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1 Introducao

1.1 Hemoglobinas humanas

AR& oglo ina H j, & aprote na glo ular, & pesdY olecular de !4.458
Daltons, fo# ada por quatro su unidades Figura j Cadasu unidade ¢& posta
de ™ afra o prot ica, a glo ina e % grupo prost tico & e, que conf¥ o
& o de ferro, o qual se & ina ¢& o oxigenio e confere % ol cula sua
capacidade de transporte de oxigenio dos pU¥ oes para os tecidos e de parte do
g s car onico no sentido inverso. A fra o prot ica da¥ ol culade H fod ada
por quatro cadeias polipept dicas totalizando 5 4°% ino cidos. Duas delas s o
constitu das por 4 "% ino cidos cada e s o ch®¥ adas tipo alfa. As outras duas
possud 4.1'3 knd cidos, sendo derd inadas tipo eta\ HONIG; ADAMS III,

98“ PATHERALL; CLEGG, 2 P
| . 00

Figura 1: Modelo trid¥ ensional da estrutura quatern ria da% ol culade H .*

*4 Dispon vel &  <httpi/h ercury. io.uaf.edu 'keviﬁ‘_! ccrackenlva lva hy 1>
Acessod 22 de outu ro de 2”5 : | o
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1.2 Genética, sintese e ontogenia das Hb normais

As cadeias glo nicas s o codificadas por genes estruturais pertencentes a
clusters ou T& lias genicas, que incli® genes funcionais e pseudogenes,
localizados &  cf& oss& os diferentes. Pseudogenes W, s o genes C3
sed.encias h®¥ logas aos genes estruturais ativos que %T.D ular®d ~% uta f)ges,
ini indo sua express o LE IN, 2”. ¢+ O pleso genico dos genfs para as
cadeias do tipo alfa, ilustrado na Figura 2A, est localizado no ra o curto do
cid 0sS& o € e 3 preende tres genes funcionais dend inados zeta 2, alfa 2 e
alfa €2, '. 2, ) dispostos na ordd de sua ativa % durante o
desen&c%f'ﬂ ento, trcs'pseudogenes wC .,y 2,y ,eo geneteta 6,que parece
codificar™ polipept deo que n o  indorporado @ ol cula de e, por isso, a
glo ina 0 pode ser desprovida de qualquer fun % CLEGG, 98 ; DEVVILE et
al., 2 4, . l

[
O ¢B plexo da glo ina eta)¥ ostrado na Figura 2B, est agrupado no
ra o curto do cid osS¥ o e inclui cinco genes funcionais den® inados
epsilon, &€& a alanina, g% aglfc‘ina, deltae eta |, A, G, e )dispostos na sua
ord® de ativa 0 e Th pseudogene A EATHERALL; CLEGG, 2” :
XIANG-HUI; DE-PEI; CHIH-CHUAN, 2”2 J '

Os genes funcionais das glo inas ™ a™% &% a estrutura geral.
Apresent® -se divididos®& tres regioes codificadoras — os xons — e duas regioes
n o codificadoras, den® inados ntrons ou intervening sequence — IVS —
representadas por sed.encias n o traduzidas que sepaird os xzons. O
desenvolVk ento espec fico da express o de cada gene  det€% inado por
intera oes entre 0s seus prd otores e as respectivas regioes de regula g()~ AYE;
CHUI, 2” P )

Na #% lia dos genes alfa, aregula o realizada pof eio de™ aregi o
conhecida c& o HS—4., localizada a 4.{' a?:‘f:' a do grup®d ento alfa. Essa regi o
atua & o s tio de uni o a fatores de transcri 0, cuja integridade essencial para

a express o dos genes funcionais\ DEVVILE et al., 2“4 o+ NaT¥ lia dos genes
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eta, a regi o controladora do loco, LCR, possui cinco s tios hipersens veis HS Py}
DNase I e est localizada na por 0 5 anterior a0 gene €. A LCR possui papel
cr tico na express o da f¥ lia eta, exercendo atividades de esth ula go, ini 1 %
ou fun ves¥ ais C¥ plexas, tais ¢& o a intera 5 & fatores de transcri 0 e

cd aRNA poT¥ erase CAO; MO, 2..2, STAMATOYANNOPOULOS, 2..5 Y

/ o
*—-—J-HJ-I—I—JL

HS-4D © s, oGy mpin gar? 02 ol

eromossomo 11

(B)

