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1 Introducao

1.1 Hemoglobinas humanas

A hemoglobina (Hb) € uma proteina globular, com peso molecular de 64.458
Daltons, formada por quatro subunidades (Figura 1). Cada subunidade € composta
de uma fragdo protéica, a globina e um grupo prostético heme, que contém o
atomo de ferro, o qual se combina com o oxigénio e confere a molécula sua
capacidade de transporte de oxigénio dos pulmdes para os tecidos e de parte do
gds carbdnico no sentido inverso. A fracdo protéica da molécula de Hb é formada
por quatro cadeias polipeptidicas totalizando 574 aminodcidos. Duas delas sdo
constituidas por 141 aminoacidos cada e sdao chamadas tipo alfa. As outras duas
possuem 146 aminoécidos, sendo denominadas tipo beta (HONIG; ADAMS III,
1986; WEATHERALL; CLEGG, 2001).

Figura 1: Modelo tridimensional da estrutura quaternaria da molécula de Hb.*

(*) Disponivel em <http:/mercury.bio.uaf.edu/~kevin_mccracken/lab/lab.html>.
Acesso em 22 de outubro de 2005.
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1.2 Genética, sintese e ontogenia das Hb normais

As cadeias globinicas sdo codificadas por genes estruturais pertencentes a
clusters ou familias génicas, que incluem genes funcionais e pseudogenes,
localizados em cromossomos diferentes. Pseudogenes (Y) sdao genes com
seqiiéncias homologas aos genes estruturais ativos que acumularam mutagdes,
inibindo sua expressao (LEWIN, 2000). O complexo génico dos genes para as
cadeias do tipo alfa, ilustrado na Figura 2A, estd localizado no braco curto do
cromossomo 16 e compreende trés genes funcionais denominados zeta 2, alfa 2 e
alfa 1 (£2, a2, al), dispostos na ordem de sua ativagio durante o
desenvolvimento, trés pseudogenes (Y1, yo2, yal) e o gene teta (0) que parece
codificar um polipeptideo que ndo € incorporado a molécula de Hb e, por isso, a
globina 6 pode ser desprovida de qualquer fun¢do (CLEGG, 1987; DEVVILE et
al., 2004).

O complexo da globina beta, mostrado na Figura 2B, estd agrupado no
braco curto do cromossomo 11 e inclui cinco genes funcionais denominados
epsilon, gama alanina, gama glicina, delta e beta (g, yA, yG, d e PB), dispostos na sua
ordem de ativacdo e um pseudogene (YB) (WEATHERALL; CLEGG, 2001;
XIANG-HUI; DE-PEIL; CHIH-CHUAN, 2002).

Os genes funcionais das globinas t€ém a mesma estrutura geral.
Apresentam-se divididos em trés regides codificadoras — os éxons — e duas regides
nao codificadoras, denominados {introns ou intervening sequence — IVS —
representadas por seqiiéncias ndo traduzidas que separam os éxons. O
desenvolvimento especifico da expressdo de cada gene € determinado por
interacOes entre 0s seus promotores e as respectivas regioes de regulacio (WAYE;
CHUI, 2001).

Na familia dos genes alfa, a regulacdo € realizada por meio de uma regido
conhecida como HS-40, localizada a 40Kb acima do grupamento alfa. Essa regido
atua como sitio de unido a fatores de transcricdo, cuja integridade € essencial para

a expressao dos genes funcionais (DEVVILE et al., 2004). Na familia dos genes
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beta, a regido controladora do loco, LCR, possui cinco sitios hipersensiveis (HS) a
DNase I e esta localizada na porcao 5° anterior ao gene €. A LCR possui papel
critico na expressdo da familia beta, exercendo atividades de estimulagdo, inibicao
ou func¢des mais complexas, tais como a interagdo com fatores de transcri¢do e

com a RNA polimerase (CAO; MOI, 2002, STAMATOY ANNOPOULOS, 2005).

cromossomo 16

(A)

in= J—J—J—J—I—I—J—

F2 oyl gyl g2 02 ol

eromossomo 11

(B) ==
<ALBLE DLRiRLInLE)
—
TR
R“».L___
—"“'—:"f’—ij—_l'_l-ﬂ-l—
B-LCR = yayr yp &

Figura 2: Representacdo esquematica das familias génicas das globinas. (A)
Familia génica da globina alfa incluindo a regido controladora HS-40, os genes
funcionais e pseudogenes. (B) Familia génica da globina beta incluindo a LCR, os

genes funcionais e o pseudogene (BANK, 2005, com modificacdes).
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Os genes das familias alfa e beta expressam-se exclusivamente nos tecidos
eritréides, por periodos definidos do desenvolvimento, assegurando o equilibrio
entre a producdo de cadeias globinicas tipo alfa e beta, para a formacao das
diferentes Hb de forma coordenada (LEWIN, 2000). As Hb diferenciam-se por
possuirem caracteristicas fisico-quimicas e mobilidades eletroforéticas distintas.
Suas fungdes sdo marcantes desde os primeiros dias de gestacdo, adaptando-se ao
constante desenvolvimento do embrido e do feto, até estabilizar-se por volta dos
seis meses apds o nascimento. As primeiras Hb sintetizadas sao as Hb
embriondrias que predominam nos estagios iniciais de gestacao. Neste periodo sdo
encontradas as Hb Gower 1 ({;€;), Gower 2 (0,€;), Hb Portland T ({,7,) e Hb
Portland II ({,f3,). Ainda no periodo embriondrio, inicia-se a sintese de Hb Fetal
(0Y2), que substitui gradativamente as Hb embriondrias, atingindo sua plenitude
por volta do terceiro més de gestacio (WEATHERALL; CLEGG, 2001).

A Hb A (032) comeca a ser sintetizada a partir da décima semana de gestacéo,
mantendo-se em concentracdes proximas a 10%. Logo apds o nascimento, a Hb
Fetal e a Hb A apresentam concentracdes proximas de 80% e 20%,
respectivamente. Suas sinteses se invertem rapidamente até estabilizarem-se, em
média, no sexto més de vida pds-natal. A Hb A, (0,0,) tem sua sintese iniciada no
final do periodo fetal e, também, estabiliza-se por volta do sexto més apds o
nascimento. As Hb normais encontradas ao nascimento sao Hb F (70%-90%), Hb
A (0%-10%) e tragos de Hb A, (0%-1%) (GALACTEROS, 1992, DALMAU et
al., 1998). No individuo adulto, os valores normais de Hb A sdo de 96% a 98%,
Hb A, de 2,5% a 3,5% e Hb F de 0% a 1,0% (BONINI-DOMINGOS, 1993). A

Figura 3 ilustra a sintese das globinas em fun¢do do periodo de desenvolvimento.
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% de cadetas globiicas
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Figura 3: Sintese de cadeias polipeptidicas ao longo do desenvolvimento humano

(GRIFFTHS, 1999)

1.3 Hb Anormais

Conceitualmente, as Hb anormais apresentam estrutura diferente da Hb A,
Hb A2 e Hb Fetal, ou ainda, alteragdes nos conteidos quantitativos do
componente hemoglobinico normal. Podem ser classificadas em trés grandes
grupos: as Hb variantes, as talassemias e a persisténcia hereditiaria de Hb Fetal
(PHHF). As hemoglobinas variantes apresentam alteragdes envolvendo genes
estruturais, que promovem a formac¢do de moléculas de hemoglobina com
caracteristicas bioquimicas diferentes das hemoglobinas normais. As talassemias
sdo resultantes de mutacdes que afetam os genes reguladores promovendo um
desequilibrio no conteido quantitativo das cadeias polipeptidicas e
conseqiientemente nos tipos normais de Hb. A PHHF corresponde a alteragdes nas
quais os portadores apresentam quantidades elevadas de Hb Fetal ao longo de sua
vida (BONINI-DOMINGOS, 1993). As hemoglobinopatias agrupam as Hb
anormais que causam hemolise, policitemia, cianose, ou falcizacdo (NAOUM,

1999).
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Mais de 1200 alelos mutantes de Hb foram caracterizados molecularmente,
incluindo talassemias e variantes (HUISMAN, 2005). Essas mutacdes sdo
regionalmente especificas, tendo cada pais seu espectro de Hb variantes e

mutantes talassémicos (OLD, 2003).

1.3.1 Hb Variantes

Mais de 900 variantes de Hb jia foram descritas até o momento
(HUISMAN, 2005). A maioria delas € originada por simples substituicdes de
aminodcidos, resultantes de mudangas nas seqiiéncias de nucleotideos. As
alteracOes estruturais, com conseqiiéncias nas atividades fisico-quimicas da
molécula, dependem da extensdo do processo mutacional e dos locais em que
ocorrem. As substituicdes de aminodcidos que ocorrem na por¢ao externa da
molécula de Hb, ndo produzem alteracdes significativas no comportamento
funcional da proteina, com excecdo da Hb S. No entanto, as mutagdes nas por¢coes
internas, que envolvem a regido em torno do grupo heme, causam instabilidade da
Hb, geralmente iniciada pela oxida¢ao do grupo heme (BONINI-DOMINGOS,
1993; NAOUM, 1997).

Dentre as Hb variantes mais freqiientes no Brasil destacam-se a Hb S, Hb
C e Hb D Los Angeles (CHINELATO-FERNANDES, 2003). A Hb S ¢ uma
variante de Hb bem caracterizada, que apresenta prevaléncia varidvel nas
diferentes regides do Brasil, dependente dos grupos étnicos formadores de cada
regido (ZAGO; COSTA, 1985). E causada por uma mutacio no gene da globina
beta, na qual ocorre uma substitui¢do da segunda base nitrogenada do cédon GAG
para GTG, levando a troca do 4cido glutamico pela valina na posi¢ao nimero seis
da cadeia beta. A mudanca de um aminodcido carregado negativamente por um
aminodcido apolar gera uma diferenca na mobilidade eletroforética da Hb S
quando comparada com a Hb A (NAOUM, 1997). A substituicio do &cido
glutamico pela valina na por¢dao externa da molécula de Hb favorece a

polimerizacio da Hb S sob condi¢des de baixa concentracdo de oxigénio,
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alterando a morfologia do eritrécito para a forma de foice. A alteracio celular,
causada pelo processo de falcizagdo, influencia intensamente o fluxo sanguineo
aumentando sua viscosidade. Eventualmente pode ocorrer oclusdo de capilares
devido a deposicao de eritrdcitos falciformes na superficie endotelial (SCHNOG
et al., 2004).

A Hb C ¢ originada pela alteracdo no cédon GAG para AAG, levando a
substituicdo do dcido glutamico da cadeia normal pela lisina na posi¢ao seis da
globina beta. Essa troca de um aminoécido carregado negativamente, por um de
carga positiva altera sensivelmente a mobilidade eletroforética da Hb, sendo
facilmente diferencavel da Hb A em pH alcalino e 4cido. E fregiiente em povos
oriundos da Africa Ocidental, onde atinge freqiiéncias de 15% a 30%. Os
heterozigotos (Hb AC) sdo geralmente assintomdticos, ndo apresentando anemia
nem evidéncias da diminuicdo do nimero de eritrécitos, mas a andlise
morfoldgica pode apresentar células em alvo. O estado de homozigose para Hb C
(Hb CC) é caracterizado por anemia hemolitica de intensidade varidvel e pode ser
equivocadamente diagnosticado (CLARKE; HIGGINS, 2000; CHINELATO-
FERNANDES, 2003).

A Hb D foi descoberta em 1951 e ocorre pela troca de uma base no cédon
GAA por CAA, resultando na substituicdo do aminodcido acido glutdmico por
uma glutamina na posi¢cao 121 da cadeia beta. Essa variante apresenta mobilidade
eletroforética idéntica a Hb S em pH alcalino e semelhante a Hb A em pH 4cido.
Na India, regido de Punjab, estima-se que 3% da populagio seja portadora
heterozigota dessa alteracdo (PEREA et al., 1999). A heterozigose para Hb D (Hb
AD) € caracterizada pela auséncia de sintomatologia clinica, sendo, na maioria
dos casos, diagnosticada por rastreamento populacional e estudo familial. O
estado homozigoto (Hb DD) é considerado extremamente raro, podendo
apresentar desde parametros clinicos e hematoldgicos normais até uma anemia
hemolitica branda com niveis de Hb totais normais. Homozigotos geralmente
possuem valores de Hb D acima de 95% e apresentam quantidade normal de Hb
A,. No Brasil, € freqiiente sua associagdo com talassemias e outras variantes. (EL-

KALLA; MATHEWS, 1997; CHINELATO-FERNANDES, 2003).



Introducdo -9-

1.3.2 Talassemias

As talassemias compreendem um grupo de alteragdes hereditdrias
caracterizadas pela reduc@o na sintese de uma ou mais cadeias polipeptidicas da
globina, que em geral resultam em uma anemia microcitica e hipocromica. A
reducdo da sintese pode ser total ou parcial e sdo classificadas segundo a cadeia
globinica afetada em: alfa, beta, delta, delta-beta e gama-delta-beta talassemias
(BONINI-DOMINGOS, 1993). Agregados instdveis das cadeias ndo pareadas
precipitam-se, causando efeitos deletérios nos eritrocitos € seus precursores,
podendo levar a destruicio prematura dos eritroblastos na medula Ossea e
reduzindo a sobrevida dos eritrocitos na circulacio (WEATHERALL; CLEGG,
1981)

As talassemias ocorrem em alta freqiiéncia no Mediterrineo, Africa,
Oriente Médio, India e sudoeste da Asia. Além da importancia médica, como o
grupo mais comum de patologia monogénica na populacio mundial,
proporcionam uma variedade de modelos de ocorréncia natural para estudos de
regulacdo da sintese das Hb, do seu desenvolvimento genético e da sua relagdo
antropolégica (WEATHERALL, 1997).

As talassemias alfa e beta em sua forma heterozigota sdo as mais
freqlientes na populacdo brasileira (NAOUM; BONINI-DOMINGOS, 1998).
Mais de 80 mutagdes de talassemia alfa foram descritas, a maioria envolvendo
delecdes dentro da familia alfa. Para as talassemias do tipo beta, 180 defeitos
foram relatados, em sua maioria, mutacdes pontuais (TRAEGER-SYNODINOS et
al., 2002).

A talassemia alfa € a doenca genética mais freqiiente no mundo, inclusive
na populacao brasileira, e afeta principalmente grupos de descendéncia asidtica e
alguns africanos (BONINI-DOMINGOS, 2004). A gravidade dos fendtipos
talassémicos depende da extensdo da delecdo e o quanto o gene afetado contribui
para a sintese da cadeia alfa. Como o gene a2 produz 2,5 vezes mais RNAm que o
gene al, alteracoes no gene a2 terdo efeitos fenotipicos mais graves. Como as

globinas alfa sdo sintetizadas desde o periodo fetal, as manifestagdes clinicas
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decorrentes da deficiéncia na sua sintese podem ser observadas tanto no periodo
fetal quanto na fase adulta do individuo. (CHUI; FUCHAROEN; CHAN, 2003).

A deficiéncia na produgdo de cadeias alfa resulta na tetramerizagdo de
cadeias beta, originando a Hb H (B4). No periodo fetal, o despareamento resulta na
formacdo de tetrameros de cadeias gama (ys), formando a Hb Bart’s. Esses
homotetrameros, que sdo relativamente instaveis, podem ser oxidados, formando
precipitados intracelulares causando destrui¢gdo na membrana do eritrécito e
fagocitose prematura (CHUI;, FUCHAROEN; CHAN, 2003). A freqiiéncia da
talassemia alfa no Brasil foi por muitos anos subestimada devido a dificuldade de
diagnéstico dessa alteragdo (BONINI-DOMINGOS, 2004).

