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Resumo
Introducéo: A a-talassemia engloba todas as condigfes nas quais hd um déficit na
producdo das cadeias a globinicas da hemoglobina. Para triagem neonatal, os
métodos de escolha mais utilizados sdo a focalizacao isoelétrica (FIE)e o HPLC.
Frente a dificuldade, baixa sensibilidade e especificidade das técnicas disponiveis
para o diagnostico de a-talassemia na triagem neonatal é essencial o aperfeicoamento
e 0 conhecimento da capacidade de deteccdo de ao-talassemia das técnicas ja

existentes.

Objetivos: Avaliar o método de HPLC e FIE na triagem neonatal de a-talassemia em

amostras de sangue seco em papel filtro.

Métodos: Foram analisados os resultados dos exames de recém-nascidos (RN). As
amostras de sangue seco capilar em papel filtro dos RNs para triagem neonatal foram
analisadas através dos métodos de HPLC e FIE. Apds triagem, os RNs foram
atendidos no ambulatdrio e submetidos a analises confirmatorias em sangue total,
através das seguintes metodologias: hemograma, HPLC e estudo molecular.O teste
molecular foi utilizado como padrdo ouro na detectacao de a-talassemia para todas
as amostras analisadas. Foram estabelecidos dois grupos com e sem a-talassemia.

Os rresultados obtidos foram expressos através de analises estatisticas.

Resultados: No hemograma o0s parametros que apresentaram diferenca
significativaentre os gruposforam os valores de eritrécitos, HCM, CHCM e VCM. Entre
as trés técnicas avaliadas, as trés apresentaram diferenca significa entre os dois
grupos. Os valores de area sobre a curva foram de: HPLC PF 0,862; FIE (0,855)e
HPLC ST (0,811). Os valores de sensibilidade e especificidade foram de: HPLC PF
91,7% e 70,6%; FIE 100% e 76,5% e HPLC ST 95,8% e 64,7%, respectivamente. Na
analise do indice kappa os valores obtidos foram: quando trés testes positivos o indice
kappa foi de 0,718, dois testes positivos 0,604 e quando somente um teste positivo foi
de 0,595.

Conclusdes: Os métodos analisados apresentaram o6timos valores de acuracia,
sensibilidade e especificidade. O HPLC ndo pode ser utilizado como diagnostico
definitivo, porém, pode auxiliar na triagem neonatal. Para futuros estudos, um

aumento no valor do n amostral deve ser levado em consideracéao.

Palavras-Chave: Anemia, Hemoglobinopatias, a-talassemia, Triagem
neonatal, FIE, HPLC. 6



Abstract
Introduction:The a-thalassemia encompasses all conditions in which there is a deficit
in the production of a globinchains of hemoglobin. For neonatal screening, the most
frequent used methods the isoelectric focusing (IEF) and the HPLC. In face of the
difficulty, low sensitivity and specificity of the techniques available for the diagnosis of
a-thalassemia in neonatal screening is essential for improvement and the knowledge
of the detection capability of a-thalassemia of existing techniques.
Objectives: Evaluate the HPLC method and IEF in neonatal screening of a-
thalassemia in samples of dried blood on filter paper.
Methods: Were analyzed the results of examinations of newborns (NB). Capillary
blood samples of the NB’s for neonatal screening were analyzed through HPLC
methods and FIE. After, the NB were treated in the outpatient clinic and submitted to
confirm analyzes in whole blood, through following methodologies: hemogram and
HPLC. Molecular test was used as the gold standard for all the samples tested. The
results obtained were expressed through statistical analyzes.
Results:The hemogram parameters which presented significant difference were the
values of erythrocytes, HCM, CHC Mand VCM. Among the three techniques evaluated
the three-showed significant difference between the two groups. The values of area
under the curve were: 0.862; IEF HPLC PF (0.855); HPLC ST (0.811). The sensitivity
and specificity values were: 91.7% PF HPLC and 70.6%; 100% FIE and 76.5% and
95.8% HPLC ST and 64.7%, respectively.In the analysis of the Kappa index values
obtained were: when three positive tests the kappa index was of 0, 718, two positive
tests 0, 604 and only when a positive test was 0, 595.
Conclusions: The methods analyzed showed great values of accuracy, sensitivity and
specificity. The HPLC cannot be used as a definitive diagnosis, however, can assist in
neonatal screening. For future studies, an increase in the value of the small sample

size should be taken into consideration.

Key words: Anemia, Hemoglobinopathies, a-thalassemia, Neonatal screening, IEF,
HPLC.



Introducéo

As hemoglobinopatias sdo as anemias hemoliticas intrinsecas hereditarias mais
comuns no mundo. Este grupo de doencas € causado por muta¢cdes nos genes da
globina humana e s&o classificadas como, hemoglobinopatias estruturais ou

talassemias @.