Figura 2: Representa o esqud tica das T% lias genicas das glo inas. A p
F3 lia genica da glo ina alfa incluindo a regi o controladora HS—4', 0s genes
funcionais e pseudogenes. B F# lia genica da glo ina eta incluindo a LCR, os

genes funcionais e o pseudogene BAN{, 2“5 , CO™Y odifica oes !
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Os genes das T lias alfae eta expressS¥ -se exclusivd ente nos tecidos
eritr ides, por per odos definidos do desenvolVk ento, assegurando o equil rio
entre a produ % de cadeias glo nicas tipo alfa e eta, para a fob a % das
diferentes H de fod a coordenada LE IN, 2“. P As H diferencid -se por
possu & caracter sticas f sico-qu% icas €% o ilidades eletrofor ticas distintas.
Suas fun ©oes s 3% arcantes desde os pr¥ eiros dias de gesta "o, adaptando-se ao
constante desenvolV¥ ento do® ri o e do feto, at esta ilizar-se por volta dos
seis™¥ eses ap s o nasCh ento. As pi¥ eiras H sintetizadas s o as H
8 rion rias que pred® in® nos est gios iniciais de gesta %. Neste per odo s o
encontradas as H Gower (&, o Gower 2 €9 H Portland | ) . H
Portland II (5P, Y Ainda nd per odo™& rion rio, inicia-se a s ntese de H Fetal
022y que\su stitui gradativd ente as H "8 rion rias, atingindo sua plenitude
por volta do terceird¥ “es de gesta g@Q EATHERALL; CLEGG, 2” P
AH A op: p S8 e a a ser sintetizada a partir da d ¥ a S& ana de gesta %,

¥ anten&)—se'a concentra oes pr X% asa o7 Logo ap s o nasc¥ ento, a H
Fetal e a H A apresenfd concentrd oes pr 3% as de 8.(;0 e 2.(;0,
respectivd ente. Suas s nteses se inverid rapid¥ ente at esta ilizard -se, &

% dia, no sextd% s de vidap s-nata. AH A, 0,0, .\fa sua s ntese iniciada no
final do per odo fetal e, T ~% , esta iliza-se por volta do sexto %es ap s o
nasCk ento. As H noO® ais encontradas ao nasC¥ entos oH F .(;0—9.(;0 +H
O GsdeH A \ g GALACTEROS, 9&2, DALMAU et
al., 9983 No indiv duo adulto, os valores nd% aisde H AL o de 9.(90 a 98co,
H K, de 2500 adScweH Fde o7 a 0% BONINI-DOMINGOS, 993,\ A

Figura? ilustra a s ntese das glo inas® fhin 0 do per odo de desenvol¥¥ ento.
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Figura 3: S ntese de cadeias polipept dicas ao longo do desenvolVk ento hth ano

GRIFFTHS, 999,
|

1.3 Hb Anormais

Conceitua¥ ente, as H anOh ais apresentd estrutura diferente da H A,
H A2 e H Fetal, ou ainda, altera oes nos conte dos quantitativos do
Cd ponente h& oglo nico no# al. Pod® ser classificadas & tres grandes
grupos: as H variantes, as talasS® ias e a persistencia heredit ria de H Fetal
PHHF, As h& oglo inas variantes apresen{d altera oes envolvendo genes
estruturais, que pr¥ ovd a fob a % de™ ol culas de Ha oglo ina c&
caracter sticas ioqU'¥ icas diferentes das h®% oglo inas nO¥ ais. As talasS® ias
s o resultantes d&% uta oes que afet® os genes reguladores pid ovendo
desequil rio no conte do quantitativo das cadeias polipept dicas e
consed.enfd ente nos tipos nod ais de H . A PHHF corresponde a altera oes nas
quais os portadores apresentd quantidades elevadas de H Fetal ao longo de sua
vida BONINI-DOMINGOS, 993 o As I& oglo inopatias agrupd as H
anO¥ ais que caus®d hd lisd, policit® ia, cianose, ou falciza go\ NAOUM,

999,
l
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Mais de 2” alelos¥ utantes de H ford caracterizadoS¥ olecula¥ ente,
incluindo talasd3® ias e variantes HUISMAN, 2”5 ) Essas™ uta oges S 0
regiona¥ ente espec ficas, tendo cada pas seu espectro de H variantes e