A talassemia beta € causada principalmente por mutagdes pontuais que
provocam a reducdo ou auséncia na sintese da cadeia beta (BANK, 2005).
Algumas mutacdes sdo especificas de determinados grupos étnicos e mutacdes
predominantes nas populagdes Mediterraneas, incluindo italianos, espanhdis e
portugueses, sao freqiientemente encontradas na populacdo brasileira. A mutagdo
CD39 apresenta freqiiéncia elevada na regido sudeste, enquanto na regido nordeste
do Brasil a mutagdo IVS1-6 € a mais encontrada (BONINI-DOMINGOS, 2004).
A talassemia beta apresenta heterogeneidade molecular e expressdao fenotipica
varidvel. Na forma homozigota, pode ocorrer auséncia ou defici€ncia acentuada
na producdo de cadeias beta, ocasionando o acimulo continuo das cadeias alfa
livres que danificam a membrana do eritrécito causando destruicdo prematura
dessas células por hemdlise, levando a uma anemia grave (BANK, 2005). A forma
heterozigota é caracterizada por uma anemia leve com discreta microcitose e
hipocromia e aumento da resisténcia osmdtica dos eritrocitos. As cadeias alfa
livres podem combinar-se com cadeias delta e gama, provocando aumento das Hb
A, e Hb Fetal, respectivamente. Esses indices alterados sdo importantes
ferramentas para o diagnostico das talassemias do tipo beta (BONINI-

DOMINGOS, 1993).
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1.4 Programas de triagem neonatal

Os programas de triagem neonatal t€m como objetivo o diagndstico precoce
de alteracOes genéticas e metabdlicas antes do aparecimento dos primeiros
sintomas, reduzindo a morbi — mortalidade e melhorando a qualidade de vida dos
portadores. Em termos cronolégicos pode-se considerar que a Triagem Neonatal
(TN) na América Latina deu seus primeiros passos em meados da década de
setenta, a partir de duas iniciativas que abriram espaco para um sistema de
prevencdo de doencas congénitas. A primeira dessas iniciativas surgiu em
1973 no México, quando Antonio Veldsquez comecou um projeto para a detec¢ao
de fenilcetonuiria (PKU) e outras aminodcidopatias depois de realizar um
treinamento com Robert Guthrie. A segunda destas iniciativas surgiu no Brasil em
1976, quando Benjamin Schmidt criou um laboratério na APAE-Sao Paulo para
deteccao de PKU e outro erros inatos de metabolismo capazes de criar deficiéncia

mental (BORRAJO, 2005).

1.4.1 Triagem Neonatal de Hemoglobinopatias

A Organizacdo Mundial de Satde, desde 1982, alerta para a mobiliza¢dao
dos setores de satide na detec¢do e prevengdo dos individuos com anemias
hereditdrias. Estudos preventivos de hemoglobinopatias t€ém sido realizados em
paises nos quais a alta incidéncia constitui um fator de risco para a satide publica,
cada qual enfocando da melhor maneira a sua populacdio e o tipo de
hemoglobinopatia que a acomete (W.H.O., 1982). O objetivo fundamental de uma
campanha preventiva para hemoglobinopatias € a identificacdo precoce de
criancas com a forma grave da doenca (homozigota), seu encaminhamento para
tratamento adequado antes do aparecimento dos primeiros sintomas e das
complicagdes decorrentes da alteracdo genética e a orientacdo de portadores
assintomdticos (heterozigotos), fonte de novos doentes (BIANCO et al., 1986;

BONINI-DOMINGOS; SIQUEIRA, 2000).
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O diagnostico neonatal de hemoglobinopatias pode ser realizado tanto em
sangue de corddo umbilical, quanto em amostras colhidas de puncdo plantar. Nos
programas de triagem em larga escala distribuidos pelo mundo, as amostras sao
colhidas em papel e nas primeiras semanas de vida (FROST; BELLINGHAM,
1987; HAYASHI ET AL, 1987; EASTMAN, 1999). Para as hemoglobinopatias, a
realizacdo de medidas profildticas e terapéuticas, como o uso de penicilina,
vacinagdo e educacdo sobre o tratamento da doenca, reduz a morbidade e
mortalidade devido a septicemia, causada principalmente pelo Streptococcus
penumoniae, € os quadros de seqiiestro esplénico nas doencas falciformes
(WEATHERALL; CLEGG, 2001; BOY, 2002; DAUDT et al., 2002).

Os neonatos  diagnosticados como  possiveis portadores de
hemoglobinopatias devem ser reavaliados laboratorialmente por volta dos trés
meses de idade, sempre acompanhados da investigacao laboratorial dos genitores.
O tempo recomendado entre a deteccdo da anemia falciforme e inicio do
tratamento nao deve exceder os quatro meses de vida para a adequada prevencao
das infec¢des e outras complicacdes que podem levar ao 6bito. Os componentes
hemoglobinicos do neonato apresentam predominio de cadeias alfa e gama. Apds
o nascimento e até aproximadamente seis meses de vida, haverd a inversdo na
producdo das cadeias gama e beta, podendo ser observados os valores definitivos
do individuo adulto. As fracdes de Hb andmalas, que aparecem em pequena

quantidade no periodo da triagem, podem ser melhores avaliadas apds os seis

meses (RAMALHO et al., 2002).

1.4.2 Implantacio do Programa Nacional de Triagem Neonatal

(PNTN)

Em seis de junho de 2001 o Ministério da Saude instituiu a Portaria
GM/MS n° 822 no ambito do Sistema Unico de Satde (SUS), criando o Programa
Nacional de Triagem Neonatal. Devido a diversidade de doengas existentes foram

inseridas nesse programa alteragdes que podem ser detectadas por meio de testes
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seguros, confidveis e com rapidez como € o caso da fenilcetonuria (PKU),
hipotireoidismo congénito (HC), anemia falciforme e outras hemoglobinopatias e
a fibrose cistica (FC). Esse programa permitiu normatizar, definir critérios de
inclus@o das doencas a serem triadas e cumprir os principios de equidade,
universalidade e integridade da triagem neonatal no pais.

As metas de implantacdo do PNTN foram cobrir 100% dos nascidos vivos
no pais, definir e ampliar a gama de patologias triadas, implantar uma Rede
Nacional de Triagem Neonatal com politica baseada em Servigos de Referéncia
em Triagem Neonatal (SRTN). Os fundamentos do PNTN foram os seguintes: a
triagem neonatal, a confirmacao do diagndstico e o acompanhamento e tratamento
dos doentes. A implantacdo do programa foi dividida em trés fases sendo, na fase
I incluidos os SRTN capacitados a triagem neonatal da PKU e HC; na fase II,
triagem de PKU, HC e a inclusio da anemia falciforme e outras
hemoglobinopatias e na fase III os SRTN capacitados a triagem das patologias
anteriores com inclusdo da FC. Atualmente estdo habilitados no PNTN 25 estados
com 33 SRTN credenciados. A cobertura nacional para o ano de 2005 é de 75,3%
dos nascidos vivos, sendo 16,7% triados apenas na fase I, 58,6% triados na fase II
e 19,5% dos nascidos vivos triados também na fase III. A Figura 4 apresenta um
mapa ilustrando a cobertura estadual dos nascidos vivos e a fase em que se

encontram os SRTN dos estados (CARVALHO, 2005).
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Figura 4: Mapa representativo da cobertura estadual dos nascidos vivos e da fase
de credenciamento dos SRTN. NV = nascidos vivos. NI = ndo informado. Fonte:

SIA/SUS, com adaptagdes.
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1.5 Bases de dados Eletronicas

Com o advento do computador, a necessidade de armazenamento de
informagdes para posterior andlise tornou-se facil e imprescindivel. A forma mais
eficaz de gerenciamento de informacdes é realizada através de um Banco de
Dados. Além de interligar todo o trabalho de organizagdo, reduz custos, elimina
duplicacdo de tarefas e ajuda na elaboracdo de estratégias. Banco de Dados ou
Base de Dados é um conjunto de informacdes inter-relacionadas que representam
as necessidades de um ambiente de trabalho (mini-mundo real). Tal conjunto é
estruturado em arquivos de acordo com o ambiente utilizado em seus diferentes
desenvolvimentos (KORTH, 1999).

Os antigos bancos de dados eram utilizados apenas para controle interno
de empresas e laboratérios, contribuindo muito pouco para agilizar a vida dos
usudrios. Atualmente, com o auxilio da Internet, bancos de dados podem ser
consultados por qualquer pessoa (ELMASRI, 2000). A biologia hoje, esta sendo
transformada por um crescimento explosivo de dados emergindo dos laboratérios
ao redor do mundo. E esta mudanga consiste em transformar dados em
conhecimento. Uma base de dados bioldgica € um grande corpo organizado de
dados persistentes, usualmente associado a softwares computadorizados
projetados para atualizar, pesquisar e recuperar componentes dos dados
armazenados dentro do sistema.

Uma base de dados simples pode ser um tnico arquivo contendo muitas
gravacgoes, cada uma das quais incluindo o mesmo conjunto de informag¢do. Por
exemplo, uma gravagdo associada com uma base de dados de uma seqiiéncia de
nucleotideos tipicamente contém informagdes tais como, nome de contato, a
descricdo do tipo de molécula, o nome cientifico do organismo do qual foi isolada
e freqiientemente, bibliografia associada com a seqii€éncia. Para a pesquisa em
uma base de dados ser eficiente dois requisitos devem ser observados: facil acesso

a informacgdo e um método para extrair somente a informacdo necessdria para
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responder uma questao bioldgica especifica (*).

1.5.1 Data Mining

Nas ultimas décadas a capacidade das empresas e laboratdrios de gerar e
coletar informagdes aumentou rapidamente. Esta explosdao no volume de dados
gerou a necessidade do desenvolvimento de novas técnicas e ferramentas que
pudessem, além de processar os dados, permitir sua andlise, de maneira inteligente
e automatica, para a descoberta de informagdes tteis. Isto acarretou o surgimento
de um proeminente campo de pesquisa para a extracdo de informagdes em bases
de dados, denominado KDD, do inglés, Knowledge Discovery in Databases, ou
ainda, Descoberta do Conhecimento em Bases de Dados. KDD € o processo de
identificar padrdes ou modelos que representem informacdo vdlida, inédita,
potencialmente util e essencialmente compreensivel em uma cole¢do de dados
(FAYYAD, 1997). Em geral, técnicas de mineracdo de dados ou data mining
possuem um papel preponderante nesse processo.

Data mining pode ser definido como um conjunto de técnicas automaticas
para a exploracdo em grandes massas de dados, confeccionadas com o objetivo de
encontrar novos padrdes, tendéncias e relagdes. Através dessas técnicas, sdo
possiveis a extracdo de informagdes tteis e o descobrimento de novos
conhecimentos, os quais sdo dificilmente desvendados pelo ser humano, sendo
melhor interpretados quando apresentados de forma grafica. Os principais
objetivos do data mining sdo a previsdo e a descri¢do. Para a previsdo, varidveis
existentes na base de dados s@o utilizadas para prescrever valores desconhecidos
futuros. Ja a descri¢do € voltada para a busca de padrdes, descrevendo os dados e

a conseqiiente apresentagdo para o usudrio (BARIONE et al., 2001).

(*) Disponivel em <http://ncbi.nlm.nih.gov/About/primer/bioinformatics.html>.
Acesso em 25 de outubro de 2005.
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1.5.1.1 Histérico tecnologico

O termo data mining € relativamente novo, datando dos anos noventa,
porém sua trajetoria possui algumas décadas. O principio da trajetéria evolutiva
da mineracdo de dados comeg¢ou em meados dos anos sessenta, no entanto as
tecnologias da época eram extremamente restritas comparadas as atuais. Naquela
década, o que se possuia eram cole¢des de dados gravados em fitas magnéticas e
discos, nos quais a distribuicdo da informacdo era feita de forma estatistica. A
IBM era uma grande fornecedora deste tipo de tecnologia da época (*).

Na década de setenta foi proposto o modelo relacional para a apresentagcao
dos dados e, a partir de entdo, surgiram os sistemas gerenciadores de banco de
dados relacionais-SGBDR. Até entdo, toda a tarefa de se obter informagdes sobre
os dados armazenados era feita através de métodos estatisticos puros como: desvio
padrao, distribuicdo padrio, variancia, andlise de confianca, entre outros. Sem a
estatistica nada se teria em data mining, podendo-se dizer que, até os dias atuais,
as ferramentas e técnicas data mining possuem em seu nucleo, métodos
estatisticos (**).

Uma outra vertente de métodos pertencentes a familia do data mining € a
Inteligéncia Artificial (IA). O objetivo da IA € tentar simular a forma de
pensamento humano para processar problemas estatisticos, baseando-se no
conceito de heuristica. Mas justamente por utilizar essa abordagem, esse processo
demandava um intenso processamento computacional, o que s6 foi possivel nos
anos oitenta com a evolu¢do do poder dos computadores aliado ao baixo custo
proporcionado pela época. IA teve algumas aplicagdes governamentais, cientificas
e militares, porém como demandava uma infra-estrutura pesada, ou seja,
computadores com grande capacidade de processamento, tinha sua difusdo

comercial minimizada (*).

(*) Disponivel em: <http://dc.uel.br/~vhmanfredini/ia/Data_mining.htm>. Acesso
em 25 de outubro de 2005.

(**)Disponivel em:<http://data-mining-software.com/data_mining_history.htm>
Acesso em 25 de outubro de 2005
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Foi nos anos noventa que o data mining tornou-se um forte conceito de
aplicacdo devido a evolucdo de um outro tipo de abordagem: o aprendizado de
mdquinas. O aprendizado de mdaquinas consiste da jung¢do das outras duas
abordagens: estatistica e IA. Data Mining é uma adaptacdo do aprendizado de
maquinas, porém com uma abordagem comercial e cada vez mais tem sido aceito
no mundo dos negdcios e no cientifico também (*).

Com o tempo, o data mining mostrou algumas deficiéncias em suas formas
de representagdo, que até entdo era feita de forma textual ou numérica. Com isso,
houve a necessidade de se alterar sua forma padrdo de exibi¢do para uma mais
intuitiva e agraddvel para o usudrio. Surgiram entdo as técnicas de visualizacdo e
de representacdo visual dos dados. Muitas dessas técnicas evoluiram juntamente
com o avanco da computagdo gréfica e de dreas associadas. A partir de entdo,
recursos no que concerne interacdo homem-mdaquina foram sendo adicionados

conforme as necessidades exigidas dos usudrios (**).

1.5.2 Visual Data Mining (VDM)

A visualizagdo grafica consiste em apresentar graficamente dados nos
quais se deseja analisar. E centrada em mecanismos que possibilitam ao usudrio a
compreensdo rdpida da informacdo a ele apresentada (CHITTARO, 2000). O
volume de dados a ser analisado € imenso, € na maioria das vezes nao se sabe por
onde comecar o processo de extracdo da informacgdo. Ou seja, todo o esforgo e
custo em coletar e armazenar dados pode ser infrutifero se nio se souber recuperar
dados pertinentes que respondam as consultas desejadas pelos usudrios

(BARIONE, et al., 2001).

(*) Disponivel em: <http:// data-mining-software.com/data_mining_history.htm>.
Acesso em 25 de outubro de 2005.

(**)Disponivel em:<http://dc.uel.br/~vhmanfredini/ia/Data_mining.htm> Acesso
em 25 de outubro de 2005
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Devido a natureza das informagdes armazenadas nestes grandes volumes
de dados serem textuais e numéricas, especialmente com muitos atributos, a
interpretacdo destes € realizada com baixa eficiéncia por seres humanos.
Apresenta-los de forma grafica permite uma melhor percep¢cao dos dados e quais
informacdes podem ser exploradas e extraidas a partir das visualizagdes criadas
(CHITTARO, 2000).

A visualizacdo dos dados estimula naturalmente a percep¢do e a
inteligéncia humana, aumentando a capacidade de entendimento e associagcao de
novos padrdes. Dessa forma a visualizacio utiliza a percep¢do humana como um
primeiro método para descobrir valores (OLIVEIRA, 2000). A integracdo do ser
humano ao processo de andlise de dados pode ser muito proveitosa para explorar
grandes volumes de dados. Isso permite combinar a flexibilidade, criatividade e
conhecimento geral dos seres humanos com a enorme capacidade de
armazenamento e poder computacional dos computadores atuais (KEIM, 2002).

Com o crescente aumento no volume de dados, cientistas da area da
computacdo comegaram a pesquisar formas de ver e compreender a informacao
que estd presente nesses dados, buscando extrair mais conhecimento dos mesmos
(TRAINA, 2001). Dessa forma, os pesquisadores reconheceram o potencial das
técnicas de visualizacdo para analisar e explorar grandes volumes de dados, e
durante esses ultimos anos, muitas técnicas para visualizacio de dados
multidimensionais foram desenvolvidas (KEIM, 2002). As técnicas e ferramentas
para visualizagdo de dados sdo instrumentos indispensdveis ao processo de
descoberta de conhecimento e tém provado seus valores na exploracdo e andlise
de dados. Sendo assim, essas técnicas tém sido utilizadas nos sistemas de Visual
Data Mining (VDM). Com as técnicas de visualizacdo, grandes volumes de dados
podem ser apresentados na tela a0 mesmo tempo; cores diferentes permitem ao
usudrio reconhecer, instantaneamente, similaridade e diferencas em milhdes de
itens de dados; os itens de dados podem ser arranjados para expressar algum
relacionamento entre si (TRAINA, 2001).