Nas hemoglobinopatias estruturais, ocorre alteracdo estrutural na cadeia
globinica da hemoglobina, como substitui¢cdes, insercdes ou delecdes, gerando assim,
hemoglobinas variantes como, por exemplo, hemoglobina S e hemoglobina C, que

apresentam maior prevaléncia com significado clinico @,

As talassemias sédo doengas em que ocorre uma diminuicdo parcial ou total da
expressdo de uma das duas cadeias de globina da molécula de hemoglobina, sendo
denominadas quando a deficiéncia ocorrer na sintese de cadeia a (a- talassemia) ou
de cadeia B (B-talassemia) @Y. O grupamento dos genes alfa inclui quatro genes
funcionais e trés pseudogenes “. Uma pessoa normal tem quatro genes alfa, sendo
dois herdados do pai e os outros dois da mae ©). Por ser uma doenca em que 0s
genes das cadeias alfa ou beta podem ser afetados em diferentes niveis, a talassemia
pode apresentar-se de forma leve, em que ndo ocorre anemia no portador, até formas
mais graves em que se tem volume corpuscular médio (VCM) diminuido e anemia que
pode ser de leve a grave. O desequilibrio causado pela diminuicdo da expresséo de
uma das cadeias causa maturacdo anormal dos eritrdcitos, resultando em microcitose
qgue, juntamente com a anemia deve alertar para um possivel diagnéstico de

talassemia 39,

A a-talassemia engloba todas as condicbes nas quais ha um déficit na
producéo das cadeias a globinicas da hemoglobina ). A subproducéo das cadeias
de a-globina origina um excesso de cadeias globinicas do tipo B que formam os
tetrameros de y4, denominados Hb Bart's (na vida fetal) e tetrAmeros de B4,
denominados Hb H (na vida adulta) ®. A a-talassemia é o transtorno genético mais
comum da sintese de Hb no mundo. Ela resulta de um desequilibrio na producéo da
cadeia a-globinica (HBA1 e HBA2), que pode ser reduzida (a*-talassemia) ou
completamente ausente (a’-talassemia) ). Mais comumente a a-talassemia resulta
da delecdo de um (-a) ou de ambos (--) os genes a (aa) @. Existem duas deleces

gue sdo as mais comumente encontradas na talassemia a*. A delecdo o3’ kb de
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DNA (-a37), sendo esta mais comum na regides africana e mediterranea, e a delecéo

-a*2 encontrada nas populacdes asiatica e mediterranica (-9,

No Brasil, a prevaléncia de a-talassemia esta relacionada com as multiplas
diferencas étnicas que compde o pais, sendo cada uma especifica de sua regido. A

-a37 é o tipo padrdo predominante no pais @9,

Os fendtipos clinicos relacionados a a-talassemia sdo muito variaveis, desde
portadores assintométicos a portadores que apresentam uma forma letal da doenca.
Portadores de traco talassémico apresentam anemia hipocrémica e microcitica leve
a moderada, geralmente ndo apresentando sintomas comuns em anemias graves,
ou podem ser assintomaticos (). A delecéo de trés genes alfa resulta na doenca da
hemoglobina H!Y, Os pacientes portadores dessa forma apresentam 25% a 50% de
hemoglobina Bart’s ao nascimento e 5% a 30% de hemoglobina H na vida adulta e
necessitam de acompanhamento médico 17, A delecédo de quatro genes alfa leva
a condicdo mais severa e letal de talassemia, conhecida como hidropsia fetal.
Criancas afetadas por esta forma de talassemia apresentam anemia grave, sendo
gue os portadores de hidropsia fetal quase sempre morrem durante o periodo

intrauterino (23-38 semanas) ou logo apés o nascimento ©.

Existem alguns métodos de triagem e diagndstico utilizados para o diagnéstico
da a-talassemia, tais como: 1-Avaliagcdo do hemograma: em geral, pacientes com a-
talassemia apresentam anemia hipocrémica e microcitica resultantes da deficiéncia
da sintese de hemoglobina (Hb) ®: 2-Eletroforese por focalizagéo isoelétrica (FIE):
teste auxiliar na pesquisa de Hb variantes raras. Esta técnica permite a separacédo de
fracbes muito proximas através de um gradiente de pH, até a Hb alcancar seu ponto
isoelétrico ®); 3-Eletroforese capilar: esta técnica baseia-se no principio da
eletroforese capilar em solucao livre. Utilizada para quantificacdo de Hb variantes, Hb
F, Hb A e Hb Az. A quantificacdo de Hb H nesta técnica so € possivel na presenca de
trés delecdes da alfa globina 2); 4-A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC):
técnica utilizada para quantificacdo de Hb variantes, Hb F e Hb A2. Apesar de néo ser
possivel a quantificacdo de Hb H nesta técnica, existe um indicativo de que a Hb H
apresenta uma banda facilmente detectavel no cromatograma (denominada banda
“Fast”), sugerindo destaforma a presenca dea-talassemia(®;5- A técnica de Multiplex-

