do CHCM (p = 0,22). De 

acordo com a literatura, na ausência de deficiência de ferro ou de associação com 

hemoglobinas anormais, a simples presença da talassemia em RN conduz a alterações nos 

padrões hematológicos, com diminuição do VCM e do HCM (LUKENS, 1999), diferente 

do que acontece nos adultos, onde a presença da talassemia em heterozigose não

causa alteração detectável, podendo ou não cursar com anemia discreta e, a homozigose 

caracteriza-se por uma anemia moderada, podendo apresentar alterações morfológicas das 

hemácias, sendo frequentemente descrita a presença de hemácias microcíticas (BUNN & 

FORGET, 1986; WEATHERAL & PROVAN, 2000). Desta forma, as diferenças 

encontradas nos dados hematológicos dos RN com talassemia comparados aos RN

com genes a  normais, sugerem que a presença da talassemia a , contribuiu para a redução 

significativa, não apenas dos índices hematimétricos, mas também dos valores 

hematológicos. Portanto, o diagnóstico da talassemia a  através da biologia molecular 

mostra-se necessário, uma vez que a demonstração da Hb de Bart's por eletroforese pode 

fornecer diagnóstico falso negativo para os portadores da talassemia a 2 ’̂̂  em 

heterozigose; e, a interpretação inadequada do conjunto destes achados pode levar a 

administração iatrogênica de compostos ferrosos nos RN, podendo acarretar a precipitação
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de fenômenos ligados a sobrecarga de ferro, como a hemocromatose, que possui freqüência 

ainda desconhecida na nossa população.

A presença da talassemia a  não demonstrou associação com o gênero do RN. 

Quando se analisou a presença de talassemia ente os gêneros dos RN estudados, 23,75% 

(62) indivíduos portadores de talassemia foram do gênero feminino e 20,25% (49) do 

masculino, apesar de uma tbrma grave de retardamento mental estar relacionada à presença 

da doença da HbH e ao cromossomo X (WEATHERALL, 1995). Levando-se em conta a 

presença da talassemia entre os grupos raciais, encontramos a freqüência de 23,60%

(21) portadores deste tipo de alteração entre os RN brancos; 20,97% (56) entre os mulatos e 

23,81% (35) entre os pretos, sem diferenças estatisticamente significativas entre os grupos,

■7 7 1 /  h  .  • •

não sendo verificada associação entre a talassemia a j ' e os diversos grupos raciais que 

compõem a nossa população. Estes resultados reafirmam a grande miscigenação racial, 

uma vez que a talassemia a  apresenta distribuição em todo o continente Africano, sendo a 

talassemia o tipo mais predominante, com contribuição irrelevante dos países

Asiáticos para a freqüência da talassemia a  em nossa região 

(STAMATOYANNOPOULOS & NIENHUIS, 1994).

No presente estudo, a distribuição da talassemia entre os RN com diferentes

perfis de hemoglobinas, demonstrou a freqüência de 36,67% (11) de talassemia entre os RN 

ASF, sendo 33,33% (10) heterozigotos e 3,34% (01) homozigotos, resultados superiores 

aos descritos por SONATI (1990), que encontrou 18,2% de talassemia em negróides 

portadores de traço falcêmico (AS) e COSTA et al (1994) que encontraram a freqüência de 

22% de talassemia em 41 indivíduos falcêmicos da região sudeste do país. Assim, estes
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resultados reafirmam a alta freqüência deste tipo de talassemia na população do Estado da 

Bahia, estando acima daqueles descritos em outras localidades do Brasil e dos Estados 

Unidos, constituindo-se em um dos fatores que podem estar contribuindo para que os 

indivíduos portadores de anemia falciforme da cidade do Salvador apresentem um quadro 

clínico menos grave, como observado por QUEIROZ (1996) que relatou freqüências 

menores para colelitíase entre os falcêmicos portadores de talassemia a  no estado da Bahia.

O encontro da freqüência elevada de talassemia a  entre os RN com perfil ASF, indica que 

os portadores destas duas condições, provavelmente, devem apresentar um risco reduzido 

ainda maior para a ocorrência de determinadas complicações clínicas descritas em 

hetrozigotos AS, como a probabilidade de crises de falcização ao serem submetidos a 

cirurgias que utilizem anestésicos por períodos prolongados (NAOUM & DOMINGOS, 

1997).

A associação da talassemia a  com a HbC, provavelmente, diminui os níveis desta 

hemoglobina em indivíduos AC, pelo mesmo mecanismo que ocorre na associação com a 

HbS (ADAMS et al, 1994). No presente trabalho, foi verificada a presença da talassemia

em heterozigose em 25% dos RN com perfil de hemoglobinas ACF, dados que estão 

de acordo com os demonstrados por COUTO (1999), que relatou a freqüência de 23% de 

talassemia em gestantes AC de Salvador, sendo 21% heterozigotas e 2% homozigotas.