Os sistemas de VDM podem utilizar diversas técnicas de

visualizagdo e sdo de grande valor na exploragao e andlise de dados, apresentando
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um alto potencial para mineragdo em grandes bases de dados (KEIM, 1996). H4
basicamente dois enfoques para sistemas VDM: visualizagdo suportando data
mining, na qual os resultados sdo apresentados de forma grafica; e a realizacao de
data mining através de ferramentas visuais. Os sistemas VDM procuram integrar a
capacidade de exploracdo do cérebro humano com os recursos computacionais, de
forma a produzir um ambiente para a descoberta de conhecimento. A metodologia
baseia-se na funcionalidade caracteristica das estruturas internas dos dados e
exibicao dos mesmos, e por outro lado, na capacidade do ser humano em perceber
padrdes, excecdes, tendéncias e relacionamentos ao analisar a representacao visual
dos dados de uma maneira gréifica (KEIM, 1996).

As técnicas de VDM atualmente atacam trés tépicos, segundo Traina,
2001, a busca de agrupamentos, classificacdo de novos objetos e tratamento dos
elementos que sdo excecdes no conjunto de dados. A busca por agrupamentos
permite indicar quais regides no conjunto de dados sdo mais densas, além de
apontar os objetos que se encontram isolados. A classificagdo de novos objetos
visa identificar a que classe um certo objeto pertence. E por tltimo, o tratamento
de elementos que sdo excecdes no conjunto de dados, permite a identificacdao de

casos raros dentro desse conjunto (TRAINA, 2001).
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1.6 Justificativa

Com a implanta¢do do Programa Nacional de Triagem Neonatal através da
Portaria do Ministério da Saide n°® 822 as hemoglobinopatias foram oficialmente
incluidas nos programas de triagem neonatal no Brasil. Essa inclusdo levou a
producdo de uma grande quantidade de dados provenientes dos resultados das
triagens. Essa quantidade de dados gerada pode conter informagdes uteis para
facilitar o processo de analise das amostras, tais como padrdes de resultados que
indiquem determinada alteracdo de Hb, ou ainda padronizacdo da seqii€éncia
metodoldgica para direcionar o diagnéstico. No entanto, essas informagdes nao
tém sido exploradas ainda, pela falta de uma abordagem que permita a andlise em
larga escala desse montante de resultados.

Para se obter um aproveitamento real das muitas informacdes contidas
nesse grande volume de dados, faz-se necessaria a utilizacdo de técnicas
especializadas de mapeamento de informacgdo. As técnicas data mining tém por
objetivo a extracdo de conhecimento capaz de indicar padrdes e comportamentos
ocultos e de dificil visualizacio a olho nu. Dentre as técnicas data mining
utilizadas, destacam-se as denominadas regras de associa¢io, que permitem gerar
resultados indicativos do comportamento, por exemplo, de alteracdes genéticas e
seu perfil de heranca em diferentes grupos populacionais.

Nos anos de 1997 a 2002 foi desenvolvido um programa de triagem
neonatal de hemoglobinopatias pelo Laboratério de Hemoglobinas e Genética das
Doengas Hematolégicas — LHGDH, do IBILCE, UNESP, com neonatos nascidos
no Hospital de Base de Sao José do Rio Preto, em parceria com o Servico de
Genética da FAMERP. Nesse periodo foram analisados 5976 recém-nascidos. O
montante de dados gerados em todas as fases dos seis anos de programa realizado
pelo LHGDH constitui uma fonte de informagdes, que armazenadas em banco de
dados, permitem a andlise por métodos computacionais na tentativa de estabelecer
comportamentos, tendéncias e padrdes, objetivando dessa forma, contribuir com a
Triagem Neonatal no pais, fornecendo bases para agilizar os diagndsticos e torna-

los cada vez mais precisos.



2 Objetivos




Objetivos 3.

2 Objetivos

Analisar os resultados do programa de triagem neonatal de
hemoglobinopatias por métodos computacionais, objetivando avaliar as interfaces
entre os diferentes fen6tipos de hemoglobina e padrdes de comportamento nos
grupos de individuos analisados ao longo dos seis anos de programa neonatal em

Sao José do Rio Preto.

2.1 Objetivos especificos

Ap6s desenvolvimento de uma Base de Dados Eletronica e inser¢do dos

resultados da triagem objetivou-se:

1. Por meio de ferramenta data mining — CLIBIA avaliar as metodologias

utilizadas e testar a aplicabilidade de um banco de dados para hemoglobinopatias.

2. Analisar os dados quantitativos de hemoglobinas obtidos por HPLC nos
diferentes fenotipos, em sistema de visualizagdo 3D - FastMapDB, para anélise de

comportamento dos fenotipos.
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3 Material e Métodos

3.1 Casuistica

Foram analisados os resultados laboratoriais de 5976 amostras de sangue
de cordao umbilical de recém-nascidos no Hospital de Base de Sdao José do Rio
Preto no periodo de 1997 a 2002, de ambos os sexos e distintas origens raciais. As
amostras de sangue de corddo umbilical foram colhidas ap6s o parto, em tubos
com anticoagulante, identificadas como RN de (nome da mae), por gravidade e
ndo ordenha do corddao, e acondicionadas em geladeira até o momento das
andlises, que ndo excederam uma semana. A coleta das amostras foi realizada por
profissionais da enfermagem do Hospital de Base, em plantdo na sala de parto. As
informacdes sobre a pesquisa foram repassadas aos pais ou responsdveis, por
profissionais de assisténcia social da equipe multidisciplinar, ¢ o termo de
consentimento livre e esclarecido devidamente preenchido e assinado. Cada
amostra ao chegar ao laboratdrio, foi cadastrada, recebendo um ndmero de cédigo,
ficando os dados referentes aquela amostra somente do conhecimento do
responsavel pela pesquisa.

Foram utilizados materiais descartdveis, para total seguranca dos
individuos envolvidos, nao oferecendo riscos aos seus participantes. Apds a
realizacdo dos exames, os casos com alteragcdes de hemoglobinas foram
encaminhados ao servi¢o de genética e ambulatério de hematologia pediatrica da
Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto, para estudo familial,
aconselhamento genético-educacional e suporte clinico, sendo preservadas a
seguranca e confiabilidade dos resultados. Esta pesquisa tem aprovagdo no
CONEP sob o nimero 3919, processo 25000.034091/2002-88.

Os resultados das 5976 amostras foram inseridos no Banco de Dados do
LHGDH para aplicacdo de ferramenta data mining denominada CLIBIA (Clinical
Bioinformatic Analysis), especialmente desenvolvida para esse fim. Para aplicagcdo
da ferramenta de Visual data mining, FastMapDB, foram utilizados apenas os

resultados das 2521 amostras triadas nos anos de 2001 e 2002, que incluiram os
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resultados quantitativos obtidos por Cromatografia Liquida de Alta Performance
(HPLC). Abaixo estd representado um organograma ilustrando o esquema de

analise.

1997 a 2002 ::> 5976 amostras triadas

ﬁ |l> [nzeridas no Banco e analisadas pela CLIBIA

2001a 2002 ::> 2521 amnstras analisadas por HPLC @

Frsthdap DE <:J

3.2 Métodos para o diagnéstico de Hemoglobinopatias

Ap6s os procedimentos de identificagdo, as amostras foram submetidas aos

seguintes testes de triagem para hemoglobinopatias:

3.2.1 Preparacio de hemolisados
Para que as amostras fossem submetidas a procedimentos
eletroforéticos e testes bioquimicos as células foram lisadas para a obtencdo da
solugdo de Hb utilizando duas metodologias:
¢ Hemolisado Répido - com saponina, (NAOUM, 1990)
e Solucdo de Hb - com cloroférmio, (NAOUM, 1990)

Hemolisado Rdpido: com saponina

Reativo hemolisante:

- Saponina P.A. lg

- Agua destilada 100 mL

Procedimento:
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- Em placa de Kline foi colocado 1 volume de sangue com 1 volume de
reativo hemolisante, com posterior homogeneizagdao até a hemdlise completa da
mistura;

- O hemolisado pdde ser utilizado apds 5 minutos, € no maximo 4 horas

depois da sua preparacao.
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Solugdo de Hb: com Cloroférmio

Procedimento:

- Para lavar os eritrécitos, centrifugou-se 1mL de sangue colhido com
anticoagulante com solugdo salina a 0,85%, a 1.500 rpm, durante 5 minutos,
descartando o sobrenadante. O processo foi realizado trés vezes, no minimo.

- Ao volume de eritrécitos lavados, adicionou-se outro de dgua destilada,
homogeneizando a solu¢do. A seguir, adicionou-se um volume de cloroférmio
idéntico ao do hemolisado formado. A mistura foi agitada vigorosamente e
centrifugada a 2.000 rpm, por 20 minutos.

- A solu¢do de Hb sobrenadante, ou hemolisado, foi retirada por meio de
pipeta Pasteur e transferida para um tubo limpo com identificacdo da amostra. A

concentracdo do hemolisado, preparado conforme a metodologia apresentada,

variou de 10 a 15 g/dL.

3.2.2 Resisténcia globular osmoética em solu¢do de NaCl a 0,36%
(SILVESTRONI; BIANCO, 1975)

Principio:

Técnica utilizada para detectar talassemias do tipo beta, principalmente na
forma heterozigota, pois nesses casos os eritrocitos microciticos sao mais
resistentes 2 hemolise nesta solugcdo. A resisténcia globular ndo € especifica para
talassemia beta heterozigota, ja que resultados positivos sdo encontrados também
em anemias carenciais e outras hemoglobinopatias, como nos heterozigotos para

Hb C.

Reagentes:

Solugdo estoque - NaCl a 10% - pH 7,4
- NaCl 90¢g
- Na,HPOy, 1,36 g
- NaH,P04.H,0 0,28 g

- Agua destilada q.s.p. 100 mL
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Solugdo de trabalho

- NaCl 10% 36 mL

- Agua destilada q.s.p. 1000mL
Procedimento:

Em tubo de hemdlise colocou-se 2,0 mL de solu¢do de NaCl a 0,36% e
10 pL de sangue total, agitando por inversdo, suavemente. A leitura foi feita apds

10 minutos.

Interpretagdo:

O tubo de hemolise com a amostra na solucdo de NaCl a 0,36% foi
colocado a 2,0 cm de uma folha branca com linhas negras. O teste foi interpretado
como positivo quando as linhas negras ndo foram visualizadas, uma vez a
resisténcia aumentada a hemdlise do eritrécito tornou a amostra opaca. As linhas

foram facilmente visualizadas em amostras com resisténcia normal a hemolise.

3.2.3 Analise, a fresco, da morfologia eritrocitiria (BONINI-
DOMINGOS, 2003)

Os esfregacos sangiiineos, a fresco, foram analisados ao microscopio
optico, quanto ao tamanho, forma e quantidade de Hb nos eritrdcitos. Os
resultados foram divulgados da seguinte maneira, segundo padronizacdo do

LHGDH para cada um dos parametros avaliados.

- alteracdes discretas: (+)
- alteracdes moderadas: (++)
- alteracdes acentuadas: (+++)

- células normais: (N)
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3.2.4 Eletroforese em pH alcalino (MARENGO; ROWE, 1965)
Principio:
Técnica utilizada para qualificacdo e quantificacdo de Hb normais e
grande parte das Hb arormais com mobilidades eletroforéticas diferentes das Hb

normais.

Reagentes:

Tampao Tris-EDTA-Borato (TEB), pH 8,6

- Tris hidroximetil aminometano 10,2 g

- Acido etilenodiaminotetracético 0,6 g

- Acido Bérico 32¢g

- Agua destilada q.s.p. 1000 mL

Conservado em geladeira

Corante:

Ponceau

- Ponceau S 05¢g

- Acido tricloroacético 50¢g

- Agua destilada q.s.p. 100 mL

Solugdo descorante:

- Acido acético glacial 100 mL
- Metanol 50 mL

- Agua destilada q.s.p. 1000 mL
Procedimento:

- As fitas de acetato de celulose foram embebidas em tampao TEB por 15
minutos no minimo e 6 horas, no maximo.
- Apds serem secas em folhas de papel absorvente, as fitas foram

colocadas na cuba de eletroforese contendo o mesmo tampdo utilizado para
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embeber as fitas, conectando-as com os compartimentos eletroliticos através de
tecido absorvente (perfex).

- A solug¢do de Hb foi aplicada a 1,0 cm da extremidade da fita em
contato com o pélo negativo.

- As amostras foram submetidas a 300 volts por 30 minutos.

- As fragdes foram analisadas, primeiramente, sem coloracdo e,
posteriormente, coradas com Ponceau. Para cora-las, as fitas foram colocadas no
corante por 5 minutos, e em solu¢cdo descorante por 30 minutos, com agitacao da

vasilha.

3.2.5 Transparentizacao (BONINI-DOMINGOS, 2003)
Realizada para possibilitar a conservagao das fitas de acetato de celulose

para registros.

Reagentes:

- Metanol P.A. 25 mL

Solugdo de Transparentizacio:

- Acido acético glacial 7,0 mL
- Metanol 42.5 mL
- Glicerina 0,5 mL
Procedimento:

- A fita de acetato de celulose foi mergulhada no metanol por no méximo
60 segundos.

- Em seguida, ela foi transferida para a solucio de dacido
acético:metanol:glicerina por 40 segundos.

- A fita de acetato foi entdo colocada sobre uma lamina de vidro e levada a

estufa a 60°C para secar por, aproximadamente, 2 minutos.
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3.2.6 Eletroforese em pH neutro (DACIE; LEWIS, 1985)
Principio:
Técnica utilizada para identificacdo e quantificacdo das Hb H e Hb Bart’s que

apresentam perfil de migracdo em pH alcalino similar a proteinas plasmaticas.

Reagentes:

Tampao pH neutro

- KH,PO4 311¢
- NazHPO4 1,66 g
- Agua destilada q.s.p. 1000 mL

Conservar em geladeira

Procedimento:

- As fitas de acetato de celulose foram embebidas em tamp@do neutro por
15 minutos no minimo e 6 horas, no maximo.

- Apds serem secas em folhas de papel absorvente, as fitas foram
colocadas na cuba de eletroforese contendo o mesmo tampdo utilizado para
embeber as fitas, conectando-as com os compartimentos eletroliticos através de
tecido absorvente (perfex).

- A solucdo de Hb foi aplicada a 1,0 cm da extremidade da fita em contato
com o polo negativo.

- As amostras foram submetidas a 300 Volts por 30 minutos.

- As fracdes foram analisadas sem coloracdo, seguindo mapa especifico de

identificagdo.

3.2.7 Eletroforese em pH acido (VELLA, 1968)
Principio:

Técnica utilizada para diferenciar alguns tipos de Hb que migram em
posicdes semelhantes na eletroforese em pH alcalino e caracterizagdo semi-

quantitativa de Hb F.
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Reagentes:

Tampao Fosfato pH 6,2

Para uso nos compartimentos eletroliticos e confeccdo do gel:

- Na,HPO4 2,02¢

- NaH,PO,4.H,O 7,66 g

- Agua destilada q.s.p. 1000 mL

Conservar em geladeira

Gel de Agar-Fosfato

- Agar-agar 500 mg
- Tampao fosfato pH 6,2 25 mL
Procedimento:

- Os componentes do gel de &dgar-fosfato foram adicionados a um
erlenmeyer de 250 mL e levados ao forno microondas até completa dissolucao,
tomando cuidado para a mistura ndo ferver.

- Foram pipetados 5,0 mL do gel em laminas de microscépio que
gelificaram a temperatura ambiente.

- As amostras foram aplicadas na por¢ao média da lamina, inserindo o
aplicador com cuidado para nao partir totalmente o gel.

- Para conexdo do gel com os compartimentos eletroliticos foi utilizado
tecido absorvente (perfex).

- As amostras foram submetidas a 100 volts por 30 minutos.

- As fragdes foram analisadas sem corar e coradas com Ponceau.

3.2.8 Pesquisa de corpusculos de Heinz e agregados de Hb H
(PAPAYANNOPOULOS; STAMATAYANNOPOULOS, 1974)
Principio:

Os corpusculos de inclusido de Hb H sdo formados por cadeias beta

oriundas da desnaturacdo do tetramero da Hb. Apds coloracio esses corpusculos
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apresentam-se dispostos homogeneamente no interior dos eritrécitos como
pequenos pontos azulados.