GAP-PCRfoi desenvolvida para identificar as dele¢des de a-talassemia mais comuns



em nosso meio. Um resultado positivo indica presenca de a-talassemia, ou seja,
alteracdo genética que resulta na diminuicdo ou auséncia da sintese de cadeia alfa

globinica. Um resultado positivo significa uma —a3’entre genes al e a2 310,

Para triagem neonatal, os métodos de escolha mais utilizados séo a focalizacao
isoelétrica 12 e 0 HPLC*3), Mais recentemente a eletroforese capilar (CE) tem sido
introduzida nas rotinas laboratoriais 4. Contudo, em todos estes casos, a suspeita
na triagem deve ser confirmada através de uma identificacdo a nivel protéico ou

molecular @9,

O diagnéstico e o tratamento precoces dessas hemoglobinopatias tém
proporcionado aos profissionais, que acompanham criancas portadoras, um melhor
conhecimento e manejo sobre a doenca, aumentando significativamente a sobrevida
e a qualidade de vida de seus portadores, diminuindo suas sequelas e atenuando

suas complicacées clinicas (16:17),

Frente a dificuldade, baixa sensibilidade e especificidade das técnicas
disponiveis para a triagem e o diagndstico dea-talassemia na triagem neonatal,
éessencial o aperfeicoamento e o conhecimento da capacidade de deteccédo de a-
talassemia das técnicas jaexistentes. Portanto, éum desafio definir com precisdo um
ponto de corte de selecdo para o diagnostico clinico de diferentes gendtipos de
talassemia. No periodo neonatal, as quantidades de hemoglobina de interesse podem
estar significativamente reduzidas, devido ainteracdo de outros locus de globina.
Portanto, este trabalho tem por objetivo avaliar o método de HPLC e FIE na triagem

neonatal de a-talassemia em amostras de sangue seco em papel filtro.
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Materiais e Métodos

Delineamento e recrutamento da amostra

Foram analisados os resultados dos exames de recém-nascidos (RN)
atendidos pelo Sistema Unico de (SUS), rastreados no Laboratério de Referéncia
em Triagem Neonatal do Rio Grande do Sul, e em investigacdo no ambulatério do
Servico de Referéncia em Triagem Neonatal (SRTN) para a-talassemia,no periodo
de maio a outubro de 2017. Estetrabalho foi submetido e aprovado pelo Comitéde

Etica em Pesquisa do Hospital Materno Infantil Presidente Vargas.
Metodologias

As amostras de sangue capilar seco dos recém-nascidos obtidas em papel filtro
(S&S) para triagem neonatal de hemoglobinopatias foram analisadas através dos
métodos de Cromatografia Liquida de Alta Pressdao (HPLC; Bio-
RadVariantHemoglobinTesting System-SickleCell Short Program) e Focalizacéo
Isoelétrica (FIE; Perkin EImer). Apés os procedimentos de triagem neonatal em papel
filtro, os pacientes foram atendidos no ambulatério e submetidos a analises
confirmatorias em sangue total, através das seguintes metodologias: Hemograma
completo realizado em contador automatizado de células (ABX Pentra XL 80), com
posterior visualizacdo em distensao sangtinea para visualizacao de outras possiveis
alteracbes citologicas de série vermelha. Eletroforese de hemoglobina para as
analises das fracbes hemoglobinicas em sangue total com EDTA por um sistema
automatizado de Cromatografia Liquida de Alta Presséo (HPLC) (Bio-RadVARIANT
[I™- Beta Thal Short Program).

Para este estudo (conforme orientacdo dos fabricantes), o ponto de corte da
banda “Fast™foi definido em 10% para HPLC em papel filtro e no HPLC em sangue
total. A hemoglobina Bart's éinstavel e sua liberacdo, quando presente, aparece
antes do primeiro minuto de eluicdo, e por esta razdo ndo éconsiderada nos

marcadores dos tempos de retencéo.

Na FIE a presenca de bandas com Ponto Isoeletrico (PI) de 6,13 a 6,51 foram
definidas como positivas para Hb Bart’s, independente de sua concentragao.
Segundo o fabricante, bandas acima de 1% nesta regido sao sugestivas de presenca

para HbBart’s.
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Os estudos moleculares foram realizados apds a extracdo do DNA genémico
por técnicas “in house”’ou por kits comercialmente disponiveis, dependendo da
guantidade e qualidade do material obtido. O teste molecular foi utilizado como padrao
ouro para todas as amostras testadas, conforme PCR multiplex descrito por Tan et
al.,(2001) (8 e foram rastreados para—a3’. As amostras foram classificadas como:

normais, heterozigotas ou homozigotas para a delecéo estudada.
Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos atraves de medidas estatisticas descritivas, tais como
tabelas, graficos, média, mediana, desvio padrao e coeficiente de variacdo. Os dados
obtidos foram plotados e organizados em planilha do Microsoft Office Excel®2007. A
analise estatistica foi realizada através do programa Statistical Package for the Social
Sciences 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). Valores de p bilateral menor que 0,05
foram considerados estatisticamente significativos. A sensibilidade e especificidade e
ponto de corte de hemoglobinas variantes presentes nas trés metodologias avaliadas
foram analisadas através de curva ROC (Receiver Operating Characteristic). Para
andlise estatistica também foi realizado teste U de Mann-Whitney e andlise de

concordancia através de indice kappa.
Resultados

Foram analisados os resultados do perfil hemoglobinico de amostras de sangue
seco em papel filtro, coletados na primeira semana de vida de 44 RNs.A idade
mediana dos bebés no momento da triagem foi de 5 dias e dos estudos confirmatorios
em sangue total foi de 35 dias, variando de 14 a 224 dias. As amostras foram divididas
em dois grupos a partir do resultado da pesquisa molecular. Grupo positivo para RN
que apresentaram—a3’ na forma heterozigota ou homozigota e grupo negativo para

RN gue ndo apresentaram a —a3’.

