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Introducéo

O diagnostico neonatal de hemoglobinopatias permite a melhoria na qualidade de vida
do doente com a implementacao de medidas profilaticas, acompanhamento clinico e
aconselhamento genético. Objetivou-se no presente estudo o diagnéstico das hemo-
globinas variantes e talassemias em amostras de sangue de cordao umbilical de neonatos
da regido noroeste do estado de Sdo Paulo por Cromatografia Liquida de Alta
Performance (HPLC), associada a procedimentos eletroforéticos, bioquimicos e
citolégicos, visando adaptar a melhor metodologia de analise a freqliéncia dos defeitos
de hemoglobina na populacéo brasileira. Foram analisadas 3.048 amostras de janeiro
de 2001 a dezembro de 2002, e 13,12% apresentaram alteraces de hemoglobinas,
sendo 1,84% com presencga de Hb S; 0,6% com Hb C; 0,65% com resultados sugesti-
vos de beta talassemia e 9,48% sugestivos de alfa talassemia. Dentre as hemoglobinas
anormais encontradas, 0,33% das amostras apresentaram resultados discordantes
nas metodologias aplicadas. A HPLC mostrou-se eficiente para a identificacdo de
variantes de hemoglobinas e permitiu a analise de grande ndmero de amostras em
curto espago de tempo e agilidade nas triagens. Entretanto, foi necessario associar
outros métodos de analise para a caracterizagao das formas talassémicas. Rev. bras.
hematol. hemoter. 2008;30(1):12-17.

Palavras-chave: Triagem neonatal; hemoglobinopatias; talassemias; HPLC; diag-
néstico laboratorial.

selhamento genético que, em um contexto educacional, per-
mitem aosindividuosou familiasdecidirem, deformaconsci-

As hemoglobinopatias sdo alteragdes genéticas com
ampladistribuicdo mundial e, no Brasil, pelo alto grau demis-
cigenacdo da populacéo, aincidéncia varia de acordo com a
fixagdo regional dos principaisgruposraciais colonizadores.*?

Por suadiversidade genéticaeimportanciaclinica, sdo
consideradas problemas de salide publica em muitos paises
inclusive o Brasil. Est&o inseridas nos programas de triagem
neonatal visando, através do diagndstico precoce, amelhoria
na qualidade de vida dos doentes com a implementac&o de
medidas profiléticas e de condutas terapéuticas adequadas.
Auxilia também nos procedimentos de orientagéo e acon-

ente e equilibrada, sobre a sua descendéncia®* No Brasil, a
inclusdo das hemoglobinopatias nos programas de triagem
neonatal foi efetivada em junho de 2001, com a portaria do
Ministério daSalde- n°822/GM .5

Em heterozigose, as hemogl obinas variantes geral men-
te ndo determinam manifestagdes clinicas significativase as
freqiéncias podem ser subestimadas. Dependendo da
metodol ogia utilizada nacaracterizagdo, umaou maisformas
de hemogl obinas (Hb) variantes podem aparecer com maior
freqliéncia, e assim faz-se necessario estabel ecer um padréo
de andlise para estas ateracoes genéticas.5’8
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Objetivou-se, neste trabalho, realizar o diagnostico de
variantes de hemoglobinas e talassemias, em amostras de
sangue de cordé@o umbilical, por metodologias classicas de
andlise, como procedimentos el etroforéticos, bioquimicos e
citolégicos, comparados a Cromatografia Liquida de Alta
Performance (HPLC) visando a adequag&o da melhor
metodologia de andlise as frequiéncias desses defeitos here-
ditériosde Hb no Brasil.

Casuistica e Métodos

A casuistica constou de 3.048 amostras de sangue de
cordd@o umbilical de recém-nascidos na regido noroeste do
estado de Sao Paulo, no periodo dejaneiro de 2001 adezem-
bro de 2002, de ambos os géneros e sem distingao étnica.