Reagentes:

Solugdo salina:

- Cloreto de sédio 09¢g

- Agua destilada q.s.p. 100 mL

Solugdo citrato:
- Citrato de sodio 22¢g

- Agua destilada q.s.p. 100 mL

Solu¢do de Azul Cresil Brilhante (ACB):

- Azul Cresil Brilhante 1,0g

- Solugdo salina 100 mL
- Solugdo citrato 25 mL
Procedimento:

- Em tubo de ensaio pequeno foram colocados 50 pl de sangue total e
adicionados 100 ul de ACB.

- Ap6s agitacdo suave dos tubos, o material foi incubado a 37°C por 30 e
60 minutos.

- Foram feitos esfregacos finos os quis foram examinados ao microscépio
em objetiva de imersao.

Interpretagdo:

Os corptsculos de Hb H apresentaram-se dispostos homogeneamente no
interior dos eritrocitos como fina granulagdo distribuida homogeneamente,
caracterizando um portador de alfa talassemia. Os Corpos de Heinz, provenientes
da desnaturacdo de Hb, apareceram como uma precipitacdo grosseira junto a

membrana dos eritrdcitos.
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3.29 Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)
(INSTRUCTION MANUAL, 1999)

Principio:

O equipamento utilizado foi o VARIANT da BIO-RAD com Kit de
andlise Sickle Cell Short Program. A HPLC neste equipamento consiste da
cromatografia de troca idnica em um sistema fechado, no qual duas bombas de
€émbolo duplo e uma mistura de tampdes de dilui¢do, com controles de gradientes
pré-programados passam pela coluna detectando as alteracdes de absorbancia a
415 nm. O filtro secundédrio de 690 nm corrige a linha de base para efeitos
provocados pela mistura de tampdes com forcas i0nicas diferentes (EASTMAN et
al.,, 1996). As mudangas na absorbancia sdo monitoradas e exibidas como um
cromatograma da absorbancia versus tempo. Os dados de andlise provenientes do
detector sdo processados por um integrador embutido e impressos no relatério da
amostra de acordo com o tempo de retencdo. O tempo de retengdo € o tempo
transcorrido entre a injecdo da amostra até o 4pice do pico da Hb. Cada Hb tem
um tempo de retencdo caracteristico. No final da andlise da amostra, uma cépia do

cromatograma e os dados do relatdrio sdo automaticamente impressos.

Procedimento:

Para Kit Sickle Cell Short Program:

Em um tubo, foram misturados 5 uL. de sangue total com 1,0 mL de dgua
Milique.

Apo6s a hemolise total, as amostras foram acondicionadas nos recipientes
adequados e alojadas no equipamento para realizacdo dos procedimentos de

leitura das amostras pré-programados.

Interpretagdo:

A quantificagdo das diferentes fragdes de Hb em uma amostra foi realizada
a partir dos valores de porcentagem e tempo de retengdo comparados com 0s
valores de calibragado especificos fornecidos pelo fabricante e emitidos em modelo

proprio que incluiu valores numéricos e perfil cromatografico. Este Kit identifica
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as seguintes fracdes hemoglobinicas: “Fast”, “F1”, “F” e “A”, sendo as duas
primeiras, subfracOes de eluicdo rdpida e as duas ultimas as Hb normais

encontradas em recém-nascidos.

3.3 Ferramentas Data Mining

Para analisar os dados por VDM, foi utilizada uma técnica de visualizacao
em trés dimensdes denominada FastMapDB. O FastMapDB é uma ferramenta de
visualizacdo de dados, como datas, nimeros e textos, onde a apresentacdo é
efetuada através do mapeamento multidimensional dos dados para um espaco
tridimensional, promovendo a reducdo de dimensionalidade. O objetivo da
reducdo de dimensionalidade € apresentar o conjunto de dados com um nimero
menor de atributos, porém preservando as caracteristicas inerentes a informacao
armazenada, dessa forma buscando definir quais sdo os atributos importantes ou
que concentram a informacao.

O nicleo da ferramenta FastMapDB utiliza o algoritmo denominado
Sfastmap (FALOUTSOS; LIN,1995) que realiza o mapeamento de objetos que
podem estar em espagos de diferentes dimensdes pra o espago Euclidiano. O
mapeamento feito com o fastmap procura preservar as distancias entre os dados e
minimizar possiveis distor¢des do mapeamento. Outra caracteristica € permitir ao
analista compreender como os itens de dados estdo relacionados, quais sdo os
padrées envolvidos e detectar agrupamentos e elementos de excecdo. A
visualizacdo gerada pela ferramenta € simples, e rapidamente manipulada, o que
permite que hipdteses sejam formuladas e testadas antes que sejam efetuados
calculos estatisticos e numéricos (FALOUTSOS; LIN, 1995).

A ferramenta FastMapDB foi desenvolvida para disponibilizar os recursos
de visualizacdo para dados armazenados em bases relacionais utilizando
resultados e algoritmos originalmente desenvolvidos para a reducdo de
dimensionalidade ou de mapeamento de dados métricos para espagos

dimensionais. A ferramenta possui recursos para que O usudrio crie
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interativamente uma funcdo de distincia vetorial a partir de qualquer quantidade
de atributos de uma tabela em uma base de dados. Com a funcdo distancia
definida o programa escolhe pivds dentre os pares de tuplas (cada objeto da tabela
ou cada amostra) mais distantes entre si. Com a defini¢do dos pivos, o sistema
mapeia o conjunto de dados para uma representacio tridimensional, sendo que
cada objeto na tabela é representado por um ponto no espaco. Este sistema
permite ainda, utilizar um atributo da tabela para classificar as tuplas e a
visualizagdo das classes representadas por diferentes cores e formatos (TRONCO,
2003).

A ferramenta FastMapDB estd disponivel para download em
http://www.gbdi.icmc.usp.br, foi desenvolvida utilizando a linguagem de
programagdo C++ e a biblioteca grafica OpenGL (TRONCO, 2003).

Para aplicacdo da ferramenta datamining — FastMapDB, foram utilizados
os resultados de 2521 amostras de recém-nascidos nos anos de 2001 e 2002
analisados por Cromatografia Liquida de Alta Performance, HPLC, realizada com
o Sistema automatizado VARIANT (BIO-RAD), utilizando os reagentes e o
protocolo do fabricante para esta faixa etdria. Esse sistema identifica os valores
percentuais das fracdes de Hb em picos determinados, “Fast”, “F1”, “F” e “A”,
estes foram inseridos em planilhas e convertidos para uma base de dados
reconhecivel pela ferramenta, sendo utilizados como atributos para 0 mapeamento
espacial e, os diferentes fendtipos foram utilizados como atributos classificatorios
das amostras. Para estabelecer um padrdo de comportamento espacial os
resultados foram classificados em grupos segundo delineamento ilustrado no

quadro 1.
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Quadro 1. Divisdao em grupos de andlise para o FastMap, segundo os fend6tipos

de Hb observados.

n Fenétipos de Hb Grupos de analise para o FastMap
2169 Perfil de Hb normal para idade “Normal”

55 Hb S em heterozigose

18 Hb C em heterozigose “Variante”

21 Beta talassemia heterozigota
258 Alfa talassemia heterozigota “Talassemia”

Os resultados laboratoriais das 5976 amostras foram cadastrados no Banco de
dados do LHGDH, desenvolvido em colaboracdo com o Laboratério de Banco de
Dados do Departamento de Ciéncias da Computacdo e Estatistica da Unesp. O
cadastro dos pacientes foi realizado via Internet e o endereco de acesso ao banco é
http://www.lhgdh.locaweb.com.br/banco. Apds o cadastro, as amostras foram
analisadas utilizando a ferramenta CLIBIA, especialmente desenvolvia para esse
banco de dados. A CLIBIA ¢é uma ferramenta de andlise estatistica desenvolvida
utilizando tecnologia ASP (Active Server Pages) para a andlise on-line do banco
de dados do LHGDH. Tem como fun¢do ajudar na anélise dos dados contidos no
banco. A CLIBIA é composta por duas op¢des: Consulta e Relatdrio. Para utilizar
as duas opg¢des o usudrio deve definir o dataset, isto €, o conjunto de dados a ser
pesquisado. O dataset pode ser delimitado por védrios campos como Cdédigo do

Paciente, Nome, Laboratorio, Laudo, entre outros.
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3.4 Analises Estatisticas

Aos valores quantitativos de Hb obtidos por HPLC foram aplicados testes
estatisticos descritivos e inferenciais. Para as analises inferenciais, os dados foram
testados quanto a normalidade e homocedasticidade. Quando as condi¢des de
normalidade e homocedasticidade foram satisfeitas aplicaram-se os testes
paramétricos, ANOV A-complementada por Tukey, para comparar trés ou mais
grupos e Teste t para dois grupos. Quando os dados foram ndo paramétricos,
mesmo apds transformacdo dos valores, foram utilizados os testes ndo
paramétricos de Kruskal-Wallis complementada por Dunn para comparar trés ou

mais grupos € Mann-Whitney para dois grupos (ZAR, 1999).
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4 Resultados

4.1 O banco de dados e a ferramenta CLIBIA

Os resultados laboratoriais de 5976 amostras analisadas no periodo de
1997 a 2002 foram inseridos no banco de dados eletronico, LHGDH on-line. Por
conterem informacdes de exames os usudrios sdo cadastrados e possuem uma
senha de acesso individual. A Figura 5 ilustra a pagina de acesso ao banco. Na
pagina inicial existe um link para a ferramenta CLIBIA como pode ser visualizado
no destaque da Figura 6. Esse link abre a pigina principal da ferramenta, na qual

selecionou-se a op¢ao consulta ou relatério. (Figura 7).

On-Line

geja Bem Vindo ao LHGDH O Line

Login

O LHGDH On-Line € o banca de dados do LHGDH!
Atréves dele o labaratdrios que wtiizam nossos
servigos podem ter acessn aos resultacos de
Eexames de forma mais répida & confortével

Para saber como acessar esse servio ertrs em
cantato com o LHGDH!

E-mail: kaboratorio_hgdhd@yahoo.com br

Figura 5: Pagina inicial de acesso ao banco de dados LHGDH On-line.

Oz‘i—LJHéf Usuério: Luciane Moreno Storti de hielo

Principal” | Pacientes Consultar Exames Laboratorios | Laudos | Testes | Metodos Relscionar Teste-hétodo Alterar Senha [ SAIR

:- Utilize 0 menu SUPERIOR para navegar pelo LHGDH On-Line : Informaciées do Sistema

- Pacientes: 10211 cadastrados
atualmente

- Exames: 10211 cadastrados, 6 em
andlize

- Laboratérios: 59 cadastrados

- Testes: 20 cadastrados no sistema

- Resultados: 262 cadastrados

- Laudos: 9 cadastrados

- Laudos Especificos: 93 cadastrados
- Métodos: 15 cadastrados

- Usuarios: 44 cadastrados no sistema

Principal:- Volta & pagina principal
Pacientes:- Inicia 0 cadastro do pacierte

Consultar Exames:- Aqui vocé pode consultar os exames cadastrados no LHGDH através dos
seguintes campos:

- Nimero do documento do pacierte

- Nimero da guia do exame

- Nome do paciente

- Situagéo do Exame (se em andlise ou concluido)

- DataPeriodo

- Laboratdrios

- Cadastrante Ferramentas do Sistema
Laboratérios:- Gerencia o cadestro dos Laboratdrios gque solicitam exames Rl e e o e

Analysis
- Listar Pacientes sem Exames
cadastrados

Laudos:- Gerencia os possiveis laudos e laudos especificos dos exames

Teste:- Gerencia os possiveis testes & respectivos resultados

Métodos:- Inclui £ Exclui os possiveis métodos

Relacionar Teste-Método:- Define quais 540 0s possivel métodos de cada teste j& cadastrado no
sistema

Usuarios:- Gerencia 0s usuarios do LHGDH On-Line

Alterar Senha:- Altere a sua senha de login

Sair:- Sai do LHGDH On-Line

Figura 6: Pégina inicial do banco de dados. O circulo em verde destaca o link

para a ferramenta CLIBIA.
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Usudério: Luciane Moreno Storti ce Melo

Voltar ao LHGDH On-Line

LHGDH - CLIBIA - Clinical Bicinformatics Analysis

O QUEE CLIBIAZ??

CLIBIA - Clinical Bisinformatic Analyisis & uma ferramerta acessdria do LHGDH On-Line. Tem como fungéo sjudar na
andlise dos dados contidos no banco de dados .
A CLIBIA & composta por duas apgées: CONSULTA & 3 RELATORIO

Para utiizar as duas opgdes os usudrio deve definir o DATASET, isto &, 0 conjunto de dados a ser pesquisado

© DATASET pode ser delimitado por varios campos como Cédigo do Pacierte, Nome, Laboratério, ertre outros. (Ex
Todos os pacientes que o cidigo comese com RF & séo do Hospital de Base)

COHSULTAS

As consuftas servem para o usuario do LHGDH encortrar mais facimente os exames gue stendem a um determinado
critério. (Ex. Exames que tenham A2 como resultado na Elstroforese Alcalina e Ho AH coma Laudo)

Az consultas devem ser utiizacdas para esclarecer duvidas dos dados contidos nos Relstérios geracos pelo CLIEIS,
assim como para encortrar & corvigic inconsisténcias no Banco de Dados.

RELATORIOS

Os relatdrios déo uma visdo ampla do DATASET selecionado, além de possibiitar & observagéo estatistica dos Testes &
Laudos através de gréficos

Figura 7: Pégina inicial da ferramenta CLIBIA. O circulo em verde destaca os

links para a selecdo das opcdes consulta ou relatério.

Através do recurso de consulta especifica foi possivel comparar resultados

obtidos em diferentes testes laboratoriais e acessar cada exame individualmente

permitindo a observacdo de todas as informacdes referentes aquele exame. A

Figura 8 ilustra a pagina de sele¢do do dataset para consulta. Nesta pigina, foi

possivel buscar as amostras, selecionando-se aqueles exames que apresentaram

resultados especificos, definindo informacdes dos testes laboratoriais ou dos

laudos dos exames.

On-fine Usuério: Lucians boreno Storti de Mel

Voltar ao LHGDH On-Line

LHGDH - CLIBIA - CONSULTA

Doc.Paciente | |

Name do Pacients [RN |
\dade entre D . D

Petlodo de até

Laboratdrios |Hn5pnal de Base 5. J .do Rio Preto/Sdo José do Rio Preto-S5P

Cadastrada Por |TUdUS 05 usudrios..

Definir informaciies dos pacientes

sexo  |Ambos.. I Origem Etnica

Definir informacies dos testes

Eletrofarese Alcaling | Tados..

Eletroforese Acida | Tados

Pesquiza de Corpos de Hb H | Todos

Pesquisa de Corpos de Heinz | Todos..

Instabilidade a0 lsopropanol 37° C |Tudu5 :

Instabilicade a0 Térmica 50° C | Todos

Figura 8: Péagina de selecao do dataset na opc¢ao consulta da ferramenta CLIBIA.
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Apds a selecdo do dataset a ferramenta localizou os exames que se
enquadraram nos requisitos selecionados e migrou para uma tela com uma tabela
de resultados. Nessa tabela foi possivel abrir cada exame ao clicar no /link do
nome do paciente. A Figura 9 ilustra os resultados da busca realizada
selecionando-se como conjunto de dados todos os exames em que o nome do
paciente tivesse as iniciais RN, com zero anos, e que fossem provenientes do

Hospital de Base de Sao José do Rio Preto.

Usuario: Luciane hioreno Storti de kelo

CLIBIA HOME I Voltar ao LHGDH On-Line

Mome do paciente

Idade entre Oe 0 anos
Date 1141990 urtil 952005
Lakorsat aria Hospital de Bass 5. J o Rio Preto

TOTAL : 5975

-MMM Lau dn Ca daStran‘E
Especrf‘ co

Hospital de Base Marmal para
=, J do Rio Preto 82002 & idace

Hospital de Base S ESTIO0Z Mormal para

FN- Asmsmimm=ni = J do Rio Preto a idace

Séo Jose
clo Rio

‘RN- e e

Jemm—— =. J do Rio Preto a idade
Preta

Hospital de Base Marmal para

TBSFI2002

Figura 9: Pédgina exibindo a tabela de resultados da busca selecionando-se recém
nascidos no Hospital de Base como dataset na op¢do consulta da ferramenta

CLIBIA.

Através da opcdo consulta foi possivel relacionar os resultados de um teste
laboratorial e o laudo do exame, ou relacionar os resultados de diferentes testes,
permitindo a avaliacdo da concordancia dos testes entre si e dos testes com 0s
diagnosticos. Dessa forma foi possivel identificar discordincias nas andlises, e
também testar a eficiéncia dos testes para identificacio das alteragdes de Hb.