¥ utantes talas3® icos OLD,2_ 13,
\ 00
1.3.1 Hb Variantes

Mais de 9” variantes de H j ford descritas at o % '&' ento
HUISMAN, 2“5 o A% aioria delas ) originada por Sk ples su stitui oes de
ino cidos, resultantes de™% udan as nas sed.encias de nucleot deos. As
altera oes estruturais, ¢& consed.encias nas atividades f sico-qu% icas da
¥ ol cula, depend® da extens o do processo utacional e dos locais™& que
0cOIfd . As su stitui oes de ¥ ino cidos que ocorfd na por % externa da
™% ol cula de H, n o produz& altera oes significativas no ¢& portd ento
funcional da prote na, & exce % daH S. No entanto, aS% uta oes nas por oes
internas, que envolvd aregi o& torno do grupo htd e, caus® insta ilidade da
H , gera¥ ente iniciada pela oxida % do grupo hd ¢ BONINI-DOMINGOS,
993; NAOUM, 99 P .
) Dentre as'H variante¥ ais fred. entes no Brasil destac® -seaH S, H
Ce H D Los Angeles CHINELATO-FERNANDES, 2”3 +AH S T a
variante de H "8 caracterizada, que apresenta prevakencia vari vel nas
diferentes regioes do Brasil, dependente dos grupos tnicos foF adores de cada
regi 0 ZAGO; COSTA, 985, causada porth a% uta % no gene da glo ina
eta, na qual ocorre ™ a sl stitui % da segunda ase nitrogenada do ¢ don GAG
para GTG, levandoa troca do cido glu®™ ico pela valina na posi 1™ ero seis
da cadeia eta. A% udan a de ™ ¥ ino cido carregado negativd ente por b
“# ino cido apolar gera W a diferen 4 na% o ilidade eletrofor tica da H S
quando ¢& parada ¢<& a H A NAOUM, 99 , A su stitui % do cido
glut™ ico pela valina na por o externa d&% ol cula de H favorece a

. e .. . . .
polk eriza o da H S so condi oes de aixa concentra o de osxigenio,
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1.3.2 Talassemias

As talass® ias CO& preendd W grupo de altera oes heredit rias
caracterizadas pela redu % na s ntese de ™ a ol ais cadeias polipept dicas da
glo ina, que ™ geral resul & T a an® ia% icroc tica e hipoci¥ ica. A
redu o da s ntese pode ser total ou parcial e s o classificadas segundo a cadeia
glo nica afetada™® : alfa, eta, delta, delta- eta e ¢¥ a-delta- eta talasS® ias
BONINI-DOMINGOS, 993 o Agregados inst veis das cadeias n o pareadas
precipit® -se, causando lefeitos delet rios nos eritr citos e seus precursores,
podendo levar a destrui o prd atura dos eritro lastos na™% edula ssea e
reduzindo a so revida dos eritr citos na circula g(x‘ EATHERALL; CLEGG,

98 , .

IV As talas$® ias ocorf® 8 alta fred. encia no Mediterrneo, frica,
Oriente M dio, India e sudoeste da sia. AT% da™¥ port-ncida% dica, ¢& o o
grupo % ais ¢& B de patologia™% onogenica na popula ™% undial,
proporciond W a variedade d€% odelos de ocorrencia natural para estudos de
regula % da s ntese das H , do seu desenvolVk ento gen tico e da sua rela %
antropol gica‘ EATHERALL, 99 ,

As talass® jas alfa e bta® sua foW a heterozigota s o as™ ais
fred.entes na popula  rasileira NAOUM; BONINI-DOMINGOS, 998,
Mais de 8% uta oes de talas3® ia alfa for descritas, A% aioria envolvendo
dele oes dentro da T lia alfa. Para as talas$® ias do tipo eta, 8. defeitos
ford relatados,™® sud¥ aiorid¥ uta oes pontuais TRAEGER-SYNODINOS et
al.,2 2 ! .

[ .