Asamostrasforam avaliadasinicia mente por métodos
de triagem de hemoglobinopatias, tais como: Resisténcia
globular osmética em solucéo de NaCl a 0,36%,° um teste
seletivo para rastreamento de talassemias do tipo beta;
Eletroforese em acetato de celulose, pH 8,6,%° que permite a
separacdo de todas as hemogl obinas normais e grande parte
dasanormais; Analisedamorfologiaeritrocitaria,® paraiden-
tificar alteragBes como hipocromia, microcitose, célulasem
alvo efdcizadas, Cromatografialiquidade ataperformance,
HPL C, realizadacom o Sistemaautomatizado Variant (Bio-
Rad), utilizando os reagentes e o protocolo do fabricante
para esta faixa etaria. O kit de diagndstico do sistema foi
especia mente desenhado paraidentificagdo de variantes de
hemoglobinas natriagem neonatal apartir de sangue em pa-
pel filtro e foram realizadas as seguintes adequagdes para
andliseem sanguetotal: 5,0 uL de sanguede cordéo diluidos
em 1,0 mL de &guadestilada, homogenei zado por inversao e
entdo utilizado naandlise. Estadilui¢éo apresentou amesma
concentracdo de Hb totais preconizada pelo fabricante.

Osresultadosindicativos da presenca de formastalas-
sémicas ou variantes de hemogl obinas foram submetidos aos
seguintes testes complementares: Pesquisa de corpos de Hb
H e Heinz,?2 utilizada para a confirmagao citol 6gica destes

agregados, apos coloracdo vital, nasuspeitade alfatalassemia
e hemoglobinas instaveis; Eletroforese em &gar-fosfato, pH
6,2,® que permite separar as hemoglobinas S e C de outras
variantes com padr&o de migracdo semel hante em pH al cali-
no; e Eletroforese em pH neutro,** para identificagdo das
hemoglobinasBart'se H, indicativas de alfatalassemianesta
faixaetéria. A andlise estatistica foi realizada, utilizando-se
teste t de Student para comparagéo dos valores percentuais
médios.

Asamostras foram col hidas ap6s consentimento infor-
mado, seguindo aorientacdo daResolucéo 196/96. O projeto
teve aprovagdo no comité de ética em pesquisa da Unesp e
Conep, registro 3919, processo 25000.034091/2002-88.

Resultados

Do total de 3.048 amostras de sangue de corddo umbi-
lical avaliadas, 86,55% apresentaram perfil de hemoglobinas
normal paraaidade com val ores percentuais médiosparaHb
F de73,01% (DP 3,87) eva oresminimos e maximos55,9% e
84,1% respectivamente. ParaHb A, amédiafoi de 12,86%
(DP 4,14) valor minimo de 2,4% e maximo de 20,95%, obti-
dos por HPL C. Foram encontradas 13,12% das amostras com
ateracbes de hemoglobinas queincluiram formastalassémicas
e variantes. Foram observados resultados discordantes nas
metodol ogias de andlise em 0,33% das amostras que tiveram
resultadosinconclusivos natriagem. Osdiferentes fenctipos
encontrados estéo relacionados natabelal, eafiguralilus-
tra, paramelhor visualizagdo dadistribuicéo, arepresentacéo
gréficadessesfendtipos de hemoglobinasanormais, incluin-
do variantes e talassemias, sendo que o fendtipo de afa
talassemiaheterozigotafoi o maisfrequiente com 9,48%.