Considerando o tipo de hemoglobina e a presença da talassemia, foram analisados 

os pesos dos RN, não tendo sido encontrado diferença significativa entre os resultados, 

embora as médias dos pesos dos RN portadores de talassemia estivessem sempre abaixo da
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média de pesos dos RN com genes a  normais, tomando-se ainda mais pronunciada quando 

houve associação da talassemia com hemoglobinas variantes.

Com o objetivo de verificar se a talassemia a  juntamente com a presença da 

hemoglobina variante poderia estar interferindo no período de duração da gestação, o perfil 

de hemoglobinas foi investigado entre os RN prematuros e nascidos a termo com genes a  

normais e portadores de talassemia não tendo sido encontrada nenhum tipo de

associação. Apesar dos resultados não terem demonstrado significância estatística, o 

acompanhamento de gestantes apresentando tais alterações, pode conduzir a obtenção de 

informações relativas à prematuridade e a sua correlação com estas hemoglobinas.

Os efeitos da talassemia sobre a HbS foi investigada através da comparação

das características hematológicas dos RN que apresentavam perfil de hemoglobinas ASF 

com genes a  normais e os portadores de talassemia. Foram encontrados valores menores 

para a Hb, Ht e VCM nos RN com perfil ASF portadores de talassemia, com diferenças 

estatisticamente significativas entre os grupos. A talassemia a  quando associada a anemia 

falciforme, melhora o curso clínico da doença, diminuindo a concentração intraeritrocitária 

da HbS, com redução do grau de hemólise (ADAMS et al, 1994); a interação da talassemia 

a  e a heterozigose da HbS tem como efeito, a redução da quantidade de HbS, que é 

proporcional ao número de genes a . Assim, o genótipo da globina a  pode ser considerado 

determinante das alterações hematológicas em indivíduos com traço falcêmico, 

observando-se diminuição do VCM e da Hb (HIGGS et al, 1980; STEINBERG & 

EMBURY, 1986). A mesma análise realizada em RN com perfil de hemoglobinas ACF, 

demonstrou diferenças estatisticamente significativas para os valores de Hb e VCM. Entre
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OS RN com perfil eletroforético normal AF, verificou-se que aqueles portadores de 

talassemia apresentavam valores hematológicos e índices hematimétricos inferiores aos RN 

com genes a  normais, com diferenças significativas em todos os parâmetros, com exceção 

do Ht.

Comparando-se as características hematológicas entre os RN com perfil de 

hemoglobinas normal e variante dentro do grupo dos RN portadores de talassemia 

verificou-se que a análise entre os RN com os perfis AF e ASF; AF e ACF, demonstrou 

valores hematológicos sempre inferiores nos RN que apresentavam hemoglobina variante 

(S ou C), com diferenças estatisticamente significativas em todos os parâmetros, exceto 

para os valores de Hb no grupo AF e ACF, fato que não foi observado para os valores 

hematológicos dos RN AF e ASF; AF e ACF com genes a  normais. Estes resultados 

sugerem que a talassemia quando associada a hemoglobinas variantes nos RN,

interfere de maneira mais acentuada sobre as características hematológicas, reduzindo a 

níveis ainda menores os valores de VCM, Hb e Ht.

A talassemia Ireqüente entre asiáticos, raramente encontrada em negros e no

Mediterrâneo, não foi identificada neste estudo.

Assim, o presente estudo confirmou a presença elevada de hemoglobinopatias em 

nosso meio, revelando a Bahia como o estado que possui as maiores freqüências para a HbS 

e talassemia do Brasil, detectadas em programas de triagem neonatal. Além disso, a 

identificação destas alterações possibilita o diagnóstico seguro e o tratamento adequado dos 

seus portadores, podendo contribuir com dados inéditos e de grande relevância para a 

compreensão da diversidade destas doenças genéticas. Diante do conjunto de resultados
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encontrados, não há dúvidas sobre a necessidade de implantação de um programa de 

triagem neonatal em nosso estado, visando a identificação precoce, não apenas de 

hemoglobinas variantes, mas também de talassemias, buscando colaborar para a orientação 

dos familiares e instituição de aconselhamento genético, a fim de proporcionar uma 

qualidade de vida melhor aos portadores destas alterações.
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I. Os valores hematológicos e índices hematimétricos mostraram-se abaixo dos valores de 

referência adotados. As médias de Hb, Ht e Hm apresentaram diferenças 

estatisticamente significativas) entre os grupos de RN a termo e prematuros, p=0,005; 

p=0,021 e p=0,019, respectivamente, com valores muito inferiores aos padrões 

referenciais, indicando que a origem sócio-econômica da população de RN estudada 

interferiu nos dados relatados;