A talasS® ia alfa a doen a gen ticd% ais fred. ente nd% undo, inclusive
na popula 0 rasileira, e afeta principak¥ ente grupos de descendencia asi tica e
alguns africanos BONINI-DOMINGOS, 2. 44 A gravidade dos fen tipos
talas3® icos depende da exstens o da dele o e o quanto o gene afetado contri ui
para a s ntese da cadeia alfa. C& o o gene 2 produz 2,5 vezeSy ais RNA que o
gene , altera oes no gene 2 ter o efeitos fenot picos¥ ais graves. C& o as

. . . . 4 .
glo ina alfa s o sintetizadas desde o per odo fetal, aS" anifesta oes cl nicas
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decorrentes da deficfencia na sua s ntese pod® ser o servadas tanto no per odo
fetal quanto na fase adulta do indi:/ duo. CHUI; FUCHAROEN; CHAN, 2”§ )

A defictencia na produ o de cadeias alfa resulta na tetid eriza o de
cadeias eta, originandoaH H B4 + No per odo fetal, o desparé® ento resulta na
f% a o de teti® eros de cadeias g% a vy fOb ando a H Bart’s. Esses
h®% otetr™ eros, que s o relativ¥ ente inst veis, podd& ser oxidados, foF ando
precipitados intracelulares causando destrui  nd%® rana do eritr cito e
fagocitose prd atura CHUI;, FUCHAROEN; CHAN, 2”3 ! A fred.encia da
talass& ia alfa no Brasil foi por¥ uitos anos su est¥ ada devido a dificuldade de
diagn stico dessa altera 5 BONINI-DOMINGOS, 2“4 b )

A talasS® ia eta causada principd¥ ente por¥ uta oes pontuais que

1 . .
provocd a redu O ou ausencia na s ntese da cadeia eta BAN{, 2”5 )
[ 4

-4

Alghh ash uta oes s 0 espec ficas de det€® inados grupos tnicos €% uta oes
pred® inantes nas popula oes Mediterr~neas, incluindo italianos, espanh is e
portugueses, s o fred.enfd ente encontradas na popula % rasileira. A% uta o
CD39 apresenta fred."encia elevada na regi o sudeste, enquanto na regi o nordeste
do Brasil 3% uta 0 IVS -€ % ais encontrada BONINI-DOMINGOS, 200
A talass® ia eta apresén.ta heterogeneidad€™ olecular e express o fenot pica
vari vel. Na fo% a h® ozigota, pode ocorrer ausencia ou deficfencia acentuada
na produ % de cadeias eta, ocasionando o ac% ulo cont nuo das cadeias alfa
livres que danifich a% "% rana do eritr cito causando destrui o prd atura
dessas ¢ lulas por i lise, levando a a an® ia grave BAN{, 2“5 P A fon a
heterozigota  caracterizada por " a an® ia leve ¢c& discreta® icrocitose e
hipoci®d ia e a% ento da resistencia 0% tica dos eritr citos. As cadeias alfa
livres pod® Cc& inar-se C& cadeias delta e g¢¥ a, provocando at¥ ento das H
A, e H Fetal, respectivd ente. Esses ndices alterados s o ~% portantes
ferrd entas para o diagn stico das talasS® ias do tipo eta. BONINI-

DOMINGOS, 993 ,
l
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1.4 Programas de triagem neonatal

Os progid as de triag® neonatal ™ ¢& o o jetivo o diagn stico precoce
de altera ©es gen ticas €% eta licas antes do apareCk ento dos pi¥ eiros
sinid as, reduzindo % or i =% ortalidade €% elhorando a qualidade de vida dos
portadores. B t€® os cronol gicos pode-se considerar que a Triag® Neonatal
TN, na & rica Latina deu seus pid eiros passos & ~¥ eados da d cada de
setenta, a partir de duas iniciativas que a rifd espa N para T sisi® a de
preven % de doen as congenitas. A pr¥ eira dessas iniciativas surgiu &
9 3 noM rxico, quando Antonio Vel squez ¢& e ou projeto para a detec o
de fenilceton ria BT U o € outras ¥ ino cidopatias depois de realizar
treind ento c& Ro ert Guthrie. A segunda destas iniciativas surgiu no Brasil™&
9 ¢, quando Benj¥ in SCH¥ idt criou ™ la orat rio na APAE-S o Paulo para
llete:c o de R U e outro erros inatos dé% eta oli% o capazes de criar deficfencia

¥ ental BORRAJO,2_.5,
. (1)