Paraatriagem eidentificacdo de hemoglobinas vari-
antesrealizaram-se as el etroforeses em pH alcalino e &ci-
do, onde as diferentes fracBes de hemoglobinas puderam
ser separadas por suas caracteristicas fisico-quimicas, as-
sociadasaHPL C, que possui altasensibilidade paraaiden-
tificacéo de fragbes presentes em pequenas quantidades

Tabela 1. Fenétipos de hemoglobinas observados em sangue de corddo umbilical de amostras da
regido noroeste do estado de S&o Paulo

Perfil de Hemoglobinas

Perot0 icade MOl oo heterosigom TS FAC  Raas nteragdes anoemaie
2001 1288 1121 127 06 18 05 03 - rapida 02 - ot/Btal (0,15%) 163
87,00% 9,86% 0,47% 1,40%  0,38% 0,23% 01 - Hb S/outal (0,08%)  12,65%
01 - Hb S/Btal (0,08%)
2002 1760 1517 162 14 38 13 01- rapida 03 - o/p tal (0,17%) 237
86,20% 9,20% 0,80% 2,15%  0,73% 0,06% 04 - Hb S/otal (0,23%)  13,46%
01 - Hb C/pBtal (0,06%)
01 - Hb S/ou/Btal (0,06%)
Total 3048 2638 289 20 56 18 04 13 400
86,55% 9,48% 0,65% 1,84%  0,60% 0,13% 0,42% 13,12%
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Figura 1. Representagdo grafica dos fenétipos de hemoglobinas
variantes e talassemias heterozigéticas encontrados no periodo
de janeiro de 2001 a dezembro de 2002. O perfil normal foi suprimido
para melhor visualizacéo das fracbes anormais.

nessa faixa etéria, como as variantes de cadeia beta, Hb Se
Hb C.Afigura2ilustra, em A, um cromatograma obtido por
HPLC de uma amostra com Hb S, e, em B, as fracBes de
hemoglobinas visualizadas em eletroforese em pH alcalino
damesmaamostra.

Paraasformastal assémicas, aassociacdo dos procedi-
mentos de triagem e testes complementares, queincluiram a
eletroforese em diferentes pH, andlise citoldgica e quanti-
ficacdo de fracBes, foi decisiva no estabelecimento dos
fendtipos. A HPLC ndo foi utilizada como critério decisivo
para o diagndstico das talassemias, pois o Kit utilizado foi
desenhado visando a identificagdo das hemoglobinas vari-
antesHb S,Hb C,HbD eHbE.

Para as suspeitas de alfa talassemia utilizaram-se as
eletroforesesem pH alcalino e pH neutro paraavisualizagdo

- Clekle Cell Bhart THZAE - - -
DATE: D9MI8r81 TIME: 11:82:02'
TECH ID 17
VIAL 25
SAMFLE |0 B00BO0E0E0S200 DOZ3
AMALYTE IO % TIME AREA
FAST 2.8 a1 ES011 B
Unkriown 1 1.2 a17 267
F1 10.0 004 261044
F 77.3 075 1881477 + -
0 4.4 1.84 10TEAZ w
] 3.8 1.34 AS07 2 F 3
TOTAL AREA 2400227
A 4.4% B 0.A8% R—
BT i i
—_— ]
40
J M e
oA A oA :
o 1 2  }

i— Hb &

HbF hemoglobina.
— Hk 3

DOrigem

Tabela 2. Valores percentuais médios obtidos por HPLC para
amostras normais e com alfa talassemia

Pico "Fast" Pico "A"
X DP X DP
Normal 2,64 % 1,64 12,86 % 4,14
Alfa talassemia 3,46 % 1,8 11,02 % 4,37
Valor t - 6,96 6,41

X = média, DP = desvio padrdo

e confirmagéo dasfractes de hemoglobinaBart'seH, acresci-
dos da pesquisa intra-eritrocitéria de corpos de Hb H. Os ca-
sos indicativos de afa talassemia heterozigota, obtidos pela
associacao dessas metodologias, quando submetidos as ané&
lises por HPL C, mostraram o pico identificado como "Fast",
estabel ecido pelo programa, com valor percentual médio au-
mentado, sendo de 3,46% (DP 1,8), e diminuicdo no valor
percentual médio do picodeHbA, 11,02% (DP4,37) emrela-
¢80 aos individuos com hemoglobinas normais para a idade,
nos quaisas médiaspercentuaisforam de 2,64% (DP 1,64) para
opicode"Fast" €12,86% (DP4,14) parao pico deA.