2. Foram encontrados 33 (5,6%) RN com traço falciforme, 19 (3,2%) com heterozigose 

para HbC e 02 (0,3%) com homozigose para HbC, confirmando a presença de 

freqüências elevadas destas hemoglobinopatias em nossa região. O tipo de hemoglobina 

presente não interferiu na média de peso ao nascimento, não demonstrou associação 

com o período da gestação, nem com o gênero do RN;

3. Não foram identificados RN com perfil de hemoglobinas SF e SCF, no entanto a 

freqüências elevadas de RN com perfil ASF e ACF, sugerem a probabilidade 

aumentada de indivíduos SS e SC na nossa população. Entre os RN com perfil ASF, 

42,30% foram mulatos, 30,77% pretos e 26,92% foram brancos, comprovando a grande 

miscigenação racial e descaracterizando a HbS como aheração exclusiva entre 

indivíduos pretos, principalmente na região estudada, reforçando a necessidade da 

triagem neonatal para hemoglobinopatias de forma universal;

4. A análise estatística das características hematológicas entre os RN com perfil 

eletroforético AF e ASF não demonstrou significância, ao contrário dos RN com perfil 

eletroforético ACF, que revelou diferenças estatisticamente significativas para os 

valores de Ht (p=0,008), Hm (p=0,017) e CHCM (p=0,0045), indicando que a presença 

da HbC influencia o perfil hematológico apresentado pelos RN;



5. A talassemia foi detectada em 134 (22,71%) dos RN, destes 14 (2,37%) foram 

caracterizados como homozigotos e 120 (20,34%) como heterozigotos, sem diferenças 

estatísticas signifícantes entre os RN prematuros e nascidos a termo, não apresentando 

correlação com a idade gestacional. Também não houve associação da talassemia

com o gênero, assim como não interferiu com o peso das crianças ao 

nascimento;

6. A presença da talassemia foi detectada em 11 (36,67%) RN com perfíl ASF, 

sendo 10 (33,33%) hetrozigotos e 01 (3,34%) homozigotos e em 4 (25,0%) RN com 

perfíl ACF, sendo todos heterozigotos, indicando a freqüência elevada desta alteração 

entre os RN portadores de hemoglobinas anormais acima dos valores descritos em 

estudos realizados em outras regiões do país, nos Estados Unidos e Jamaica;

7. A presença da talassemia em RN com perfíl ASF influenciou os valores de Hb, 

Ht e Hm, reduzindo-os significativamente, quando comparados aos RN com perfíl de 

hemoglobinas AF, p=0,03; p=0,03 e p=0,008, respectivamente. Entre os RN com perfíl 

ACF e AF portadores de talassemia, houve diferenças signifícantes para os valores de 

Ht e Hm, HCM e CHCM, p= 0,007; p=0,002; p<0,00001e p=0,028, respectivamente;

8. Não foram observadas diferenças estatisticamente signifícativas na análise comparativa 

dos valores hematológicos entre os RN portadores de hemoglobinas variantes e os RN 

com pertil AF que apresentavam genes a  normais. Estes dados confírmam a influência 

da talassemia sobre as características hematológicas dos RN portadores de 

hemoglobinas variantes;
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9. Não foram encontrados RN portadores da talassemia indicando que este tipo de

3 7K.balteração não está presente em freqüências semelhantes à talassemia a i ' na nossa 

população;

10. A identificação dos portadores de hemoglobinas variantes e de talassemia, associado 

aos resultados obtidos com a análise hematológica, demonstram a importância da 

triagem neonatal de forma sistemática em todo estado da Bahia, possibilitando o 

diagnóstico precoce e adequado destas doenças. Desta forma, a triagem neonatal para 

hemoglobinopatias estruturais e de síntese, permite a realização de tratamento e 

acompanhamento médico apropriados aos indivíduos portadores destas alterações, 

possibilitando o início de medidas profiláticas, bem como o esclarecimento aos 

familiares sobre os primeiros sinais e sintomas das complicações de risco, através do 

aconselhamento genético.
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QUESTIONÁRIO APLICADO ÁS MÃES OU RESPONSÁVEIS PELOS RECÉM

NASCIDOS 

Anexo I

Nome da Mãe:______

Endereço:__________

Idade:

Telefone:

Grupo Sangüíneo: Grupo Racial:

01. Quantas vezes já  engravidou?

02. Já teve aborto? ( ) SIM ( ) NÃO

Em caso de SIM, quantas vezes abortou?