1.4.1 Triagem Neonatal de Hemoglobinopatias

A Organiza *0 Mundial de Sa de, desde 982, alerta para a% o iliza o
dos setores de sa de na detec o e preven o dos indiv duos ¥ afd® ias
heredit rias. Estudos preventivos de % oglo inopatias T sido realizados™&
pa ses nos quais a alta incidencia constitui t fator de risco para a sa de p lica,
cada qual enfocando da™¥ elhor™ aneira a sua popula e o0 tipo de
h& oglo inopatia que a ach ctch .H.O., 982, 0o jetivo fund® ental de ™ a
C% panha preventiva para K& oglo inopatias a identifica o precoce de
crian 45 & a foM a grave da doen 4 Ry ozigotay seu encd ini¥ ento para
trai¥ ento adequado antes do apare%b ento dos pr¥ eiros sinf¥ as e das
cd plica oes decorrentes da altera o gen tica e a orienta o de portadores
assini ticos heterozigotos ) fonte de novos doentes BIANCO et al., 98.1;
BONINI-DOMINGOS; SIQUEIRA, 2”' h )
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O diagn stico neonatal de i oglo inopatias pode ser realizado tanto™&
sangue de cord o ilical, quanto® “#¥ ostras colhidas de pun % plantar. Nos
progid as de triag® & larga escala distri u dos peloY undo, as™®¥ ostras s o
colhidas™® papel e nas pr¥ eiras S& anas de vida FROST; BELLINGHAM,

98 ; HAYASHI ET AL, 98 ; EASTMAN, 999 o Fara as h& oglo inopatias, a

fealiza ‘o dé% edidas prbofil ticas e terapedticas, ¢& o o uso de penicilina,

(4

>

vacina 0 e educa 0 so re o trat¥ ento da doen ag, reduz a% or idade e
% ortalidade devido a septic® ia, causada principa¥ ente pelo Streptococcus
penumoniae, € os quadros de sed.estro esplenico nas doen as falcifo® es
A EATHERALL; CLEGG, 2” ; BOY, 2”2; DAUDT et al., 2”2 P
Os neonatos diagnokticados ¢& o poss veis portadores de
h& oglo inopatias devd ser reavaliados la oratoria¥ ente por volta dos tres
% eses de idade, S& pre ac® panhados da investiga % la oratorial dos genitores.
O ™ po recd endado entre a detec  da ai® ia falcifo® e e incio do
traf¥ ento n o deve exceder os quatro¥ eses de vida para a adequada preven o
das infec oes e outras ¢ plica oes que pod® levar ao ito. Os ¢& ponentes
A% oglo nicos do neonato apresentd pred® nio de cadeias alfae g% a. Ap s
o nasC¥ ento e at aproi¥ ad¥ ente seiSY eses de vida, haver a invers o na
produ % das cadeias &% ae eta, podendo ser o servados os valores definitivos
do indiv duo adulto. As fra oes de H am®¥ alas, que aparecd & pequena
quantidade no per odo da triag® , pod® sef elhores avaliadas ap s os seis

“% eses RAMALHO etal.,2 2 Y
\ 00

1.4.2 Implantacio do Programa Nacional de Triagem Neonatal

(PNTN)

B seis de junho de 2” 0 Minist rio da Sa de instituiu a Portaria
GM 1¥IS n® 822 no™ ito do Sist& a Unico de Sa de SUS o criando o Progid a
Nacional de Triag® Neonatal. Devido a diversidadeﬁe doen as existentes ford

. . 14 .
inseridas nesse progid a altera oes que podd ser detectadas por¥ eio de testes
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seguros, confi veis e ¢& rapidez ¢& o o caso da fenilceton ria R Uy
hipotireoidi¥ o congenito HC, and ia falcifo¥ e e outras i oglo inopatias e
a fi rose cstica FC, Esse progid a peW itiu nOW atizar, definir crit rios de
inclus o das doen as a sefd triadas e GO prir os princ pios de equidade,
universalidade e integridade da triagd® neonatal no pa s.
ASY etas d€¥ planta % do PNTN fof¥ co rir 0" dos nascidos vivos
no pas, definir e ¥ pliar a $¥ a de patologias triadhs,™¥ plantar & a Rede
Nacional de Triag® Neonatal c& pol tica aseada™d Servi os de Referencia
& Triag® Neonatal SRTN, Os fund¥ entos do PNTN ford os seguintes: a
triagd® neonatal, a confié a % do diagn stico e o aC¥ panhd ento e trai¥ ento
dos doentes. A™¥% planta % do progid a foi dividida™® tres fases sendo, na fase
I inclu dos os SRTN capacitados 4 triag® neonatal da R U e HC; na fase II,
triag® de R'U, HC e a inclus o da an® ia falcifoh e e outras
A% oglo inopatias e na fase III os SRTN capacitados a triag® das patologias
anteriores C& inclus o da FC. Atuak ente est o ha ilitados no PNTN 25 estados
¢ 33 SRTN credenciados. A co ertura nacional para o ano de 2“5 de § ,390
dos nascidos vivos, sendo l co triados apenas na fase I, 58 ((/-o triados na fase II
e 9,5¢o dos nascidos v1vds triados T ~% na fase III. A Figura 4 apresenta ™
4 Jpa ilustrando a co ertura estadual dos nascidos vivos e a fase & que se