Com a aplicagdo do teste t de Student em nivel de
significanciade 0,01 evalor criticode + 2,59, aandlise esta-
tisticargjeitou a hipétese de que 0s grupos seriam similares,
mostrando diferenca estatisticamente significativa entre as
meédias percentuais, sendo o valor t =- 6,96 parao pico "Fast"
et = 6,41 para o pico de A, como pode ser observado na
tabela2. O aumento observado no valor percentual médio do
pico"Fast" dasamostrasindicativasde afatalassemiahetero-
zigotasugere que asHb Bart'se Hb H foram eluidas
nos tempos de retencéo (TR) que incluem fracbes
de hemoglobina como aHb F acetilada e produtos
de degradac&o das amostras colhidas em papel.

Na figura 3 os valores percentuais e do TR
dos picos "Fast" e A podem ser observados em
cromatogramas com amostras de sangue normal e
com alfatalassemia heterozigota e em C pode ser
observada a presenca da fragdo de Hb Bart's em
eletroforese em pH neutro, um dos testes comple-
mentares utilizados para identificar esse tipo de

Para a determinagéo dos casos de beta talas-
semiaheterozigota, oscritérios utilizados consisti-
ram na associacdo dos resultados obtidos pela re-
sisténcia globular osmaéti ca aumentada na solugéo
deNaCl a0,36%, andlisedamorfologiaeritrocitaria,
naqual observaram-se ateragtes discretasnamor-
fologia, e eletroforese em pH alcalino apresentan-
do valoresde Hb A diminuidos e de Hb F aumenta-
dos. Apesar do kit utilizado naHPL C ndo ser espe-
cifico para o diagndstico das talassemias, obser-

Figura 2. A - Cromatograma obtido pelo equipamento Variant (Bio-Rad) usando
"Kit Sickle Cell Short Program" para HPLC. A seta indica a fragdo de Hb S.
B - Eletroforese em pH alcalino. As setas indicam as diferentes fracbes de
hemoglobinas observadas
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vou-se diminui¢do no valor percentual médio do
picodeHbA (4,68 %, DP 2,0) eaumento namédia
percentual do pico de Hb F (80,85%, DP 2,07) em
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Figura 3. Cromatogramas obtidos pelo equipamento Variant (Bio-Rad) com "Kit Sickle Cell Short Program" de HPLC. A - amostra normal, B -
amostra com resultados indicativos de alfa talassemia heterozigota. Em destaque as janelas de "Fast" e "A". C - Eletroforese em acetato de
celulose, pH neutro. A seta indica a presenca da fracdo de hemoglobina Bart's

Tabela 3. Valores percentuais médios obtidos por HPLC para
amostras normais e com beta talassemia

Pico "Fast" Pico "A"
X DP X DP
Normal 73,01% 3,87 12,86% 4,14
Beta talassemia  80,85% 2,07 4,68% 2,0
Valor t -17,07 18,36

X = média; DP = desvio padrédo

relacdo as amostras com hemoglobinas normais (Hb A =
12,86% eHb F =73,01 %). A aplicacdo deteste estatistico t de
Student com nivel designificanciade 0,01 evalor critico de
+2,82 apresentou diferenca estatisticamente significativa,
comt=17,07 paraopicodeHb F et =18,36 parao pico deA,
guando comparados com o grupo com hemoglobinas nor-
mais. A tabela 3 ilustra a comparacdo dos valores obtidos
para essas amostras. Outros autores encontraram valores
similares aos por nés observados, em grupos populacionais
diversos e com coleta de amostra diversificada. >

Todos os resultados obtidos nos testes de triagem fo-
ram confirmados apds o0s seis meses de vida, com estudos
dosfamiliares.