A tabela 1 mostra a média e mediana dos parametros avaliados entre os dois
grupos de RN com e sem suspeita de a-talassemia e submetidos aos estudos

confirmatdérios em sangue total.
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Tabela 1. Dados descritivos do hemograma e das porcentagens de banda “Fast”em HPLC em
amostra de sangue seco em papel filtro e sangue total dos pacientes e porcentagens das bandas em
IEF.

—a3-"positivo —a3'negativo
(homozigoto/heterozigoto) P valor
Média + SD Média £ SD
Eritrocitos (1076/uL) 4,14 (+0,59) 3,62 (+0,74) 0,014
Hematdcrito (%) 32,24 (+4,3) 33,45 (+4,99) 0,395
Hemoglobina (g/dL) 10,24 (+1,16) 11,01 (+1,70) 0,114
HCM (pg) 24,76 (£1,52) 30,92 (3,71) 0,000
VCM (fL) 77,96(+4,18) 93,46(+10,56) 0,000
Mediana (P25-P75) Mediana (P25-P75)
CHCM 31,73 (31,40-32,25) 33,02 (31,40-32,25) 0,000
RDW (%) 14,30 (13,30-14,85) 14,05 (13,50-14,95) 0,488
HPLC FAST PF (%) 13,25 (12,40-14,42) 0,00 (0,000-12,40) 0,000
FIE (%) 9,50 (7,37-17,1) 0,00 (0,00-5,000) 0,000
HPLC FAST ST (%) 18,45 (15,68-19,13) 3,85 (0,00-16,77) 0,003

Legenda: HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentracéo de hemoglobina corpuscular média; VCM:

volume corpuscular médio; RDW: red cell distribution width PF: papel filtro; ST: sangue total.

Entre os parametros analisados do hemograma, 0s que apresentaram

diferenca significativa entre os dois grupos foram os valores de eritrécitos, HCM,
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CHCM e VCM (Tabela 1 e Figura3). Entre as trés técnicas avaliadas para deteccao
de fracbes hemoglobinicas caracteristicas de a-talassemia, as trés técnicas
apresentaram diferenca significativa entre grupo positivo e negativo (Tabela 1 e Figura
4).

A Figura 1 apresenta os graficos de um paciente com estudo molecular negativo para
a-talassemia analisado no estudo, mostrando os resultados das anélises do HPLC em
papel filtro, sangue total, FIE. A figura 2 apresenta os mesmos graficos para um

paciente com estudo molecular positivo homozigoto para—a3”.

Vons

3535 58594

Figura 1. Grafico dos resultados de HPLC e FIE de pacientes negativos para deteccao da mutacao do
tipo-a37 em dois alelos (forma homozigota) do gene HBAL. Imagem A apresentando resultado em
HPLC PF, imagem B apresensentando resultado para FIE e imagem C apresentando resultado para
HPLC ST.
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Figura 2. Gréfico dos resultados de HPLC e FIE de pacientes positivos para detec¢do da mutagéo do tipo-a37

em dois alelos (forma homozigota) do gene HBAL. Imagem A apresentando resultado em HPLC PF. (Seta

laranja indicando a presenca de pico “Fast” no cromatograma); imagem B apresenta resultado para FIE (seta

vermelha indicando a presenca de bandas indicativas de Hb Bart’s) e imagem C apresentando resultado para
HPLC ST (marcado em vermelho a presenca de pico “Fast”).
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O gréfico da curva ROC estarepresentado na Figura 5. Os valores de &rea sob
a curva (AUC) e seus respectivos intervalos minimos e maximos estéo representados
na Tabela 2. A Tabela 3 traz os valores de ponto de corte definidos no estudo para
analise da sensibilidade e especificidade.

ROC Curve

Source of the
K Curve
——HPLC_FAST_PF
——EF_BART_PF

05 HPLC_FASTST
/ —— Reference Line

o
=
[

Sensitivity

o
.
1

0.2

oo T T T
0o 0.2 04 0.6 08 1.0

1 - Specificity

Diagonal segments are produced by ties.

Figura 5. Curva ROC para analise de acuracia dos métodos HPLC PF, HPLC ST e FIE.

Tabela 2. Valores de area sob a curva (AUC) e seus respectivos intervalos minimos e maximos.

Intervalo de confianca
AUC (95%)
HPLC PF 0,862 0,735 -0,988
FIE PF 0,855 0,683 —1,000
HPLC ST 0,811 0,651 -0,971
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Tabela 3. Sensibilidade e especificidade nos pontos de corte definidos pelo fabricante.