Na opcgao relatério da ferramenta CLIBIA, depois de delimitado o dataset,
foi possivel selecionar as configuragdes do relatério e incluir grificos de testes,
laudos, sexo e relacionamentos. A Figura 10 ilustra a pagina de selecdo do dataset

na op¢ao relatdrio.
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Usuério: Luciane Moreno Starti de Melo

LHGDH - CLIBIA - RELATORIO

Selecionar DATASET
Mome do Pacients [R |
11
e

‘Hospltal de Bage 5. J .do Rio Preto/S&0 José do Rio Preto-SP vl

Doc. Paciente

Idade entre

Perioda de

Laboratérios

CadastradoPor | Todos os usudrios. . b |

Configuracies
Mostrar relagies entre teste, resultado, método e Mostrar relagfies laudo, laudo especifico e
sexo sexR0

Mostrar gréfico dos testes
Mastrar gréfice dos laudos
Mostrar grafico dos sexos
hiostrar graficn das faias ctérias

NMostrar gréfica dos resultados
Mestrar grafics dos laudos sspecificos
Mostrar grafico das stnias

Mostrar orafico das regities

Gerar Relatdrio

Figura 10: Pigina de selecio do dataset na opgdo relatério da ferramenta

CLIBIA.

Os relatérios gerais contém uma descricdo dos dados, fornecendo
rapidamente as proporcdes entre géneros, idade, etnia, regido de origem, além de
fornecerem as freqii€éncias dos resultados obtidos nos testes laboratoriais e dos
laudos dos exames. A exibi¢ao também foi realizada através de graficos, coloridos
e com legenda que agilizam o processo de andlise dos dados. O relatério geral
mostrou os seguintes perfis hemoglobinicos para as amostras de neonatos: 81,76%
com perfil normal para a idade, 9,91% com resultados sugestivos para alfa
talassemia, 1,87% com resultados sugestivos de beta talassemia, 3,38% com
hemoglobinas variantes, 0,82% com interagdes entre hemoglobinas variantes e
talassemias e 2,26% amostras com presenca de hemoglobinas normais, mas que
sugeriram contaminacdo com o sangue materno. A Figura 11 apresenta o grafico

da distribui¢cao dos laudos dos exames.
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Laudos

Mormal para a idade (81 76%)———

Interagies (0.82%)
~Outros (2 26%)

Alta Talassemia r9.91%)]
Bicta Talazzetia (1.67%)|

Figura 11: Gréfico obtido pela opcao relatério da ferramenta CLIBIA incluindo

os laudos dos exames e as freqiiéncias fenotipicas das Hb observadas.

O relatério geral completo obtido para as amostras de recém nascidos no
Hospital de Base de Sdo José do Rio Preto encontra-se no Apéndice deste

trabalho.
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4.2 Padroes de Hb obtidos na analise pelo FastMapDB

4.2.1 Perfil das amostras normais

Visando estabelecer o perfil do fen6tipo normal para amostras de sangue
de neonatos, foram selecionados os resultados das 2169 amostras com resultados
normais para idade, obtidos por HPLC como conjunto amostral. O mapeamento
foi realizado utilizando os quatro picos discriminados pelo HPLC, previamente
descritos na metodologia.. A visualizacdo tridimensional obtida esta ilustrada na
Figura 12, e as amostras normais distribuiram-se em dois aglomerados distintos,
marcados pelos tragcados em cores azul e verde. A Observacdo da distribui¢cdo
sugeriu a existéncia de algum fator adicional dividindo o conjunto amostral. Para
avaliar qual seria esse fator, responsdvel pela divisdo das amostras em dois grupos
de distribuicdo espacial, realizou-se o mapeamento selecionando os diferentes
picos como atributos. A imagem projetada incluindo os picos “F17, “F” e “A” no
mapeamento exibiu uma aproximac¢do dos aglomerados, no entanto, ainda pdde
ser observada a presenca de dois grupos distintos, como ilustrado na Figura 13.

A Figura 14 representa o mapeamento utilizando os picos “Fast”, “F” e
“A”, excluindo-se o pico “F1”, e pode-se observar uma aproximag¢do maior dos
aglomerados indicando grande participacdo desse atributo na divisdo das
amostras. Associando-se as duas observacdes, projetou-se uma imagem utilizando
apenas os picos de “F” e “A”, excluindo as janelas de “Fast” e “F1”. Como
observado na Figura 15, nesse mapeamento obteve-se a dispersdo linear dos

dados.
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Clagses
Mormal  ©

Figura 12: Projecao da imagem tridimensional para o grupo “Normal”, incluindo

0s quatro picos como atributos de mapeamento.

Clagzes
Maormal  ©

Figura 13: Projecdo da imagem tridimensional para o grupo “Normal” incluindo
os picos “F17, “F” e “A” como atributos de mapeamento. A seta indica o espaco

entre os aglomerados.
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Classes
Mormal o

Figura 14: Projecdo da imagem tridimensional para o grupo “Normal” incluindo

os picos “Fast”, “F”’ e “A” como atributos de mapeamento.

Clagses
Maormal  ©

Figura 15: Projecdo da imagem tridimensional para o grupo “Normal” incluindo

os picos “F” e “A” como atributos de mapeamento.



Resultados -49-

Para avaliar os valores de “Fast” e ‘F1”, foram geradas imagens utilizando
um recurso da ferramenta FastMapDB, no qual um atributo pode ser utilizado
para dividir o conjunto amostral em dois subgrupos exatamente no valor médio
entre os valores minimo e maximo. A imagem ilustrada na Figura 16 contém os
quatro picos de andlise e os valores de “Fast” foram utilizados para classificar as
amostras em dois subgrupos representados na imagem pela diferenca no tamanho
dos pontos. Como observado, os pontos marcados pelo circulo azul apresentam
valores de “Fast” entre 0,0 e 5,5 % e os pontos dentro do circulo verde
correspondem a valores de “Fast” de 5,5 a 10,9%. Destaca-se que ndo existe
sobreposi¢cdo dos pontos indicando que os dois subgrupos correspondem a duas
nuvens distintas. Analisando estatisticamente esses dados, obteve-se a média de
2,34 % para o subgrupo com valores variando de 0 a 5,5 % e este incluiu um total
de 2040 amostras. O subgrupo variando de 5,5 a 10,9 % foi composto por apenas
129 amostras e a média observada foi 7,35 %. A média percentual obtida no pico
de “Fast” para todas as amostras normais foi de 2,64%, apresentando diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) das médias obtidas para os dois subgrupos
acima descritos.

Utilizando o mesmo recurso da ferramenta FastMapDB, a classificacdo foi
feita utilizando-se o pico de “F1” para dividir as amostras no valor médio e a
imagem obtida estd ilustrada na Figura 17, na qual a distribui¢do espacial dos
dados foi muito semelhante a da Figura 12. As duas nuvens classificadas pelos
valores, observadas na Figura 17 ndo apresentaram sobreposi¢do dos pontos. Para
possibilitar a comparagao das imagens os mapeamentos das Figuras 12 e 17 foram
dispostos lado a lado na Figura 18. Para caracterizar a divisdo em duas nuvens
amostrais, calculou-se a média percentual para cada subgrupo obtido para o pico
de F1. Obteve-se para o subgrupo com valores variando de 0,0 a 10,3% média
percentual de 9,45% incluindo 1369 amostras e para o subgrupo com valores
variando de 10,3 a 20,6% obteve-se a média de 12,25%, sendo composto por 800
amostras. A média percentual obtida para todas as amostras normais foi de
10,48%, apresentando diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) das médias

obtidas para os dois subgrupos de “F1”.
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Classes
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| Ranges
00toB5
BAt109 ©

Figura 16: Projecao da imagem tridimensional para o grupo “Normal”, incluindo

0os quatro atributos de mapeamento e utilizando o pico de

“Fast” como

classificatério em dois subgrupos, sendo o primeiro variando de 0,0 a 5,5 % e o

segundo de 5,5% a 10,9%.

Clagses
Mormal  ®

Figura 17: Projecao da imagem tridimensional para o grupo “Normal”, incluindo

os quatro atributos de mapeamento e utilizando o pico “F1” como classificatorio

em dois subgrupos, sendo
10,3% a 20,6%.

o primeiro variando de 0,0 a 10,3 % e o segundo de



Resultados -51-

[lasses
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Figura 18: Comparacdo das imagens projetadas para o grupo ‘“Normal”. A -

incluindo os quatro picos como atributos de mapeamento B - utilizando o pico de

“F1” dividido em dois subgrupos variando de 0,0 a 10,3% e de 10,3 a 20,6%.

4.2.2 Perfis obtidos para os diferentes fenotipos de Hb

Visando estabelecer um padrao para os diferentes fenétipos observados,
foram mapeadas todas as amostras, divididas nos trés grupos, “Normal”,
“Talassemia” e “Variante”, incluindo os quatro picos como atributos para o
mapeamento. Na imagem gerada observaram-se os grupos de andlise distribuidos
em trés nuvens amostrais distintas, como ilustrado na Figura 19, ndo houve
sobreposicdo entre os grupos. As nuvens correspondentes aos grupos
“Talassemia” e “Normal” encontram-se diametralmente opostas.

No mapeamento incluindo as amostras dos grupos “Normal” e
“Talassemia” utilizando os quatro atributos observou-se a diferenciacio em
aglomerados distintos para cada grupo, sem sobreposi¢cdo espacial como pode ser

observado na Figura 20.
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Figura 19: Projecio da imagem tridimensional para os grupos “Normal”,

“Talassemia” e “Variante”, incluindo os quatro atributos de mapeamento.

Claszes
Mormal o
Talazzemia O

Figura 20: Projecio da imagem tridimensional para os grupos ‘“Normal” e

“Talassemia” incluindo os quatro atributos de mapeamento.
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Para verificar quais as fracdes fundamentais na diferenciacdo de amostras
com Hb normais e com altera¢des talass€micas, foi gerada uma imagem utilizando
apenas os picos “F” e “A” como atributos de mapeamento, por representarem as
fracdes de hemoglobinas em maiores concentracdes nesta faixa etdria. Na imagem
projetada, observou-se a distribui¢do linear e paralela dos grupos amostrais, como
pode ser visualizado na Figura 21.

O grupo “Talassemia” incluiu as amostras com alfa e beta talassemias e
apesar de ambas apresentarem alteragdes nos valores quantitativos de Hb, elas
apresentam variacoes em fracdes diferentes das Hb, dessa forma realizou-se o
mapeamento com esses fendtipos separados e comparados ao grupo “Normal”. A
visualizagdo espacial desses grupos incluindo os quatro atributos mostrou
sobreposicao dos pontos amostrais.

Foram utilizados entdo, os picos “F’ e “A” para o mapeamento e, na
visualizacdo obtida observou-se o delineamento dos grupos em trés aglomerados
representando cada grupo fenotipico, ilustrado na Figura 22. Pdde-se observar que
as amostras se distribuiram linearmente no espaco, estando bem definidas em trés
grupos distintos. A Figura mostrou ainda que, os grupos alfa e beta talassemias
estdo mais proximos entre si e afastados do grupo normal.

As amostras com alfa talassemia foram projetadas comparadas com
as normais e para os mapeamentos realizados com os quatro picos ou mesmos
incluindo trés picos observou-se sobreposicdo dos pontos amostrais como
visualizado na Figura 23, que incluiu os picos “Fast”, “F” e “A” como atributos de
mapeamento. Foram feitos mapeamentos com dois picos incluidos como
atributos, e as visualizagdes obtidas resultaram na concentragdo dos pontos
amostrais em aglomerados distintos para cada fenétipo. A Figura 24 representa a
visualizagdo tridimensional do mapeamento feito utilizando os picos “Fast” e “A”,

no qual obteve-se a melhor separagao amostral.
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Figura 21: Projecdo da imagem tridimensional para os grupos “Talassemia” e

“Normal” utilizando como atributos de mapeamento os picos “F’ e “A”.

Clazses
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Figura 22: Projec@o da imagem tridimensional para os grupos “Normal”, “Alfa” e

“Beta” talassemias, utilizando como atributos de mapeamento os picos “F” e “A”.
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Clazzes
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Figura 23: Projecdo da imagem tridimensional para os grupos “Normal” e “Alfa”

talassemia, utilizando como atributos de mapeamento os picos “Fast”,“F” e “A”.

Figura 24: Projecdo da imagem tridimensional para os grupos “Normal” e “Alfa”

talassemia, utilizando como atributos de mapeamento os picos “Fast” e “A”.
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Para as amostras pertencentes ao grupo ‘“‘Variantes”, observou-se nos
mapeamentos realizados a existéncia de uma interface entre esse grupo e o grupo
de amostras normais, como pode ser visualizado no destaque da Figura 25. O
grupo “Variante” é composto pelas amostras contendo Hb AS e Hb AC, para
tentar estabelecer um padrdo entre essas variantes e diferencid-las das amostras
com Hb normais, realizou-se o mapeamento incluindo o grupo “Normal” com
cada uma dessas variantes isoladamente. O padrao de dispersdo espacial se
manteve, ndo sendo possivel separar as amostras em nuvens amostrais distintas. A
Figura 26 representa a visualizacdo tridimensional para o mapeamento dos grupos
“Normal”, Hb AS e Hb AC incluindo os quatro atributos de mapeamento. Mesmo
analisando as amostras separadamente a 4rea de sobreposicdo se mantém. As
Figuras 27 e 28 ilustram as visualizagdes espaciais para os mapeamentos das
amostras normais com Hb AS e normais com Hb AC respectivamente, incluindo
0s quatro picos como atributos. Observou-se que mesmo na projecao das amostras
de Hb variantes separadamente, a sobreposicdo espacial se manteve nas
visualizagdes. Deve-se destacar que as fracoes de Hb variantes sdo identificadas
no HPLC por picos especificos padronizados denominados “S” e “C” que
reconhecem o tempo de eluicdo dessa Hb anormais. Estes picos ndo foram
incluidos como atributos para o mapeamento espacial por estarem ausentes nas

amostras com hemoglobinas normais, nao sendo possivel a comparacao.



Resultados -57-

Figura 25: Projecio da imagem tridimensional para os grupos ‘“Normal” e
“Varjante” utilizando os quatro atributos de mapeamento. Area de sobreposicio

marcada pelo circulo vermelho.

Clazzes
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Momal ©

Figura 26: Projecdo da imagem tridimensional para os grupos ‘“Normal”, “Hb
AS” e “Hb AC” utilizando os quatro atributos de mapeamento. Area de

sobreposicdo marcada pelo circulo verde.
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Clazzes
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Figura 27: Projec@o da imagem tridimensional para os grupos “Normal” e “Hb S”
utilizando os quatro atributos de mapeamento. Area de sobreposicdo marcada pelo

circulo verde.
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Figura 28: Projecdao da imagem tridimensional para os grupos “Normal” e “Hb
C” utilizando os quatro atributos de mapeamento. Area de sobreposi¢io marcada

pelo circulo verde.
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Os valores quantitativos de Hb, obtidos por HPLC, foram submetidos a
andlise estatistica, afim de buscar similaridades ou diferencas que pudessem
auxiliar na compreensdo dos perfis apresentados pelos diferentes fendtipos nas
visualizagdes tridimensionais. A Tabela 1 contém as médias percentuais dos
quatro picos determinados pelo HPLC para todas as alteracdes de Hb analisadas.
As comparacdes entre as médias fora realizadas para cada pico entre os diferentes
fendtipos e estdo representadas na tabela por letras sobrescritas, sendo cada pico
apresentado por uma cor e as letras diferentes indicam que houve diferenca

estatisticamente significativa (p<0,05).

Tabela 1: Valores médios percentuais para os picos de Hb obtidos por HPLC nos

diferentes fenotipos e suas correlagcoes nas andlises estatisticas.