encontid os SRTN dos estados CARVALHO,?2 5§ Y
\ o0
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Figura 4: Mapa representativo da co ertura estadual dos nascidos vivos e da fase
de credenci® ento dos SRTN. NV = nascidos vivos. NI = n o info% ado. Fonte:
STA %US, cd adapta oes.
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1.5 Bases de dados Eletronicas

C3 o advento do ¢& putador, a necessidade de aW azen®d ento de
info¥ a oes para posterior an lise tornou-se f cil €¥ prescind vel. A fob % ais
eficaz de gerencid ento de infod a oes realizada atrav s de % Banco de
Dados. AT% de interligar todo o tra alho de organiza "0, reduz custos, €% ina
duplica % de tarefas e ajuda na ela ora % de estrat gias. Banco de Dados ou
Base de Dados T conjunto de info¥ a oes inter-relacionadas que represenfd
as necessidades de® ¥ iente de tra alhg™ ini% undo realy Tal conjunto
estruturado™® arquivos de acordo ¢& o ¥ iente utilizado™d seus diferentes
desenvolV¥ entos ¢ ORTH, 999 ?

Os antigos ancos de'dados ef® utilizados apenas para controle interno
de™® presas e la orat rios, contri uindo¥ uito pouco para agilizar a vida dos
usu rios. Atuad ente, C& o auxlio da Internet, ancos de dados pod® ser
consultados por qualquer pessoa ELMASRI, 2.” + A 1ologia hoje, esta sendo
transfod ada por ™ cresC¥ ento explosivo de dados™@ ergindo dos la orat rios
ao redor do™¥ undo. E esta™¥ udan a consiste & transfo® ar dados 3
conheCk ento. Ty a ase de dados iol gica W grande corpo organizado de
dados persistentes, usua¥ ente associado a softwares C¢& putadorizados
projetados para atualizar, pesquisar e recuperar C& ponentes dos dados
ad azenados dentro do sist¥ a.

T a ase de dados S¥ ples pode ser %  nico arquivo contendo uitas
grava oes, cada® a das quais incluindo 6% €% o conjunto de info¥ a %. Por
eid plo, ¥ a grava % associada ¥ T a ase de dados de ¥ a sed.encia de
nucleot deos tipiCh ente conf¥ infol a oes tais CN o, n& e de contato, a
descri o do tipo d&% ol cula, o n& e cient fico do organi¥ o do qual foi isolada
e freq¢.enf® ente, i liografia associada ¢ a sed.encia. Para a pesquisa &
W a ase de dados ser eficiente dois requisitos dev®d ser o servados: f cil acesso

. . : . . .
ainfod a oeW™ todo paraesxtrair S& ente a infOM a ©onecess ria para
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responder 0 a quest o iol gica espec fica *,

1.5.1 Data Mining

Nas ulf¥ as d cadas a capacidade das™® presas e la orat rios de gerar e
coletar info% a oes 4% entou rapid® ente. Esta explos o no volty e de dados
gerou a necessidade do desenvolVk ento de novas t cnicas e ferfd entas que
pudess& , al de processar os dados, pé¥ itir sua an lise, d&% aneira inteligente
e auf® tica, para a desco erta de infod a oes teis. Isto acarretou o surg¥ ento
de™ prod inente C¥ po de pesquisa para a esxtra % de infoh a oesd  ases
de dados, den® inado ¢ DD, do ingltes, Knowledge Discovery in Databases, ou
ainda, Desco erta do ConheC¥ ento™® Bases de Dados.{” DD o processo de
identificar padroes ou™% odelos que represenid infod a o v lida, in dita,
potenciak ente til e essenciak ente C& preens vel & W a cole % de dados
FAYYAD, 99 ) B geral, t cnicas d€Y% inera % de dados ou data mining
possid W papel preponderante nesse processo.