Ponto de
corte Sensibilidade (%) Especificidade (%)
HPLC PF 10,3% 91,7 70,6
FIE PF 1,7 100 76,5
HPLC ST 9,25 95,8 64,7

Quando analisamos o indice kappa no grupo positivo das trés metodologias
empregadas na triagem neonatal de a-talassemia, definiu-se trés grupos para analise
de concordéancia entre as técnicas, foram estes: grupo 1 em que tinhamos pelo menos
uma metodologia positiva para diagndstico; grupo 2 com pelo menos duas técnicas
positivas e grupo 3 em que todas as técnicas foram positivas. Os valores obtidos
foram: quando trés testes positivos para a presenca de a-talassemia o indice kappa
foi de 0, 718; quando somente dois resultados foram positivos o indice foi de 0,604 e
quando somente um teste foi positivo o indice foi de 0,595. Valores maiores que 0,75
representam excelente concordancia. Valores abaixo de 0,40 representam baixa
concordancia e valores situados entre 0,40 e 0,75 representam concordancia

mediana.

Discussao

O diagnostico de a-talassemia na triagem neonatal apresenta desafios devido
a baixa sensibilidade e especificidades das técnicas disponiveis. A hemoglobina Bart’s
€ instavel e amostras de sangue seco em papel filtro apresentam hemoglobinas
oxidadas, dificultando sua deteccédo. Portanto, é essencial avaliar a acuracia das
metodologias empregadas nas rotinas laboratoriais quanto a a capacidade de detectar

pacientes com a-talassemia no periodo neonatal 9.

Sabe-se que o hemograma de portadores de a-talassemia pode apresentar
determinadas caracteristicas como hemoglobina diminuida, VCM diminuido e CHCM

e/ou HCM diminuido ®. Nossos resultados apresentaram diferencas significativas
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(p<0,05) para os parametros eritrocitos, VCM, CHCM e HCM (Figura 3) entre os
grupos estudados. A hemoglobina e o hematocrito ndo apresentaram diferenca
significativa entre os dois grupos (Figura 3). O hemograma de RN apresenta
dificuldades na interpretacao até aproximadamente os trés primeiros meses de vida
(20), 0 que dificulta a interpretacdo dos resultados. Sendo assim, ndo podemos afirmar
que, as alteracdes observadas sdo associadas a presenca de a-talassemia, pois 0s
indices de normalidade apresentados no hemograma apresentam grande variacao no

primeiro trimestre de vida.

A a-talassemia éuma doenca muito comum no nosso meio. Na populacdo
brasileira, acredita-se que a prevaléncia de portadores silenciosos seja de 10% a 20%
e de portadores de traco talassémico seja de 1 a 3%. Em individuos afro-
descendentes haum aumento da prevaléncia da doenca para 20% a 25% 1. Apesar
da alta freqUéncia de a-talassemia, essa € uma doenca de dificil diagnéstico, pois as
técnicas de triagem utilizadas apresentam limitac6es, como na FIE em que pequenas
concentragbes da hemoglobina Bart's sdo dificilmente detectadas no ensaio e a
hemoglobina H na vida adulta é facilmente proteolisada, dificultando desta forma o
diagnéstico 1, Por estes motivos, éessencial que novas técnicas sejam

desenvolvidase validadas para auxiliar no diagnéstico de a-talassemia.

Entre os métodos HPLC PF, HPLC ST e FIE observou-se uma diferenca
significativa dos valores de mediana entre grupo positivo e negativo (Tabela 1). No
entanto, ao observar os resultados (Figura 2) referentes a cada método, é possivel
notar que algumas amostras do controle negativo para—a3’apresentaram picos “Fast”
tanto no HPLC em papel filtro quanto no HPLC em sangue total e bandas na FIE,
sugerindo resultados falsos positivos para estas metodologias. Sabe-se que a a-
talassemia resulta frequentemente da supressao de um ou ambos os alelos (HBAl e
HBA2) 19, Mais raramente, as mutacdes pontuais em regides criticas desses genes
podem causar a-talassemia ndo relacionada com dele¢do. Hoje mais de quarenta
tipos de dele¢Ges jaforam descritas, sendo as mais comuns —SEA (sudeste asiatico) e
—MED (mediterraneo) na a® e para a* mais de dez diferentes tipos de delecdes foram
relatadas, sendo as mais comuns a*37 e a2 (1), Ou seja, estudo molecular negativo
para —a3.7 nao exclui a possibilidade de presenca de a-talassemia, pois nem todas

as delecbes/mutacdes foram avaliadas neste estudo.
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Outro fator que pode interferir na interpretagcdo dos resultados, gerando
resultado falso positivo é a viabilidade das amostras em papel filtro. O sangue seco
em papel filtro apresenta produtos de degradacdo que dificultam a quantificacao
adequada das fracbes hemoglobinicas presentes na amostra. O papel filtro pode
apresentar interferentes na sua composi¢cao ou problemas resultantes da fase preé-
analitica, como ressecamento que podem levar as amostras a apresentar picos e

bandas inespecificas decorrentes de hemoglobina oxidada ou degradada (?%-22),

A curva ROC foi realizada para determinacdo da acuracia das trés
metodologias avaliadas individualmente (Figura 5). A acurdcia avalia a proporcédo de
predicBes corretas, sem levar em consideracdo o que é positivo e o que é negativo.
Valores acima de 80% representam um teste de 6tima acuracia. Os trés métodos
demonstraram uma Otima acuracia (86,25%, 85,5%, 81,1%) na capacidade de

deteccado da a-talassemia em amostras de sangue seco e sangue total.