X %
Fenétiposde Hb N “Fast” “F1” “F” “A”
Normal 2.169 2,64 10,48° 73,02° 12,86
Alfa tal 257 3,46" 10,87 73,507 11,02
Beta tal 21 2,58° 10,86" 80,85" 4,81
Hb S 55 2,717 10,13¢ 72,69 7,85
Hb C 18 2,68" 10,55 76,54 4,97

N= nimero de amostras. As letras sobrescritas diferentes representam diferenga estatisticamente

significativa (p<0,05). As cores diferentes representam cada pico de Hb.
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Como pode ser observado na Tabela 1, as amostras com alfa talassemia
apresentaram diferencgas estatisticamente significativas nos valores percentuais
médios dos picos “Fast”, “F1” e “A” em rela¢do ao grupo com amostras normais.
Para as amostras com Beta talassemia observaram-se diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05) para os picos de “F1”, “F” e “A” comparados ao grupo
normal. Dessa forma, analisando o grupo de “Talassemias”, observou-se valores
médios diferentes estatisticamente para trés picos de andlise quando comparados
as amostras normais. Para as amostras com Hb variantes as diferengas estatisticas
foram significantes apenas em dois picos de andlise, sendo que para a Hb S,
obteve-se p<0,05 para os picos de “F1” e “A” em relacdo ao grupo normal e, para
Hb C, obteve-se diferenca significativa nas médias percentuais dos picos “F” e

“A” comparados as amostras normais.
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5 Discussao

A utilizagdo do banco de dados para armazenamento dos resultados
laboratoriais mostrou-se importante em varios aspectos. A seguranca no processo
de arquivar as informacdes, € um ponto a ser destacado. O banco possui acesso
restrito, ndo sendo permitida a todos os usudrios a observacao dos dados nele
armazenados. O livre acesso a todas as informacgdes contidas no banco sé foi
permitido ao administrador e a responsavel pelo LHGDH, os demais usuarios,
dentre eles, os alunos envolvidos em pesquisas € os colaboradores que enviam
amostras ao LHGDH tiveram acesso apenas aos exames de sua referéncia.

Além da privacidade das informacgdes, deve-se destacar também as
vantagens do arquivo em meio eletronico. Muitos laboratérios de rotina ou mesmo
laboratérios de pesquisa que trabalham com grande volume de amostras, t€ém
problemas com espago e organizacdo dos resultados impressos, pois necessitam de
grandes arquivos, protegidos de varia¢des de umidade e temperatura e despendem
um trabalho laborioso para organizd-los de maneira que seja possivel encontrar
um dado arquivado no passado com rapidez.

A disponibilizagao do banco de dados via Internet € mais um aspecto que
deve ser mencionado. Nos dias atuais, a necessidade dos pesquisadores em
consultar seus dados de pesquisa, de qualquer lugar e a qualquer momento, torna-
se cada vez maior, devido a grande pressao do meio cientifico em publicar o mais
rapido possivel os seus resultados. Para os laboratérios de rotina, a possibilidade
de consultar seus exames pela Internet também se apresenta vantajosa, diante da
crescente concorréncia nessa area.

A utilizagdo de técnicas data mining, como a ferramenta CLIBIA,
mostrou-se de grande valor no levantamento dos dados. A localizacdo de um
exame foi extremamente rapida e a comparagao dos resultados de diferentes testes
possibilitou a reavaliacdo das metodologias laboratoriais utilizadas. Analisando-
se, por exemplo, os resultados de exames com laudo de alfa talassemia, observou-
se que 100% dos exames apresentaram resultado positivo ou sugestivo no teste de

Pesquisa intraeritrocitaria de Hb H, no entanto, 96% apresentaram a fracao de Hb
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H ou Bart’s em eletroforese pH neutro. Essas observacdes destacaram a
importancia da pesquisa de Hb H, e a necessidade de avaliar as amostra para esse
teste mesmo quando a eletroforese em pH neutro apresentar resultados negativos.
O levantamento manual dessas informagdes despenderia muito tempo, e ainda
seria questionavel a possibilidade de realizar essas relacdes entre testes e laudos
apenas por tabelas impressas contendo muitas amostras.

Os resultados do teste de Resisténcia Globular osmdética revelaram que
24,5% das amostras com laudo normal para idade apresentaram positividade para
este teste, enquanto que 21,4% das amostras com laudos de beta talassemia foram
positivas para o mesmo teste. Essa metodologia estd bem consolidada para
rastreamento de beta talassemia em individuos adultos, sendo que 97% dos beta
talassémicos apresentam resisténcia osmoética aumentada em NaCl a 0,36%
(NAOUM, 1997), no entanto a andlise dos resultados da triagem de recém nascido
por data mining sugeriu uma discordincia entre os resultados desse teste e o
diagnéstico. Diante desses dados deve-se considerar a reavaliacdo desse método
em neonatos.

Contabilizar e organizar em tabelas os resultados de andlises de
aproximadamente 6000 amostras € tarefa demorada e trabalhosa. Para aplicar as
andlises estatisticas, que usualmente sdo realizadas em dados de pesquisa,
necessita-se primeiramente digitalizar os dados em planilhas, convencionalmente
utilizadas, como planilhas do Microssoft Excel, esse ¢ um passo importante,
presente na andlise de dados da maioria dos trabalhos cientificos. Além de
despender grande tempo e trabalho, esse processo, de armazenar e analisar dados,
estd sujeito a possibilidade de erros em todas as etapas do processo, desde a
contagem dos resultados até a digitalizacdo, e na maioria das vezes, o trabalho de
conferéncia desses erros € cansativo e em geral pouco resolutivo.

A utilizagdo de um banco de dados para armazenar as informagdes € uma
realidade ja praticada em alguns laboratérios de rotina em andlise. Na drea de
pesquisa em genética, com 0s projetos genoma surgiram os grandes bancos de
dados implantados para armazenamento de seqii€éncias, sem os quais todo o

trabalho de seqiiénciar genomas seria improdutivo. Atualmente a possibilidade de
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laboratérios de pesquisa, em diversas dreas, utilizarem um banco de dados
associado a uma ferramenta data mining para processar as informagdes, abre
novos caminhos para a ciéncia, aumentando a confiabilidade dos resultados
apresentados, permitindo aos pesquisadores investir mais tempo nas questoes
cientificas e menos trabalho contando dados e montando tabelas e gréficos, que
um sistema computacional pode realizar em segundos. A insercdo das
informacdes no banco de dados € uma etapa de responsabilidade do pesquisador, e
deve ser momento de grande aten¢do, onde inconsisténcias podem ser corrigidas,
as davidas verificadas, e dados incorretos reavaliados.

Para o LHGDH a implantacdo do banco de dados on-line agilizou nao
apenas as atividades de prestacdo de servicos como Centro de Referéncia em
Diagnéstico de hemoglobinopatias, mas também contribuiu de maneira
imensuravel o processamento dos dados de pesquisa. Permitiu a observacdo entre
os resultados das diferentes amostras utilizadas em cada projeto, como a
comparacdo entre a eficicia de uma mesma metodologia nas diferentes
abordagens e os resultados gerais prontamente utilizados nas publicacdes e
hipéteses de trabalhos subseqiientes. Todo o processo de andlise de amostras de
sangue tornou-se mais dinamico e menos limitado a um Unico objetivo, seja este o
diagnéstico de uma alteracao ou a contribui¢ao cientifica das anélises.

A aplicacdo de técnicas de VDM € uma abordagem nova nas pesquisas
com hemoglobinopatias. Para os dados da triagem neonatal realizada pelo
LHGDH as andlises pela ferramenta FastMapDB apresentaram padroes
relevantes. Na projecdo das amostras com hemoglobinas normais para a idade
observou-se a existéncia de duas nuvens de distribuicado amostral. O mapeamento
feito sem a presenga dos picos de “Fast” e “F1” mostrou distribui¢do linear,
sugerindo dois padrdes de comportamento distintos no grupo com Hb normais.
Com o recurso da ferramenta FastMapDB os valores do pico de “Fast” foram
divididos ao meio separando as amostras em dois subgrupos. Na projecdo
tridimensional os pontos distribuiram-se em dois grupos sem sobreposi¢cao, no
entanto, houve um desequilibrio na distribui¢cdo amostral, de forma que o primeiro

subgrupo incluiu 94% das amostras, ndo sendo representativo da distribuicio
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observada na Figura 12. Esses resultados destacam que o pico de “Fast” ndo foi o
responsavel pela formacao das duas nuvens amostrais observadas no mapeamento
das amostras com hemoglobinas normais para a idade.

No mapeamento feito utilizando a divisdo do pico “F1” no valor médio
obteve-se dois grupos distribuidos de forma mais igualitaria, sendo o primeiro
composto por 63,1% das amostras € o segundo incluindo 36,9%. As médias
obtidas para esses dois subgrupos apresentaram diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05), quando comparadas entre si e a média geral obtida para
todas as amostras normais. Quando comparadas lado a lado, as visualizagdes
obtidas com os quatro atributos e com o pico de “F1” divido em dois subgrupos
(Figura 18), pdde-se observar semelhanca na distribuicao dos pontos amostrais.
Esses resultados indicam a presenca de dois padrdoes com valores médios
diferentes de distribuicdo para “F1”, devido a grande amplitude de variacdo
observada nos valores deste pico. Deve-se destacar que as fracdes de Hb
degradadas, presentes em amostras acondicionadas por longo tempo, provocam
aumento no valor de “F1”. Diante desses achados, deve-se destacar, portanto que
a média geral obtida para as 2169 amostras ndo € valor representativo do pico de
“F1” para o grupo “Normal” e ainda que este ndo € um parametro confidvel para o
diagnoéstico.

Destaca-se que apenas através da estatistica descritiva, usualmente
utilizada quando se pretende determinar valores de referéncia para dados
amostrais, ndo foi possivel observar esse comportamento para os valores de “F1”
nas amostras de recém—nascidos com valores normais para a idade. A visualizacao
grafica dos dados, no entanto, evidenciou ja na primeira projecdo realizada, a
existéncia desses dois padrdes de valores para esse pico. Esses padroes foram
facilmente reconhecidos através da capacidade humana de imediatamente
reconhecer agrupamentos e, dessa forma, questionar os dados ou inferir hipoteses.
Segundo Keim, (2001), o processo de exploracdo visual dos dados pode ser visto
como um processo de geracdo de hipétese, através das visualizagdes dos dados,

que permitem aos usudrios obter uma visdo deles e surgir com novas hipéteses.
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Uma representacdo visual fornece um grau mais alto de confiabilidade nas
conclusdes da exploracdo do que uma representacdo numérica ou textual.

A andlise global dos resultados, visualizados em projecdo espacial
ressaltou a existéncia de um possivel padrao obtido por HPLC, para as amostras
com talassemias heterozigotas, pois ndo houve sobreposi¢dao espacial dos pontos
amostrais, sugerindo diferencas nos perfis quando comparados as amostras
normais para a idade. Deve-se ressaltar que nas andlises estatisticas as médias
percentuais apresentaram-se significativamente diferentes (p<0,05) para trés picos
de andlise, tanto para alfa, quanto para beta talassemia. Essa diferenca estatistica
pode explicar a distribuicao visual dos pontos amostrais nas imagens geradas para
amostras normais e com talassemias, evidenciando a existéncia de diferencas
nesses perfis. Na projecao das amostras normais ¢ com alfa e beta talassemia
(Figura 22) utilizando os picos “F” e “A” como atributos de mapeamento
observou-se o delineamento dos grupos, estando dispostas em trés linhas
paralelas, sendo que as amostras com talassemias dispuseram-se préximas entre si
e distantes das normais. Esse padrao de distribuicdo evidencia a potencialidade
dessa ferramenta de andlise em separar os grupos amostrais segundo suas
caracteristicas.

A projecdo da imagem obtida para as amostras normais e com alfa
talassemia apresentou sobreposi¢do dos pontos, no entanto, 0 mapeamento feito
utilizando os picos de “Fast” e “A” apresentou distribuicdo bem definida dos
grupos amostrais. Esses picos apresentaram diferencas significativas nos valores
médios (p<0,05), como foi ilustrado na Tabela 1. Deve-se destacar também que,
as amostras com alfa talassemia, apresentaram aumento estatisticamente
significativo (p<0,05) no percentual médio do pico de “Fast” quando comparado
aos valores obtidos para esse pico nos demais fenétipos. Para as amostras com
beta talassemia houve diferenga estatisticamente significativa nos picos de “F”,
que apresentou aumento em relacdo as amostras normais,e para o pico de “A”,
houve diminui¢do significativa comparada aos valores normais para a idade. A
visualizagdo grafica permitiu nesta comparacdo, identificar quais os atributos

importantes na caracterizagcdo das amostras, pela selecio dos picos para o
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mapeamento e pode-se identificar diferencas posteriormente corroboradas pela
andlise estatistica.

Mendes-Siqueira, (2004), observou aumento estatistico significativo para
os picos de “Fast” e “F1” em amostras com alfa talassemia na mesma faixa etdria.
Para amostras com beta talassemia obteve valores aumentados para o pico de “F”
e diminuidos para “A”, sendo as diferencas entre os valores obtidos para o grupo
normal estatisticamente significativas, sugerindo a existéncia de um perfil
diferenciado para os cromatogramas das amostras com talassemias. A HPLC com
o sistema Variant e Kit de diagnéstico autorizado pelo Ministério da Saude no
Brasil, ndo é uma metodologia que permite o diagndstico das formas talass€micas
nessa faixa etdria, com seguranga, no entanto, esses resultados sugerem um perfil
caracteristico para essas amostras, confirmados por outras metodologias.

Apesar da HPLC ndo ser utilizada como método diagndstico das
talassemias, a utilizacdo de técnicas de Visual Data Mining revelou diferentes
perfis nos fendtipos normais e talassémicos, destacando a necessidade de melhor
avaliacdo dos resultados obtidos na triagem por HPLC, pois diferengas sutis nos
cromatogramas podem indicar uma provavel talassemia, sendo um método
adicional no diagndstico dessas alteragdes em neonatos, contribuindo, desta
forma, para o direcionamento das andlises, associada a outras metodologias
especificas para confirmar esta alteracao.

As Hb S e Hb C sdo diagnosticadas com precisdo pelo sistema de HPLC
Variant que identifica com alta sensibilidade as pequenas porcentagens das
fracdes variantes. No entanto o mapeamento espacial das amostras heterozigotas
para essas hemoglobinas comparadas ao grupo Normal mostrou sobreposi¢ao das
nuvens amostrais, ndo sendo possivel diferenciar os grupos. O pico de Hb Fetal,
que representa o maior componente hemoglobinico nesta faixa etdria, nao
apresenta diferencas estatisticamente significativas nos valores percentuais entre
as amostras normais e com Hb S. Em relacdo ao pico de Hb A, a diminuicao
estatisticamente significativa (p<0,05) observada nas amostras com Hb variantes
em relagdo as normais, deve-se ao fato das Hb S e Hb C estarem presentes em

heterozigose nas amostras avaliadas. Apesar dessa diferenga, para as Hb variantes,
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apenas dois picos de andlise apresentaram diferenca significativa em relagdo ao
grupo Normal, dificultando a separagdo espacial dos grupos amostrais. Deve-se
ressaltar que, os picos caracteristicos de identificacdo das fragdes variantes nao
puderam ser analisados pela projec@o visual por ndo apresentarem contrapartida
correspondente no grupo de amostras normais.

Ondei, (2005), analisando os resultados de HPLC de amostra de sangue de
individuos adultos por VDM com a ferramenta FastMapDB, obteve padrdes de
distribuicao bem definidos para as amostras de Hb S em homozigose (Hb SS) e
também para duplos heterozigotos (Hb SC) quando comparadas as amostras
normais (Hb AA). Nas imagens obtidas, os grupos Hb SS e Hb SC apresentaram
aglomerados em lados opostos da projecao em relacdo ao aglomerado de amostras
normais.

As hemoglobinopatias apresentam diversidade de fenétipos na populagdo
brasileira, influenciados por fatores ambientais e genéticos. A observacdo de
caracteristicas intrinsecas a cada fendtipo pode ser destacada individualmente
pelos resultados laboratoriais. No entanto, a andlise global dos grupos fica
prejudicada quando se pretende avaliar um grande nimero de amostras. A
projecdo espacial dos resultados permitiu a identificacdo de comportamentos
diferenciados entre amostras, através da separacdo em nuvens distintas,
ressaltando a necessidade de avaliar os resultados cromatograficos em conjunto
com outras metodologias.

O FastMapDB permitiu o agrupamento das informacdes e a projecdo
tridimensional dos dados no espago, facilitando a visualizacdo dos perfis dos
diferentes fen6tipos e a interface entre grupos teoricamente distintos. No entanto a
andlise estatistica foi importante para auxiliar na compreensdo dos padrdes de
distribuicao. A visualizacdo grafica permite uma apresentacdo rapida e global dos
dados, e a ferramenta utilizada apresentou-se eficiente na selecdo dos parametros
de andlise que pudessem explicar os padrdes observados na tela. A utilizacdo
desses recursos, ainda é nova no campo das andlises com hemoglobinopatias, e a
comunidade cientifica é fortemente dependente dos resultados estatisticos na

andlise de dados e na inferéncia de hipotese. Esse trabalho revelou que as anélises
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estatisticas foram concordantes com os padrdoes observados nas projecoes
espaciais. Ondei, (2005), também obteve resultados estatisticos que corroboraram
suas visualizagdes tridimensionais, reforcando a aplicabilidade de grande valor
dos métodos de VDM nas andlises bioldgicas. As técnicas Data mining e VDM
podem contribuir para as andlises com hemoglobinopatias, ampliando a
exploracdo dos resultados, corroborados pela andlise estatistica que auxila na

compreensdo das imagens.
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6 Conclusoes

1. A utilizacdo de um banco de dados em laboratérios de andlise e pesquisa,
que possuem grande fluxo de amostras, mostrou-se imprescindivel para a
seguranca, confiabilidade e agilidade das anélises e, ferramentas que promovem a
minera¢do dos dados, como a CLIBIA, revelaram a necessidade de reavaliar as
metodologias de rotina utilizadas no diagndstico de hemoglobinopatias em

neonatos.