Data mining pode ser definido ¢& o™ conjunto de t cnicas auf® ticas
para a explora s grandes% assas de dados, confeccionadas c& o0 o jetivo de
encontrar novos padrees, tendencias e rela oges. Atrav s dessas t cnicas, S O
poss veis a esxtra  de infok aoes teis e o desco ¥ ento de novos
conheCk entos, os quais s o difici¥ ente desvendados pelo ser hth ano, sendo

% elhor interpretados quando apresentados de fon a gr fica. Os principais
o jetivos do data mining s o a previs o e a descri %. Para a previs o, vari veis
existentes na ase de dados s o utilizadas para prescrever valores desconhecidos
futuros. J adescri o voltada para a usca de padrees, descrevendo os dados e

a consed. ente apresenta 0 para o usu rio BARIONE et al., 2“ !
|

*4 Dispon vel &  <http://nc i.0¥ .nih.gové out g’r‘f: er Vioinf(')‘l'a atics.i¥ I>.

Acessod 25 deoutu rode?2 5.
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1.5.1.1 Histérico tecnologico

O t&% o data mining relativd ente novo, datando dos anos noventa,
por'y sua trajet ria possui alglh as d cadas. O princ pio da trajet ria evolutiva
di% inera 0 de dados ¥ e ou& % ecados dos anos sessenta, no entanto as
tecnologias da poca erd extid “# ente restritas C& paradas as atuais. Naquela
d cada, o que se possu a eid cole oes de dados gravados™® fitaS¥ agn ticas e
discos, nos quais a distri ui % da info® a % era feita de fO® a estat stica. A
IBM era™ a grande fornecedora deste tipo de tecnologia da poca *,

Na d cada de setenta foi proposto 0% odelo relacional para a apresenta %o
dos dados e, a partir de ent o, surgiid os sist® as gerenciadores de anco de
dados relacionais-SGBDR. At ent o, toda a tarefa de se o ter infO¥ a oges SO re
os dados a% azenados era feita atrav s d€¥ todos estat sticos puros c& o: desvio
padr o, distri ui ) padr o, vart~ncia, an lise de confian ag, entre outros. S& a
estat stica nada se teria & data mining, podendo-se dizer que, at os dias atuais,
as ferid entas e t cnicas data mining possid & seu n cleo,”% todos
estat sticos ** 4

T a outra vertente d&% todos pertencentes a ¥ lia do data mining a
Inteligencia Artificial Ay O o jetivo da IA  tentar Sh ular a fOF a de
pens®d ento hid ano para processar pro I& as estatsticos, aseando-se no
conceito de heur stica. Mas just® ente por utilizar essa a ordag® , esse processo
d&% andava™ intenso processS¥ ento ¢& putacional, o que s foi poss vel nos
anos oitenta ¢& a evolu o do poder dos ¢& putadores aliado ao aixo custo
proporcionado pela poca. IA teve alghh as aplica oes governd entais, cient ficas
e ¥ ilitares, por¥ C¢& o d& andava ¥ a infra-estrutura pesada, ou seja,
Cd putadores ¢& grande capacidade de procesS® ento, tinha sua difus o

¢ ercial iy izada * P

* yDispon vel'd :<ﬁp:_//dc.uel. r,vv'ﬂf anfrediniiva]%ata'j ining. A% >. Acesso
25 de outu ro de 2”5 .
#* Dispon vel & :<http://data¥ ining-software.Cd %ata'j ining_history. % >
Acessod 25 de outu ro de 2”5
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Foi nos anos noventa que o data mining tornou-se U forte conceito de

aplica % devido a evolu 0 de®® outro tipo de a ordag® : o aprendizado de

(4

>

% quinas. O aprendizado de™ quinas consiste da jun o das outras duas
a ordagens: estat stica ¢ IA. Data Mining % a adapta % do aprendizado de
% quinas, por¥ ¢& W aa ordagd Cc& ercial e cada veZ¥ ais & sido aceito
nd% undo dos neg cios e no cient fico ™ ¥
C3 of8 po, odata miningy ostrou a*g'ﬂ as deficfencias™® suas fOb as
de representa "0, que at ent o era feita de fob a textual ou nt¥ rica. C& isso,
houve a necessidade de se alterar sua fob a padr o de exi i o para ™ a% ais
intuitiva e agrad vel para o usu rio. Surgit¥ ent o as t cnicas de visualiza e
de representa % visual dos dados. Muitas dessas t cnicas evolu i junt® ente
cd o avan o da GO puta o gr fica e de reas associadas. A partir de ent o,