O ponto de corte definido em 10% para as técnicas em HPLC é baseado nas
orientacdes dos fabricantes dos equipamentos. Diferentes estudos podem apresentar
diferentes pontos de corte como para Bouva et. al (2011) 3 em que o ponto de corte

do estudo foi definido em 20% em HPLC para triagem neonatal.

Segundo orientacdo do fabricante do equipamento FIE utilizado neste estudo,
bandas acima de 1% com PI entre 6,13 e 6,51 sdo consideradas sugestivos para
presenca de hemoglobina Bart's e positivas para a- talassemia. Os valores de Pl
podem ser variaveis, como para Jindatanmanusan et al. (2013)®® onde foram
detectadas hemoglobina Bart's com bandas de movimentos rapidos com Pl entre 6,0
e 6,40 sugerindo desta forma a- talassemia. Além da possibilidade de quantificacéo
da hemoglobina Bart’s e definicdo de PI na técnica, alguns estudos mostram que o
nivel das bandas observadas se correlaciona com as sindromes. Segundo o manual
do fabricante, percentuais de banda entre 1% e 3% € sugestivo para portador
silencioso, 3% a 10% para traco talassémico, 20% a 30% para doenca da Hb H e
100% em hidropsia fetal.

A modificacdo dos pontos de corte nas trés técnicas causa alteracdo nos
valores de sensibilidade e especificidade dos métodos. Um aumento do valor do ponto
de corte gera uma diminuicdo da sensibilidade e aumento da especificidade, ja a

diminuicdo do ponto causa um aumento da sensibilidade e uma diminuicdo da
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especificidade. Quando valores de sensibilidades sdo aumentados, temos como
consequéncia maior chance de resultados falsos positivos, ou seja, 0s pacientes
podem apresentar bandas nas técnicas estudadas, porém, podem ndo apresentar a-
talassemia. Na triagem neonatal um resultado falso positivo émais aceito que um
resultado falso negativo, pois, estes pacientes serdo chamados para exames

confirmatorios.

O ponto de corte de 10% do nosso estudo para HPLC estd adequado para
atender a demanda da triagem neonatal, pois, apresenta sensibilidade e
especificidade satisfatorias. A escolha do ponto de corte fica a critério do laboratorio

dentro das necessidades especificas de sua populacéo analisada.

O coeficiente kappa foi utilizado para testar e descrever o grau de concordancia
(confiabilidade e precis&o) entre as trés metodologias avaliadas ?4. Observou-se que
dentro do grupo positivo para —o3’, quando tinhamos resultados positivos nas trés
metodologias, os valores de indice kappa foram mais satisfatérios do que quando
tinhamos apenas duas ou uma metodologia positiva. Desta forma, € possivel afirmar
que, aumenta a precisao e as chances de um diagnéstico positivo de a-talassemia
guando empregamos associagao de trés metodologias.

Conclusao

A a-talassemia é uma doenca que apresenta desafios para o seu diagndstico,
porém, por ser muito prevalente no nosso meio é de extrema importancia a sua
deteccdo, para que pacientes ndo sejam tratados de maneira incorreta. Os métodos
analisados apresentaram 6timos valores de acuracia, sensibilidade e especificidade.
A escolha do ponto de corte para analise de sensibilidade e especificidade fica a
critério do servico dentro dos seus objetivos de estudo. Quando obtivemos trés
metodologias positivas, notamos que ocorre um aumento de concordancia nos
resultados dos testes. O HPLC né&o pode ser utilizado como critério definitivo de
diagnostico, porém, a presenca de picos “Fast” no cromatograma pode auxiliar na
triagem neonatal e nos estudos confirmatérios. Um fator que deve ser levado em
consideracao, para futuros estudos, € um aumento do n amostral para que desta

forma, se tenha uma melhor analise dos dados.
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Anexo |
Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial
Instrucdes aos autores

O Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial ( JBPML), continuagéo do
Jornal Brasileiro de Patologia, de periodicidade bimestral (fevereiro, abril, junho,
agosto, outubro e dezembro), é o 6rgédo oficial da Sociedade Brasileira de Patologia
Clinica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML), da Sociedade Brasileira de Patologia (SBP)
e da Sociedade Brasileira de Citopatologia (SBC). E indexado no Literatura Latino-
Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), no Periodica e no Chemical
Abstracts e é integrante da base de dados Scientific Electronic Library Online
(SciELO). Destina-se a publicacdo de trabalhos cientificos que contribuam para o
desenvolvimento da area de Medicina Laboratorial e aceita as seguintes categorias:
artigos originais, de revisdo, de atualizagdo, experimentais, relatos de caso,
comunicagdes breves e cartas aos editores. Os trabalhos podem ser submetidos nos
idiomas portugués, inglés ou espanhol, mas o texto completo ser& publicado apenas

em inglés, com resumo em portugués ou espanhol.