( ) ESPONTÂNEOS ( ) PROVOCADOS

03. Teve acompanhamento pré - natal? ( ) SIM 

Em caso de SIM, apresentou algum problema?

( )SIM

Qual? ( ) Pneumonia

( ) Infecção Urinária

( ) Dores Ósseas

( ) Anemia

( ) Pré - eclâmpsia

( ) Outros:

( )NÃO

( )NÃO



04. Já teve algum parto prematuro (filho nasceu antes do tempo)?

( )S1M ( )NÃO 

Em caso de SIM, quantos partos prematuros? ________________
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05. Já teve algum óbito fetal intra - uterino (filho morreu dentro do útero)? 

( )S IM  ( )NÃO 

Em caso de SIM, quantos óbitos fetais intra - uterino?__________

06. Fez uso de cigarros durante a gestação? ( )SIM ( ) NÃO

07. Fez uso de álcool durante a gestação? ( )SIM ( ) NÃO

08. Fez uso de alguma outra droga? ( )SIM ( ) NÃO 

Em caso de SIM, qual o tipo? _____________ ____________ ___________

09. Conhece casos de Anemia Falciforme na família? ___________

10. Sexo do Recém - Nascido: ( ) F  ( )M

11. Grupo Racial do Recém - Nascido: _________Peso do RN:

12. Recém - nascido é prematuro? ( )SIM ( )NÃO 

Em caso de SIM, qual o período?______ ____________



13. Recém - Nascido apresentou algum problema? ( )SIM ( ) NÃO 

Em caso de SIM, qual? ( ) Icterícia

( ) Doença Respiratória 

( ) Outros:_______
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TERMO DE CONSENTIMENTO 

Anexo II

Eu, _________________________ __________________ (nome do pai ou responsável), com

18 anos de idade ou mais, detentor de integral competência para dar ao

menor___________________________ ___________________ (nome do recém-nascido) o

consentimento para participar como voluntário do estudo denominado Triagem Neonatal; 

Investigação de Hemoglobinopatias em Recém-nascidos da Cidade do Salvador - Beihia, 

sob a coordenação de Dra. Marilda de Souza Gonçalves. As implicações de sua 

participação voluntária, incluindo a natureza, duração e objetivo do estudo, os métodos e 

meios através dos quais deve ser conduzido e as inconveniências e riscos que podem ser

naturalmente esperados foram explicados por __________________ ______________ (nome

do investigador) no_______________________ _______________ _________(endereço e

telefone).

Entendo também que eu tenho permissão para a qualquer momento revogar o meu 

consentimento e retirar o paciente do estudo sem sofrer nenhuma punição ou perda de 

direitos. Entretanto, o paciente poderá ser solicitado a realizar exame, caso o médico que o 

assiste, julgue-os necessários para sua saúde e bem estar. Minha recusa em permitir que 

meu filho ou tutelado participe do estudo não resultará em punições ou perdas de benefícios 

a que ele/ela tenha direito.

Nome do responsável (letra de forma)__________________ ___________________________ _

Assinatura do responsável_______________________________________ Data / /

Endereço________________________________ _____ ^Número de identidade _________

Número no estudo
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Eu presenciei a explicação acima descrita, confirmando a oportunidade concedida ao 

responsável de formular perguntas e testemunho a assinatura do pai ou responsável pelo 

menor neste documento.

Nome da testemunha-1 (letra de forma)__________________________________
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Assinatura da testemunha-1____________________________________  Data / /_

Nome da testemunha - 2 (letra de forma) __________________________

Assinatura da testemunha-2_______________________________________^Data / /

Nome do investigador (letra de forma)_________________________ __ _______________

Assinatura do investigador______________________________________ Data / /



EXPLICAÇÃO DO TERMO DE CONSENTIMENTO

Título do estudo

"‘Triagem Neonatal: Investigação de Hemoglobinopatias em Recém-nascidos da 

Cidade do Salvador - Bahia'”

Investigador principal

Dra. Marilda de Souza Gonçalves -  Centro de Pesquisa Gonçalo Moniz -  FIOCRUZ -  BA 

- Faculdade de Farmácia -  Universidade Federal da Bahia

Informações sobre a sua participação

As anemias são doenças que podem ocorrer mais freqüentemente por falta de 

alimentação adequada, por parasitoses, mas também existe uma causa muito encontrada na 

nossa população e que pode ser herdada do pai e da mãe, devido a um defeito na substância 

que se une ao oxigênio e o leva por todo o nosso corpo. Esta substância é chamada de 

hemoglobina e uma das doenças mais comuns decorrente desta alteração é a anemia 

falciforme.