Discusséo

A partir de junho de 2001, a portariado Ministério da
Saude n° 822 tornou obrigatéria ainclusdo da anemiafalci-
forme e outras hemoglobinopatias nos testes de triagem
neonatal nos estados cadastrados nasfases |1 ou I11 do Pro-
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grama Nacional de Triagem Neonatal. Essa inclusgo repre-
sentou grande avanco na salde publica do pais, permitindo
o diagnastico precoce das ateragGes de hemoglobinas e as-
sim contribuindo para a reducéo da morbi-mortalidade de-
corrente dessas alteragdes genéti cas e promovendo amel ho-
ria na qualidade de vida dos doentes. No entanto, deve-se
ressaltar que as hemogl obinopatias sdo alteragdes com gran-
de diversidade genética que incluem formas variantes e
talassémicas e, diante da frequiéncia das talassemias hetero-
Zigotas observadas na popul ago brasileira, destaca-seaim-
portancia da padronizacéo de técnicas para o diagnéstico
dessas alteractes, aumentando assim a abrangéncia do Pro-
gramaNacional.” Os procedi mentos el etrof oréti cos séo bas-
tante utilizados nas analises de hemogl obinas por serem ca
pazes de separar todas as hemoglobinas normais e parte das
anormais. No entanto, a maioria inclui técnicas ndo auto-
matizadas e que dependem de inspecdo visual para a deter-
minacdo do fendtipo. As ateractes de cadeia beta encon-
tram-se expressas em pequenas quantidades no periodo
neonatal e estefato representaumadificuldade adicional para
avisualizacao das fragbes nos procedimentos el etrof oréticos
usuais.'®

A HPLC é um método sensivel, que possui limites de
deteccdo aceitaveis, permitindo a sua aplicagdo narotinade
andlise com controle de qualidade, sendo capaz de identifi-
car ediferenciar variashemoglobinasvariantes. A HPL C apre-
senta caracteristicas importantes para amplos programas de
prevencao das hemogl obinopatias, como a rapidez nas ané-
lises, utilizando pequena quantidade de amostra, andlise de
um grande ndmero de amostras ao mesmo tempo e o forneci-
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mento de resultados semiquantitativos, com custo por teste
comparavel aoutros métodos existentes em laboratorios que
trabalham com grandes volumes de amostras.*®

A utilizagc@o das metodologias cléassicas de diagnosti-
co de hemogl obinopatias associadas asensibilidadedaHPLC
possibilitou, neste estudo, a identificagdo de aproximada-
mente 3,0% de amostras com hemogl obinas variantes, inclu-
indo as variantes mais frequientes como as Hb SeHb C, a
associacdo dessas as formas talassémicas e ainda hemo-
globinas de rarafreqliéncia, refletindo a diversidade genéti-
cadapopulagdo brasileira.

Para o diagnostico das talassemias, fez-se necessaria a
utilizagdo conjunta da HPL C e de metodologias cléssicas de
andlise quantitativas e qudlitativas, que foram decisivas na
identificacéo das alterages caracteristicas de formas tal assé-
micas. AHPLC ndofoi utilizadacomo critério diagndstico deci-
Sivo para as talassemias, mas, apesar de ndo ser capaz de
identificar e quantificar precisamenteasHb Bart'se H, obser-
vou-se um aumento percentual médio de fraces com baixo
tempo de eluicdo, como o pico identificado como "Fast”, na
gueles cromatogramas de amostras com suspeita de alfa
talassemia, sendo a variagdo nesses valores estatisticamente
significativa. Essa observacdo auxiliou o direcionamento das
andlises, permitindo a pesquisa cuidadosa nos testes especifi-
cos paraidentificacéo de alfatalassemiaheterozigdtica.