ANALISE DOS TRABALHOS

O manuscrito recebido serd enviado para, pelo menos, dois avaliadores
independentes, pares cientificos, de renome e com conhecimento especifico na area
contemplada pelo artigo. Apds andlise pelos avaliadores, o editor-chefe do JBPML
entrara em contato com o autor principal comunicando 0s passos a serem seguidos

na aceitacéo do trabalho para publicacdo ou sua eventual rejeicao.

ETICA

Estudos realizados com seres humanos, incluindo 6rgaos e/ou tecidos isoladamente,
bem como prontuarios clinicos ou resultados de exames clinicos, deverdo estar de
acordo com a Resolugéo 196/96 do Conselho Nacional de Saude. Quando pertinente,
o trabalho devera ter aprovacdo do comité de ética da instituicdo onde foi realizada a
pesquisa, em consonancia com a Declaracdo de Helsinki, atualizada em 2008.
Nos trabalhos experimentais envolvendo animais, devem ser respeitados 0s principios
éticos de experimentagdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal

(COBEA) e as normas estabelecidas no Guide for Care and Use of Laboratory Animals
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(Institute of Laboratory Animal Resources, Commission on Life Sciences, National
Research Council, Washington, D.C., atualizada em 2011). As drogas e substancias
guimicas eventualmente utilizadas na realizacédo do trabalho devem ser identificadas
com precisao. Nao devem ser utilizados nomes ou iniciais do paciente nem informados
nomes comerciais, de empresas e/ou registros de hospitais.

RESPONSABILIDADE DA AUTORIA E CONFLITO DE INTERESSES

De acordo com as diretrizes elaboradas pelo International Committee of Medical
Journal Editors (ICMJE), atualizada em 2013, a autoria deve ser validada para: a)
concepcao e projeto do trabalho ou aquisicdo, andlise e interpretacdo dos dados; b)
redacdo inicial do artigo ou revisao critica do seu conteudo; c) aprovacao final da
versao para publicacdo; d) responsabilidade para todos os aspectos do trabalho,
garantindo que questdes relacionadas a acuracia ou integridade de qualquer parte do
trabalho sejam adequadamente investigadas e analisadas. Todos os autores listados
no artigo devem preencher os quatro critérios de validacdo de autoria para serem
designados como tal. Os participantes do trabalho que ndo preencherem os quatro
critérios devem ser incluidos na seccéo de Agradecimentos (Acknowledgements). O
autor principal deve especificar a contribuicdo de cada um nas diferentes etapas do
estudo.

Do mesmo modo, o autor principal deve declarar ou negar a existéncia de possiveis
conflitos de interesse. Caso exista algum conflito, ele deve ser especificado como nota

no final do artigo.

RESUMOS E UNITERMOS

Independentemente do idioma no qual o trabalho foi escrito, devem constar dois
resumos: um em portugués (Resumo) e outro em inglés (Abstract). Os resumos
devem identificar os objetivos, os procedimentos e as conclusdes do trabalho (maximo
de 250 palavras para artigos originais, artigos de revisao e artigos de atualizacéo; e
méaximo de 100 palavras para relatos de caso e comunicacfes breves). Caso o
trabalho tenha sido escrito em espanhol, devera haver um resumo também nesse
idioma.

Os unitermos, palavras que representam o assunto tratado no trabalho, devem ser em
namero de trés a seis, utilizando o vocabulario controlado Descritores em Ciéncias da

Saude (DeCS) da BIREME, acrescidos de outros termos, quando necessario. Devem
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ser apresentados em portugués e inglés. Caso o trabalho tenha sido escrito em
espanhol, devera haver descritores também nesse idioma.

AGRADECIMENTOS

Devem ser breves, diretos e dirigidos apenas a pessoa ou a instituicdo que contribuiu
substancialmente para a elaboracdo do trabalho. Devem ser incluidos apds as
concluses e antes das referéncias bibliograficas.

ESTRUTURA DO TEXTO

Artigos originais

Séo contribuicbes destinadas a divulgar resultados de pesquisa original que possam
ser replicados. Os artigos podem conter até 4 mil palavras. A sua estrutura formal
deve seguir 0 esquema de apresentacao do texto para esse tipo de artigo: Introducao,
Objetivos, Material e Método, Resultados, Discussdo, Conclusdes e Referéncias
Bibliograficas.

O uso de subtitulos é recomendado, particularmente na Discussdo. Implicacbes
clinicas e limitagbes do estudo devem ser claramente apontadas. Sugere-se o
detalhamento do tépico Material e Método. Para esses artigos, exige-se a
apresentacdo de resumos estruturados em portugués e inglés, com cabecalhos
obedecendo a apresentacdo formal do artigo: Introducédo, Objetivos, Material e
Método, Resultados, Discussédo, Conclusfes e Referéncias. O Abstract (resumo em
inglés) deve ser precedido pelo titulo em inglés. As referéncias bibliograficas devem
aparecer no final do texto, obedecendo as normas especificadas a seguir

Comunicac0fes breves

Séo relatos curtos que devem apresentar: 1) dados de estudos preliminares com
achados sugestivos que garantam uma investigagcdo mais definitiva; 2) estudos de
replicacdo; e 3) estudos negativos de topicos importantes. Esses artigos devem ter
até 1.500 palavras, incluir resumo néo estruturado e, no maximo, uma tabela ou figura,

além das referéncias bibliograficas.