A anemia falciforme é uma doença grave e os indivíduos transmissores da herança 

representam 7% da nossa população; da mesma forma, a talassemia alfa constitui um tipo 

de doença, que pode ser conílindida com anemia por deficiência de ferro, atingindo 

aproximadamente 20% da nossa população. Por isso, é importante realizar estudos nos 

recém-nascidos e descobrir se eles apresentam a doença, para que possam iniciar o 

tratamento precocemente, evitando possíveis complicações clínicas graves.

Por estes motivos, você está sendo convidado a participar de uma pesquisa médica, 

que envolverá diagnóstico, assistência e informações sobre estas anemias hereditárias. É
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importante que você entenda os princípios gerais que se seguem a realização do presente 

estudo e que serão explicados a seguir: a) sua participação é totalmente voluntária; b) você 

poderá interromper sua participação antes ou em qualquer momento do estudo. Sua recusa 

em participar não envolverá punições ou perda dos direitos constituídos; c) depois de lidas 

as explicações, você pode fazer qualquer pergunta necessária ao seu entendimento

Objetivo do estudo

O objetivo deste estudo é fornecer o diagnóstico precoce destas anemias, com 

acompanhamento médico ao portador. Caso você concorde em participar, deve permitir a 

coleta de 5 mL de sangue do cordão umbilical, que será realizado na sala de parto pela 

equipe responsável e, destinados à realização das análises laboratoriais.

Duração da sua participação

O tempo previsto para a realização do nosso estudo será de aproximadamente 02 (dois) 

anos. Entretanto, todos os portadores da anemia serão assistidos pela equipe médica da 

Fundação Hemocentro da Bahia (HEMOBA) para acompanhamento clínico e 

aconselhamento genético.

Riscos, danos e desconfortos

O sangue será coletado por pessoal habilitado e especializado, utilizando materiais novos, 

estéreis e descartáveis.

/ 0. A nexos 109



Benefícios

A participação neste projeto proporcionará benefícios aos indivíduos portadores de anemia, 

uma vez que possibilitará a realização do diagnóstico precoce, melhorando o 

acompanhamento clínico, laboratorial e de aconselhamento genético.

Compromisso com a confídencialidade da identidade do voluntário

Os registros da participação da criança no estudo serão mantidos confidencialmente, sendo 

do conhecimento dos responsáveis e da equipe participante do projeto e do médico que o 

acompanhará.

Novos achados significativos

Qualquer informação importante que surgir durante a sua participação no estudo e que 

possa contribuir para o melhor desenvolvimento clínico da doença em estudo será levada 

imediatamente ao seu conhecimento e do seu médico.

Cuidados médicos

Os participantes do estudo serão atendidos para acompanhamento no HEMOBA. As 

análises laboratoriais serão realizadas no Laboratório de Patologia e Biologia Molecular / 

CPqGM-FlOCRUZ.
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Pessoas e locais a serem contactados para a obtenção de respostas, e 

formulação de perguntas e maiores informações

Por favor entre em contato com uma das pessoas abaixo descritas, caso você necessite de 

maiores esclarecimentos.

Dra. Marilda de Souza Gonçalves -  Coordenadora do projeto -  Laboratório de Biologia 

Molecular do Centro de Pesquisa Gonçalo Moniz -  FIOCRUZ / Tel: 356-8783 R- 265 

Dra. Isa Lyra - Médica - Especialista em Hematologia - Centro de Hematologia e 

Hemoterapia / HEMOBA / Tel: 357 - 2496

Dra. Ângela Zanette - Médica - Especialista em Hematologia - Centro de Hematologia e 

Hemoterapia / HEMOBA / Tel: 357 - 2496

Elisângela Vitória Adorno - Farm. Bioquímico que desenvolverá a tese de doutorado com 

a realização do presente projeto no Laboratório LPBM -  CPqGM -  FIOCRUZ / T e l: 356- 

8783 R- 265

Caso você não tenha entendido alguma parte deste documento/explicação, pergunte ao 

investigador antes de assinar

Atesto o recebimento da cópia deste acordo, que é constituído pelos termos de explicação e 

de consentimento.

Nome do pai/responsável (letra de form a) _______________ ______________ _

Assinatura do pai/responsável________________________________ Data / /

Nome da testemunha 1 (letra de forma)__________________________ ______________
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Assinatura da testemunha 1___________________________________Data / /

Nome da testemunha 2 (letra de forma)_______________________________

Assinatura da testemunha 2 Data / /
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