Damesmaforma, aHPL C também n&o foi determinante
no diagnostico dos casos de beta tal assemia heterozigdtica,
0 qual foi baseado nos resultados conjuntos obtidos nas
diferentes metodol ogias de andlise. No entanto, ao comparar
osvaoresdeHb A eHb F, obtidos por HPL C, nos portadores
de beta talassemia heterozigota com os valores percentuais
médios encontrados em individuos normais, observou-se
diminuicao namédiapercentual de Hb A e aumento no valor
percentual médio da Hb F, sendo diferenca estatistica-
mente significativa. Esses achados foram compativeis com
relatos de talassemia do tipo beta rastreados nessa fase, > ¢
2 sendo estauma observacdo importante paraauxiliar asus-
peita diagndstica e o direcionamento das andlises comple-
mentares. Devido ao bai xo nimero de amostras encontradas
com estahemoglobinopatia, ndo foi possivel estabelecer um
padrédo de andlise confiavel somente por HPL C nesse kit es-
pecifico. Para a correta caracterizagdo das formas talas-
sémicas, todas as fracfes de hemogl obinas devem ser avali-
adas em diferentes procedimentos laboratoriais e 0s casos
suspeitos confirmados em reteste apOs seis meses de vida,
sendo que a avaliacdo globa pela HPLC fornece indicios
paraandlises complementares.

A confirmagdo diagnostica apds seis meses de idade
permitiu arealizacdo do aconsel hamento genético de caréter
n&o diretivo, com atuagdo de equipe multiprofissional, auxili-
ando no acompanhamento de cada caso, fornecendo expli-
cagdes sobre 0 que so anemias hereditarias, como sdo trans-
mitidas eaimportanciado diagndstico precoce paraosfami-
liares. Destacou-se o interesse crescente da comunidade em

16

comparecer as sessoes de aconsel hamento e em obter infor-
macoes, trazendo outrosfamiliares pararealizar o diagnosti-
co, possibilitando a divulgacgo de sua importancia para a
comunidade. Com os retestes e estudos familiares, as sus-
peitasiniciais dapresencade hemogl obinopatias foram con-
firmadas corroborando os achados laboratoriais anteriores.

Através da andlise de amostras de sangue de cordédo
umbilical por procedimentos cromatograficos, el etroforéticos
e citoldgicos, sugeriu-se que os resultados em conjunto fa-
voreceram o direcionamento laboratorial parao diagnostico
dosdiferentestipos de alteracfes das hemoglobinasincluin-
do astalassemias. Em programas de triagem neonatal, consi-
derando-se a caracteristica étnica da populagéo brasileira, a
aplicacdo de diferentes metodol ogias permitiu umapesquisa
completa de hemaogl obinas, favorecendo a orientacdo gené-
tica e educacional adequada a cada caso.

Abstract

The neonatal diagnosis hemoglobinopathies improves the quality of
life by prophylactic measures and genetic counseling. The diagnosis
of variant hemoglobins and thalassemias was considered in the
present study. Cord blood samples of newborn babies from the
northwestern region of S&o Paulo state were analyzed by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) associated with
electrophoretic, biochemical and cytologic procedures aiming to
adapt the best methodology to analyze the frequency of hemoglobin
defects in the Brazilian population. Three thousand and forty-eight
samples were analyzed from January 2001 to December 2002 with
13.12% presenting hemoglobin alterations; 1.84% had Hb S; 0.6%
had Hb C; 0.65% were suggestive of thalassemia beta and 9.48%
were suggestive of thalassemia alpha. Among the abnormal
hemoglobins, 0.33% of the samples presented different results in
the methodologies used. HPLC was efficient to identify variant
hemoglobins and enable the analysis of several samples in a short
period of time with agility in screenin. However, an association of
other methods was necessary for the characterization of the thalassemic
forms. Rev. bras. hematol. hemoter. 2008;30(1):12-17.

Key words: Neonatal screening; hemoglobinopathies; thalassemias;
HPLC; laboratorial diagnosis
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