Artigos de revisao

Serédo aceitos apenas mediante convite.

AvaliacOes criticas sistematizadas da literatura sobre determinado assunto, devem
incluir conclus@es e ter até 5 mil palavras. A organizacao do texto, com excecao de

Introducéo, Discusséo e Concluséo, fica a critério do autor. Para esses artigos, exige-
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se um resumo estruturado no idioma do texto e outro em inglés. Uma lista extensa de

referéncias bibliogréficas deve aparecer no final do texto.

Relatos de caso

Sao trabalhos de observacdes clinicolaboratoriais originais, acompanhados de anélise
e discussdo. Devem conter até 1.500 palavras. A estrutura deve apresentar, no
minimo, 0s seguintes topicos: Introducéo, Relato(s) dos(s) caso(s) e Discussao. Incluir

um resumo néao estruturado no idioma do texto e outro em inglés.

Cartas aos editores

Inclui cartas que visam a discutir artigos recentes publicados na revista ou a relatar
pesquisas originais ou achados cientificos significativos. Cartas breves, com no
méaximo 500 palavras (incluindo referéncias, sem tabelas ou figuras), serdo

consideradas se estiver explicita a frase “para publicagdo’.

REFERENCIAS

As referéncias bibliograficas devem aparecer no final do artigo, e ser numeradas
sucessivamente pela ordem em que sdo mencionadas pela primeira vez no texto.
Devem seguir as normas do Estilo Vancouver. Os titulos dos periédicos deverao ser
referidos na forma abreviada de acordo com o Index Medicus (List of Journals Indexed
in Index Medicus). Se a lista de referéncias ndo seguir a norma adotada, os trabalhos

serdo imediatamente rejeitados, sem revisdo de conteudo.

Os autores devem certificar-se de que as referéncias citadas no texto constam da lista
de referéncias com datas exatas e nomes de autores corretamente grafados. A
exatiddo das referéncias bibliograficas é de responsabilidade dos autores.
ComunicacgBes pessoais, trabalhos inéditos ou em andamento poderdo ser citados,
guando absolutamente necessarios, mas nao devem ser incluidos na lista de
referéncias bibliogréficas; apenas mencionados no texto ou em nota de rodapé. A lista

de referéncias deve seguir o estilo dos exemplos abaixo.
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ambientais em matéria de meio ambiente. In: Sdo Paulo (Estado). Entendendo o
meio ambiente. Séo Paulo; 1999. V. 1. Disponivel
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+ Tese ou dissertacao
Silva MAL. Estudo da identificag@o de haplétipos e a relagdo com as manifestacdes
clinicas em pacientes com doenca falciforme. 2008. [dissertacdo]. Programa de
pos-graduacdo em Ciéncias Médicas, Universidade Federal do Rio Grande do Sul;
2008.

« Citacoes no texto
Devem ser identificadas por algarismos arabicos (numeros-indice). Podem
também ser acrescentados o nome do autor e 0 ano. As referéncias com mais de
um autor devem conter o sobrenome do autor seguido da expresséo et al., como,
por exemplo, Higashi et al.

Tabelas e figuras

As tabelas deverdo ser numeradas consecutivamente com algarismos arabicos

e encabecadas por seu titulo, recomendando-se a nao repeticdo dos mesmos dados

em graficos. Na montagem das tabelas, seguir as normas de apresentacao tabular

estabelecidas pelo Conselho Nacional de Estatistica e publicadas pela Fundacao

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 1993).

As ilustracBes (graficos, fotografias, desenhos etc.) deverdo ser numeradas
consecutivamente com algarismos arabicos e citadas como figuras. Devem ser
suficientemente claras para permitir sua producao. Os gréaficos deverao vir preparados
em programa processador de graficos. Deverao ser indicados os locais aproximados

no texto onde as ilustragdes serdo intercaladas como figuras.

O SGP aceita a importacéo de tabelas, imagens e graficos em arquivo eletrébnico nos

seguintes formatos: jpg, gif, psd, tif e png, e com resolucdo de no minimo 300 dpi.

BN

O direito a privacidade do paciente ndo deve ser infringido. Imagens que
eventualmente permitam a identificacdo pessoal somente poderao ser utilizadas com
consentimento por escrito do paciente ou responsavel, quando da submissdo do

manuscrito

Abreviagbes e nomes de medicamentos
As abreviacGes devem ser indicadas no texto no momento de sua primeira
utilizacdo. Empregar o nome genérico de medicamentos e indicar a fonte de

componentes ndo disponiveis para prescrigao.
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As unidades de medida, inclusive suas abreviaturas, devem ser expressas no sistema
métrico decimal e, quando o autor assim o desejar, também no Sistema Internacional

(SI) entre parénteses.
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