2. A utilizacdo de VDM demonstrou grande aplicabilidade nos dados para
hemoglobinopatias. As visualizacdes tridimensionais realizadas pela ferramenta
FastMapDB revelaram a existéncia de dois padrdes de distribuicdo das amostras
com Hb normais, devido a amplitude de variacdo nos valores obtidos por HPLC

para o pico de “F1”.

3. A projecdo tridimensional permitiu a separagdo das com Hb amostras
normais e com alfa talassemia ressaltando as diferencas estatisticas nos valores
percentuais médios dos picos de “Fast” e “A”. Essa distribuicdo evidencia a
existéncia de perfis caracteristicos dessa alteracdo nas andlises por HPLC, reforca
a necessidade de melhor avaliagdo dos cromatogramas obtidos e a possibilidade
de aplicacdo dessa metodologia como parte do diagndstico de alfa talassemia em

neonatos.
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6.1 Contribuicoes para implementacio de recursos na ferramenta

FastMapDB

A utilizacdo da ferramenta FastMapDB neste trabalho pode contribuir para

aprimorar os recursos da ferramenta apresentando sugestdes para implementacao.

1. Um recurso de grande utilidade na ferramenta € a classificacdo de um
atributo dividido em dois subgrupos exatamente no valor médio. Para melhorar
esse recurso sugere-se que o valor para classificacdo dos subgrupos, nesse recurso,

possa ser determinado pelo usudrio.

2. A ferramenta possibilita a selecdo dos pontos amostrais apds o
mapeamento, no entanto sugere-se a alteracdo na forma de selecdo para facilitar o
acesso aos pontos, poderia ser implementado um recurso para selecdo com

diferentes formatos de cursor como um quadrado, circulo, uma mao, etc.
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8 Resumo

Nos anos de 1997 a 2002 foi desenvolvido um programa de triagem de
hemoglobinopatias pelo Laboratério de Hemoglobinas e Genética das Doencgas
Hematol6gicas — LHGDH, UNESP, com 5976 neonatos nascidos no Hospital de
Base de Sao José do Rio Preto. O montante de dados gerados em todas as fases
dos seis anos de programa constitui uma fonte de informacgdes, que armazenadas
em banco de dados, permitem a andlise por métodos computacionais na tentativa
de estabelecer comportamentos, tendéncias e padrdes, objetivando dessa forma,
contribuir com a Triagem Neonatal no pais, fornecendo bases para agilizar os
diagnésticos e torna-los cada vez mais precisos. Apds desenvolvimento de uma
Base de Dados Eletronica e insercdo dos resultados da triagem de
hemoglobinopatias objetivou-se: avaliar por meio de ferramenta data mining—
CLIBIA as metodologias utilizadas, testar a aplicabilidade do banco de dados e
analisar os dados quantitativos de hemoglobinas obtidos por HPLC nos diferentes
fendtipos, em sistema de visualizacdo 3D - Fas MapDB. A utilizacdo de um banco
de dados em laboratérios com grande fluxo de amostras mostrou-se
imprescindivel para a seguranga, confiabilidade e agilidade das andlises e
ferramentas que promovem a mineracao dos dados, como a CLIBIA, revelaram a
necessidade de reavaliar as metodologias de rotina utilizadas no diagndstico de
hemoglobinopatias em neonatos. As visualizacdes tridimensionais revelaram a
existéncia de dois padrdes de distribuicao das amostras com Hb normais, devido a
amplitude de variacdo nos valores obtidos por HPLC para o pico de “F1”.
Permitiu a separacdo das amostras com Hb normais e com alfa talassemia,
ressaltando as diferencas estatisticas nos valores percentuais médios dos picos de
“Fast” e “A”, reforcando a necessidade de melhor avaliacdo dos cromatogramas
obtidos e a possibilidade de aplicacdo dessa metodologia como parte do

diagnéstico de alfa talassemia em neonatos.
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9 Abstract

Since 1997 until 2002, a neonatal screening program of hemoglobinopatias
were carried out in the Hemoglobin and Hematologic Genetic Diseases
Laboratory - LHGDH, UNESP, with 5976 newborns from Hospital de Base de
Sao José do Rio Preto. The amount of data obtained during six years of program
constitutes a source of information, that stored in data base, allows the analysis for
computational methods in the attempt to establish behaviors, trends and standards,
aiming to contribute with the Neonatal screening in the country and supplied
bases to better diagnostic and to become them each time more exact. After an
Electronic Database were development and the screening results were inserted
was aimed: to evaluate by data mining tool - CLIBIA the methodologies used, test
the applicability of a hemoglobinopathies database and to analyze the quantitative
hemoglobins data obtained by HPLC in the different phenotypes, in 3D
visualization system - FastMapDB, for to analyze the phenotypes behavior. The
use of a database in laboratories with great sample routine were essential for the
security, trustworthiness and agility of the analyses and tools that promote the
datamining, as the CLIBIA, had disclosed the necessity to reevaluate the
methodologies used in hemoglobinopathies diagnosis routine in newborns. The
three-dimensional visualizations carried out by the FastMapDB tool showed the
existence of two distribution standards in the samples with normal Hb, due to the
variation amplitude into the values obtained by HPLC for the "F1" window. It
allowed separating the samples with normal Hb from alpha thalassemia,
evidencing the statistical differences in the mean values of the "Fast" and "A”
window, emphasizing the necessity of better chromatograms evaluation and the
possibility of this methodology application as part of alpha thalassemia diagnosis

in newborns.
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10.1 Relatorio Geral obtido pela ferramenta CLIBIA no Banco de Dados
LHGDH on-line



Apéndices

-88-

10.2 Artigo que sera submetido a publicacio



11VISUALIZACAO TRIDIMENSIONAL DOS FENOTPOS DE
HEMOGOBINAS HUMANAS OBTIDAS POR HPLC

THREE-DIMENSIONAL VISUALIZATION OF THE HUMAN
HEMOGLOBIN PHENOTYPES OBTAINED BY HPLC

Luciane Moreno Storti de Melo'
Paulo Henrique Mangonaro2

Profa. Dra. Claudia Regina Bonini Domingos1

1 — Laboratério de Hemoglobinas e Genética das Doengas Hematologicas —
LHGDH - IBILCE/UNESP

Rua Cristévao Colombo, 2265 — Jd Nazareth, Cep 15054-000 — Sao José do Rio
Preto, SP

2 — Laboratério de Banco de Dados, Departamento de Ciéncias da Computacgdo e
Estatistica — IBILCE/UNESP

Trabalho realizado no Laboratério de Hemoglobinas e Genética das Doencas

Hematolégicas - LHGDH da UNESP campus de Sao José do Rio Preto

Autor para correspondéncia: Luciane Moreno Storti de Melo
LHGDH, Departamento de Biologia, IBILCE-UNESP

Rua Cristovao Colombo, 2265 — Jd Nazareth,

15054-000 - Sao José do Rio Preto, SP

Fone: (17) 221-2392. Fax: (17) 221-2390

E-mail: stortilu@yahoo.com.br



Resumo

As hemoglobinopatias foram incluidas no Programa Nacional de Triagem
Neonatal a partir de seis de junho de 2001 com a portaria do Ministério da Saide
n® 822. A cromatografia liquida de alta pressdo em sistema automatizado foi
indicada como uma das metodologias de diagndstico. A quantidade de
informacdes geradas por esses sistemas € imensa e, nem sempre, um
comportamento pode ser observado nas andlises individuais. Técnicas de
visualizagdo tridimensional podem ser aplicadas para extragdo dessas
informacdes, como o estabelecimento de padrdes, tendéncias ou relagdes a partir
de resultados armazenados em bases de dados. Objetivou-se nesse trabalho a
aplicacdo de uma ferramenta datamining de visualizacdo 3D para deteccdo de
padrdes nos resultados de diagndstico neonatal das hemoglobinopatias por HPLC.
Foram utilizados os resultados laboratoriais de 2520 analises de recém-nascidos
realizadas nos anos de 2001 e 2002. Os valores quantitativos de hemoglobinas,
selecionados como atributos para o mapeamento foram os picos “Fast”, “F17, “F”
e “A” emitidos pelo sistema analitico. Para estabelecer um padrio de
comportamento os resultados foram classificados em grupos de estudo segundo o
fendtipo de hemoglobina: “Normal” (n = 2169); “Variante” (n = 73) e
“Talassemia” (n = 279). A imagem gerada pela andlise conjunta dos trés grupos,
com todos os atributos, mostrou uma separa¢ao espacial em nuvens distintas, sem
sobreposicdo. As imagens de “Talassemia” e “Normal” apresentaram-se
diametralmente opostas, evidenciando a existéncia de diferencas nos padroes
obtidos por HPLC. A visualizacdo entre os grupos “Normal” e ‘“Variante”
apresentou duas nuvens distintas com sobreposi¢do nas extremidades. A drea de
intersec¢do nesses grupos pode ser atribuida a heterozigose das amostras com
hemoglobina variante. A andlise dos resultados permitiu a identificagdo de um
padrao de comportamento diferenciado entre amostras normais € com talassemias,
apesar da HPLC ndo ser utilizada como metodologia diagndstica para esse tipo de

alteracdo, permitindo inferéncias nos possiveis diagndsticos finais.



Introducao

As hemoglobinopatias sdao um grupo de alteracbes genéticas que
representam um problema de satide publica em paises onde a sua incidéncia €

elevada ¥

. No Brasil, o processo de colonizacdo teve grande influéncia na
dispersdo de genes mutantes, e a distribuicdo das hemoglobinas estd intimamente
relacionada com as etnias que compdem a populagdo.

Os programas de triagem neonatal tém como objetivo o diagndstico
precoce de alteracdes genéticas e metabdlicas antes do aparecimento dos
primeiros sintomas, reduzindo a morbi — mortalidade e melhorando a qualidade de
vida dos portadores. No Brasil, as hemoglobinopatias foram oficialmente
incluidas nos programas de triagem neonatal a partir de 2001 com a implantagdo
do Programa Nacional de Triagem Neonatal através da Portaria do Ministério da
Saide n° 822 visando a identificacdo de criangas com anemia falciforme, a
realizacdo de aconselhamento genético dos casais de risco e acompanhamento
clinico adequado dos doentes @

Estudos para a deteccdo de hemoglobinopatias em neonatos foram
realizados por diferentes grupos, cada qual enfocando diferentes métodos de
coleta e andlise “. As metodologias de diagndstico nesta faixa etdria devem ser
determinadas por sua eficiéncia na identificagdo de fracdes com pequenas
porcentagens e na praticidade para uso em estudos populacionais ©*”. A portaria
MS n° 822 preconiza a utilizagdo da focalizagdo isoelétrica ou da cromatografia
liquida de alta pressio (HPLC), por serem métodos altamente sensiveis e
principalmente de alta reprodutibilidade, podendo ser analisados grande nimero
de amostras ®. As andlises por HPLC fornecem uma grande quantidade de
informacdes geradas pelo sistema automatizado de dificil analise individual
quando se objetiva obter padrdes de altera¢des na populacao.

Para se ter um real aproveitamento das informag¢des contidas em grande
volume de dados, € necessdria a utilizacdo de técnicas de mapeamento de
informacao, que tém como primeira ferramenta a apresentacdo grafica dos dados

® Essa apresentacio consiste em visualizar graficamente dados, os quais se



deseja analisar. E centrada em mecanismos que possibilitam ao usudrio a
compreensdo rdpida da informacdo a ele apresentada. A exploracdo visual de
dados fornece um grau mais alto de confiabilidade nas conclusdes da exploracao
do que uma representacdo numérica ou textual (10

O conjunto de técnicas automadticas para a exploracdo em grandes massas
de dados defini-se como Data Mining, ou seja, mineracdo de dados,
confeccionadas com o objetivo de encontrar novos padrdes, tendéncias e relagdes.
Através destas técnicas, € possivel a extragdo de informacdes uteis, que sio
dificeis de serem desvendadas pelo ser humano a olho nu, sendo melhor
interpretadas quando sdo apresentadas de forma gréfica '". O FastMapDB é uma
ferramenta de visualizacdo de dados, como datas, nimeros e textos, onde a
apresentacao € efetuada através do mapeamento multidimensional dos dados para
um espaco tridimensional, promovendo a reducdo de dimensionalidade. O
objetivo da redu¢do de dimensionalidade é apresentar o conjunto de dados com
um ndmero menor de atributos, porém preservando as caracteristicas inerentes a
informacdo armazenada, dessa forma buscando definir quais sdo os atributos
importantes ou que concentram a informagdo "'?. Possibilita verificar pontos fora
do padrdo (outiers) e a formacdo de agrupamentos (clusters). Por exemplo, em
uma base de dados correspondente a resultados de exames laboratoriais, que no
mapeamento desses dados apresente aglomerados de pontos, pode significar que
os exames que compdem cada aglomerado tém algo em comum 13

Diante a diversidade de fenétipos de Hb observados na populagdo
brasileira e a quantidade de informacdes geradas em programas neonatais
objetivou-se nesse trabalho a aplicac@o da ferramenta data mining de visualizacao
3D - FastMapDB para deteccdo de padrdes de comportamento nos resultados

quantitativos obtidos no diagndstico neonatal de hemoglobinopatias por HPLC.

Casuistica e Métodos

Foram utilizados os resultados laboratoriais de Hb obtidos por HPLC de

2521 amostras de sangue de corddao umbilical de recém nascidos da regido



noroeste do estado de Sao Paulo nos anos de 2001 e 2002 sem distin¢do de sexo e
origem ¢étnica. O presente estudo teve aprovacdo da CONEP e esta em
concordancia com as normas estabelecidas pela Resolu¢do CNS 196/96.

O diagnéstico final para determinagdao do fendtipo foi realizado pela
combinacdo de diferentes metodologias laboratoriais, incluindo: Resisténcia

(14)

globular osmética em solugdo de NaCl a 0,36% ™, um teste seletivo para

rastreamento de talassemias do tipo beta; Andlise da morfologia eritrocitéria(ls),
para identificar altera¢cdes como, hipocromia, microcitose, células em alvo e
falcizadas; Eletroforese em acetato de celulose, pH 8,6, que permite a
separacdo de todas as hemoglobinas normais e grande parte das anormais;

Eletroforese em pH neutro''”

, para identificacdo da hemoglobina Bart’s,
indicativa de alfa talassemia nesta faixa etdria; Eletroforese em &dgar-fosfato, pH
6,218 que permite separar as hemoglobinas S e C de outras variantes com padrao
de migracdo semelhante em pH alcalino; Pesquisa de corpos de Hb H e Heinz'?,
utilizada para a confirmacao citolégica destes agregados, apds coloragdo vital, na
suspeita de alfa talassemia e hemoglobinas instdveis e Cromatografia liquida de

(20), realizada com o Sistema automatizado VARIANT

alta performance, HPLC
(BIO-RAD), utilizando os reagentes e o protocolo do fabricante para esta faixa
etdria.

A ferramenta FastMapDB foi desenvolvida para disponibilizar os recursos
de visualizacdo para dados armazenados em bases relacionais utilizando
resultados e algoritmos originalmente desenvolvidos para a reducdo de
dimensionalidade ou de mapeamento de dados métricos para espagos
dimensionais. A ferramenta possui recursos para que O usudrio crie
interativamente uma funcdo de distincia vetorial a partir de qualquer quantidade
de atributos de uma tabela em uma base de dados. Com a funcdo distancia
definida o programa escolhe pivds dentre os pares de tuplas (cada objeto da tabela
ou cada amostra) mais distantes entre si. Com a defini¢do dos piv0s, o sistema
mapeia o conjunto de dados para uma representacio tridimensional, sendo que

z

cada objeto na tabela é representado por um ponto no espaco. Este sistema



permite ainda, utilizar um atributo da tabela para classificar as tuplas e a
visualizagdo das classes representadas por diferentes cores e formatos *.

Para aplicacdo da ferramenta datamining — FastMapDB, foram utilizados
os resultados quantitativos obtidos por HPLC. Esse sistema identifica os valores
percentuais das fracdes de Hb em picos determinados, “Fast”, “F1”, “F” e “A”,
que depois de inseridos em planilhas, foram utilizados como atributos para o
mapeamento espacial e, os fenétipos foram utilizados como atributo
classificatorio das amostras. Para estabelecer um padrao de comportamento
espacial os resultados foram classificados em grupos segundo delineamento

ilustrado no quadro 1.

Quadro 1. Divisdo em grupos de andlise para o FastMap, segundo os

fenétipos de Hb observados.

N 11.1Fenétipos de Hb 11.2Grupos de analise para o Fast
Map
2169 | Perfil de Hb normal para idade 11.3“Normal”
55 Hb S em heterozigose
18 Hb C em heterozigose ‘“Variante”
21 beta talassemia heterozigota

258 alfa talassemia heterozigota “Talassemia”




Resultados

Visando estabelecer o perfil do fen6tipo normal para amostras de sangue
de neonatos, inicialmente, foram geradas imagens utilizando os quatro picos
discriminados como atributos de mapeamento para a ferramenta datamining

(Figural).

Figura 1. Projecdo da imagem
para o grupo “Normal”,
incluindo os quatro atributos
de mapeamento.

Clazses
Momal ©

O mapeamento das amostras normais apresentou dois aglomerados de
pontos marcados pelos circulos na Figura 1. Para avaliar qual o fator responsavel
pela divisdo das amostras em dois grupos de distribui¢do espacial, foram geradas
imagens eliminando alguns dos picos, na tentativa de unir os dados em uma tnica
nuvem de concentragdo. A imagem gerada sem o pico “Fast” mostrou a
aproximacao das nuvens, no entanto ainda pode ser observada a presenca de dois
grupos separados. Retirando-se pico de “F1” ocorreu uma aproximacgdao das
nuvens de dados, sugerindo que esses valores podem ter determinando a divisao
das amostras normais em dois padrdes distintos de normalidade.

Associando-se as duas observacdes, gerou-se uma imagem apenas com 0s
picos de “F” e “A”, retirando-se as janelas de “Fast” e “F1” (Figura 2), e obteve-

se a dispersao linear dos dados.



Figura 2. Projecdo da imagem para

Classes o grupo “Normal”, incluindo os
Nommal - © picos “F” e “A” como atributos de
mapeamento.

Para avaliar os valores de “Fast” e “F1” foram geradas imagens utilizando
um recurso da ferramenta FastMapDB que permitiu a divisdo exatamente no valor
médio, constituindo dois grupos de classificagdo para cada pico de andlise. A
imagem ilustrada na Figura 3 contém os quatro picos de anélise e os valores de
“Fast” divididos e utilizados na classificacdo, representada na imagem pela

diferen¢a no tamanho dos pontos.

Figura 3. Projecdo da imagem para o

ﬁ'assels . Al grupo “Normal”, incluindo os quatro
L oma &2 . J

B |||E el atributos de mapeamento e utilizando o
| |[Rences pico de “Fast” como classificatorio

ity - T8 i idido em dois subgrupos sendo de 0.0 a
% 5,5 % e de 5,5% a 10,9%.



Como observado, os pontos marcados pelo circulo azul apresentam valores
de “Fast” entre 0,0 e 5,5 % e os pontos dentro do circulo verde correspondem a
valores de “Fast” de 5,5 a 10,9%. Destaca-se que ndo existe sobreposi¢ao dos
pontos indicando que os dois subgrupos correspondem a duas nuvens distintas.
Analisando estatisticamente esses dados, obteve-se a média de 2,34 % para o
subgrupo com valores variando de 0 a 5,5 % e este incluiu um total de 2040
amostras. O subgrupo variando de 5,5 a 10,9 % foi composto por apenas 129
amostras e a média observada foi 7,35 %. A média percentual obtida no pico de
“Fast” para todas as amostras normais foi de 2,64%, apresentando diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) das médias obtidas para os dois subgrupos
acima descritos.

Utilizando o mesmo recurso da ferramenta FastMapDB, a classificacdo foi
feita utilizando-se o pico de “F1” para dividir as amostras no valor médio e a
imagem obtida estd ilustrada na Figura 4, na qual a distribuicdo espacial dos
dados foi muito semelhante a da Figura 1. As duas nuvens classificadas pelos
valores, observadas na Figura 4 ndo apresentaram sobreposi¢do dos pontos. Para
possibilitar a comparagdo das imagens os mapeamentos das Figuras 1 e 4 foram
dispostos lado a lado na Figura 5. Para caracterizar a divisdo em duas nuvens
amostrais, calculou-se a média percentual para cada subgrupo obtido para o pico
de F1. Obteve-se para o subgrupo com valores variando de 0,0 a 10,3% média
percentual de 9,45% incluindo 1369 amostras e para o subgrupo com valores
variando de 10,3 a 20,6% obteve-se a média de 12,25%, sendo composto por 800
amostras. A média percentual obtida para todas as amostras normais foi de
10,48%, apresentando diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) das médias

obtidas para os dois subgrupos de “F1”.
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Figura 4. Projecdo da imagem para o grupo

Classes

Nomd O [+ “Normal”, incluindo os quatro atributos de
[ mapeamento e utilizando o pico de “F1”
| [P ] como classificatério dividido em dois

103t 206 © me subgrupos sendo de 0,0 a 10,3 % e de 10,3%
E o a20.6%.

Clagses .
Marmal 9 &S

Clasges

Ranges
Mormal @

00103 ° @
103t 206 *° Mc |

Figura 5. Comparacao das imagens projetadas para o grupo “Normal”. A - incluindo
0s quatro picos como atributos de mapeamento B - utilizando o pico de “F1”
dividido em dois subgrupos de 0,0 a 10,3% e de 10,3 a 20,6%.
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Visando estabelecer um padrao para os diferentes fendtipos observados
foram mapeadas todas as amostras, divididas nos trés grupos, “Normal”,
“Talassemia” e “Variante”, incluindo os quatro picos como atributos para o
mapeamento. Na imagem gerada, os grupos de andlise apresentaram-se
distribuidos em trés nuvens amostrais distintas, como ilustrado na Figura 6, ndo
houve sobreposicdo entre os pontos. As nuvens correspondentes aos grupos

“Talassemia” e “Normal” encontram-se diametralmente opostas.

Figura 6. Projecdo da imagem
tridimensional para os grupos
ﬁ'ﬁ:i‘ . “Normal”, “Talassemia” e
T alassemia O “Variante”, incluindo os quatro

Vaiante atributos de mapeamento.

Em seguida foram trabalhadas as amostras do grupo “Normal” e
“Talassemia” e na imagem gerada utilizando os quatro atributos de mapeamento
observou-se a diferenciacdo em aglomerados distintos para cada grupo, sem
sobreposicdo espacial. Para verificar quais as fracdes fundamentais nessa
diferenciac¢do, foi gerada uma imagem utilizando apenas os picos “F”’ e “A” como
atributos de mapeamento, por representarem as fragdes de hemoglobinas em
maiores concentragdes nesta faixa etdria. Na imagem gerada, observou-se a
distribuicdo linear e paralela dos grupos amostrais, destacando que os valores
percentuais das fragdes “F” e “A”, obtidos por HPLC, apresentam diferencas

significativas para o0 mapeamento espacial, como pode ser visualizado na Figura 7.
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Figura 7. Projecdo da imagem
tridimensional para os  grupos
“Talassemia” e “Normal” utilizando

Clazzes
Mormal o .
Talassemia 0 como atributos de mapeamento 0s

piCOS 6(F’7 e 6(A’7.

Para analise mais precisa, foram geradas imagens com os fenétipos alfa e
beta talassemia separados e comparados com o normal. O mapeamento desses
grupos incluindo os quatro atributos mostrou sobreposi¢do dos pontos amostrais.
Dessa forma, esses grupos foram mapeados utilizando dois picos da HPLC
combinados dois a dois e foi possivel verificar nas imagens geradas o
delineamento dos grupos em trés aglomerados distintos representando cada grupo
fenotipico. A Figura 8 ilustra o mapeamento incluindo os picos “F” e “A”, no qual
pode-se observar que as amostras se distribuiram linearmente no espaco, estando
bem definidas em trés conjuntos amostrais distintos. A imagem mostrou ainda
que, os grupos alfa e beta talassemias estdo mais proximos entre si e afastados do

grupo normal.
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Figura 8. Projecdo da imagem

Claszes C 1. .
Alfa 3 tridimensional para (O} grupos

Beta @ “Normal”, “Alfa” e “Beta”

o] talassemias, utilizando como atributos

de mapeamento os picos “F” e “A”.

No mapeamento espacial dos resultados laboratoriais obtidos para as
amostras normais € com Hb variantes observou-se a existéncia de uma interface
entre os grupos, como pode ser visualizado no destaque da Figura 9. As amostras
se distribuiram apresentando uma 4rea de sobreposi¢do na extremidade, que se
manteve mesmo com a rotacgdo espacial da imagem.

O grupo “Variante” é composto pelas amostras contendo Hb AS e Hb AC,
para tentar estabelecer um padrdo entre essas variantes e diferencid-las das
amostras com Hb normais, realizou-se o mapeamento incluindo o grupo ‘“Normal”
com cada uma dessas variantes isoladamente. O padrao de dispersdo espacial se
manteve, ndo sendo possivel separar as amostras em nuvens amostrais distintas. A
Figura 10 representa o mapeamento incluindo os grupos “Normal”, Hb AS e Hb
AC para os quatro atributos de mapeamento. Mesmo analisando as amostras
separadamente a drea de sobreposicao se mantém. Deve-se destacar que as fragcoes
variantes estdo representadas no HPLC por picos especificos denominados “S” e
“C”, e estes ndo foram incluidos como atributos para o mapeamento espacial por

estarem ausentes nas amostras com hemoglobinas normais.
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Clagzes
HbC
Hb 5
Marmal

Figura 10. Projecdo da imagem
tridimensional para os grupos
“Normal”, “Hb AS” e “Hb AC”

Figura 9. Projecdo da imagem
tridimensional para os grupos

“Normal” e “Variante” - .
utilizando os quatro atributos de utilizando os quatro atributos de
( de mapeamento. Area de

mapeamento. Area
sobreposicdo  marcada  pelo
circulo vermelho.

sobreposicdo  marcada  pelo
circulo verde.

Discussao

A aplicacdo de técnicas de VDM € uma abordagem nova nas pesquisas
com hemoglobinopatias. Para os dados da triagem neonatal realizada pelo
LHGDH as andlises pela ferramenta FastMapDB apresentaram padroes
relevantes. Na projecdo das amostras com hemoglobinas normais para a idade
observou-se a existéncia de duas nuvens de distribui¢do amostral. O mapeamento
feito sem a presenca dos picos de “Fast” e “F1” mostrou a distribui¢do linear das
amostras, sugerindo dois padrées de comportamento distintos nas amostras com
Hb normais. Com o recurso da ferramenta FastMapDB os valores do pico de
“Fast” foram divididos ao meio separando as amostras em dois subgrupos. As
amostras distribuiram-se em dois grupos sem sobreposi¢do, no entanto, houve um

desequilibrio na distribuicdo das amostras, de forma que o primeiro subgrupo
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incluiu 94% das amostras, nao sendo representativo da distribuicdo observada na
Figura 1. Esses resultados destacam que o pico de “Fast” ndo foi o responsavel
pela formacdo das duas nuvens amostrais observadas no mapeamento das
amostras com hemoglobinas normais para a idade.

No mapeamento feito utilizando a divisd@o do pico “F1” no valor médio
obteve-se dois grupos distribuidos de forma mais igualitaria, sendo o primeiro
composto por 63,1% das amostras e o segundo incluindo 36,9%. As médias
obtidas para esses dois subgrupos apresentaram diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05), quando comparadas entre si e 2 média geral obtida para
todas as amostras normais. Quando comparadas lado a lado, as visualiza¢des
obtidas para as amostras normais com os quatro atributos e com o pico de “F1”
divido em dois subgrupos (Figura 4), pdde-se observar semelhanga na distribui¢ao
dos pontos amostrais. Esses resultados indicam a presenca de dois padrdoes com
valores médios diferentes de distribuicdo para os valores de “F1” nas amostras
com Hb normais. Diante desses achados, deve-se destacar, portanto que a média
geral obtida para as 2169 amostras nao é valor representativo deste pico de Hb
para o grupo “Normal”.

A andlise global dos resultados, visualizados em projecdo espacial através
da ferramenta FastMapDB, ressaltou a existéncia de um possivel padrdo para as
amostras talassémicas por HPLC, pois ndao houve sobreposicdao espacial dos
pontos amostrais, sugerindo diferencas nos perfis obtidos por HPLC para as
amostras com valores normais para a idade e aquelas com formas talassémicas,
alfa ou beta, mesmo que em heterozigose. A HPLC nao € uma metodologia
precisa para o diagndstico das formas talass€micas nessa faixa etdria, no entanto
os resultados isolados sugeriram um perfil caracteristico para as amostras que
apresentaram talassemias, diagnosticadas por outras metodologias. Mendes-
Siqueira, 2004 observou aumento estatistico significativo para os picos de “Fast”
e “F1” em amostras com alfa talassemia. Para amostras com beta talassemia
obteve valores aumentados para o pico de “F” e diminuidos para “A”, sendo as

diferencas estatisticamente significativas dos valores obtidos para o grupo
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normal, sugerindo a existéncia de um perfil diferenciado para os cromatogramas
com amostras talassémicas.

Apesar da HPLC nao poder ser utilizada como método diagndstico das
talassemias, os diferentes perfis observados na projecdo espacial destacam a
necessidade de melhor avaliar os resultados obtidos na triagem por HPLC, pois
diferencas sutis nos cromatogramas podem indicar uma provével talassemia,
sendo um método adicional no diagnéstico dessas alteragcdes em neonatos, de
forma a contribuir para o direcionamento das andlises associado a outras
metodologias especificas para confirmar esta alteragao.

As Hb S e Hb C sdo diagnosticadas com precisdo pela HPLC que
identifica com alta sensibilidade as pequenas porcentagens das fracdes variantes.
No entanto o mapeamento espacial das amostras heterozigotas para essas
hemoglobinas comparadas ao grupo Normal mostrou sobreposi¢do das nuvens
amostrais, ndo sendo possivel diferenciar os grupos. O pico de Hb Fetal, que
representa o maior componente hemoglobinico nesta faixa etdria, ndo apresenta
alteracdes nos valores percentuais entre as amostras normais € com Hb variantes,
esse fato associado a diferenca representativa no nimero de amostras, pode ser
responsavel pela sobreposi¢dao das nuvens amostrais. Deve-se destacar também
que as Hb variantes eluem em picos especificos da cromatografia e estes nao
foram inseridos no mapeamento por estarem ausentes nas amostras normais, nao
sendo possivel a comparacao.

As técnicas e ferramentas para visualizacdo de dados sdo instrumentos
indispensdveis ao processo de descoberta do conhecimento e t€ém provado seus
valores na explora¢do e andlise de dados, sendo assim, essas técnicas tem sido
utilizadas nos sistemas de Visual Data Mining (VDM) ou seja, mineragdo visual
de dados. Com as técnicas de visualizagdo grandes volumes de dados podem ser
apresentados na tela ao mesmo tempo; cores diferentes permitem ao usudrio
reconhecer, instantaneamente, similaridades e diferencas de milhdes de itens, e os
itens podem ser arranjados para expressar algum relacionamento entre si, se este

existir.
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Conclusoes

As hemoglobinopatias apresentam diversidade de fen6tipos na populagao
brasileira, influenciados pelos fatores ambientais e genéticos. A observacdo de
caracteristicas intrinsecas a cada fendtipo pode ser destacada individualmente
pelos resultados laboratoriais. No entanto, a andlise global dos grupos fica
prejudicada quando se pretende avaliar um grande ndmero de amostras. A
projecao espacial dos resultados permitiu a identificacdo de comportamentos
diferenciados entre amostras normais e talass€micas através da separacdo em
nuvens distintas, ressaltando a necessidade de avaliar os resultados
cromatograficos em conjunto com outras metodologias, para o diagndstico das
talassemias. O FastMapDB permitiu o agrupamento das informacdes e a projecao
tridimensional dos dados no espaco, facilitando a visualizacdo dos perfis dos

diferentes fen6tipos e a interface entre grupos teoricamente distintos.
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