. . . .
recursos no que concerne intera o h®¥ &% quina ford sendo adicionados

confO¥ e as necessidades exigidas dos usu rios ** 4

1.5.2 Visual Data Mining®VDM )

A visualiza © gr fica consiste & apresentar grafich ente dados nos
quais se deseja analisar. centrada™® % ecani¥ os que possi ilit¥ ao usu rio a
C8 preens o r pida da info¥ a o a ele apresentada CHITTARO, 2.” + O
voltd e de dados a ser analisado ¥ enso, e na% aioria das vezes n o se sa e por
onde & e ar o processo de extra % da infoh a 0. Ou seja, todo o esfor Se
custod coletar e a% azenar dados pode ser infrut fero se n o se sou er recuperar
dados pertinentes que respond¥ as consultas desejadas pelos usu rios

BARIONE, etal.,2__ &
..I

* Dispon veld : <http:// datd% ining-software.CH (%atéj ining_history.i% >.
Acessod 25 de outu ro de 2”5 . |
*#* Dispon vel & :<http://dc.uel. r '\ﬂ’i anfredini '%agata'j ining. A% > Acesso

25 deoutu rode2 5
o0
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Devido 4 natureza das infoh a oes 3 azenadas nestes grandes vollh es
de dados sef® textuais e ntb ricas, especia¥ ente ¢C& "% uitos atri utos, a
interpreta o destes realizada Cc& aiza efictencia por seres ht¥ anos.
Apresenta-los de fob a gr fica pe¥ ite 8 a% elhor percep % dos dados e quais
infG% a oes podd ser exploradas e esxtra das a partir das visualiza oes criadas

CHITTARO, 2___
000° .

A visualiza o dos dados esth ula naturd¥ ente a percep 0 € a
inteligencia ht¥ ana, a% entando a capacidade de entend¥ ento e associa o de
novos padrees. Dessa fob a a visualiza % utiliza a percep 0 E® ana 3 oM
pi¥ eird% todo para desco rir valores OLIVEIRA, 2... o A integra % do ser
hth ano ao processo de an lise de dados pode set™ uito proveitosa para e splorar
grandes volth es de dados. Isso pé¥ ite C& inar a flexi ilidade, criatividade e
conheC¥ ento geral dos seres Hth anos ¢& a enOW e capacidade de
ad azend ento e poder C& putacional dos ¢& putadores atuais ¢ EIM, 2”2 p

C8® o crescente at¥ ento no voltd e de dados, cientistas da rea da
cd puta D0 cad a pesquisar fob as de ver e C& preender a infOh a o
que est presente nesses dados, uscando extrait ais conheC¥ ento dos% €% os

TRAINA, 2” ¢ Dessa fo# a, os pesquisadores reconhecerd o potencial das
t cnicas de vishaliza o para analisar e explorar grandes voltd es de dados, e
durante esses It os anos, ¥ uitas t cnicas para visualiza % de dados
“% ultidd ensionais ford desenvolvidas ¢ EIM, 2”2 ) As t cnicas e ferfd entas
para visualiza % de dados s o instrt¥ entos indispens veis ao processo de
desco erta de conheC¥ ento e ¥ provado seus valores na explora % e an lise
de dados. Sendo asS¥ , essas t cnicas T sido utilizadas nos sistd as de Visual
Data Mining VDM P C8® ast cnicas de visualiza %, grandes volth es de dados
podd ser apresentados na tela a0y €% o & po; cores diferentes pé¥ & ao
usu rio reconhecer, instantané® ente, S¥ ilaridade e diferen 258 % ilhoes de
itens de dados; os itens de dados podd ser arranjados para expressar algth
relacion® ento entre si TRAINA, 2” P
Os sistd as de VDM podd utilizar diversas t cnicas de

Y . .
visualiza o0es o de grande valor na explora o e an lise de dados, apresentando
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W alto potencial para% inera X grandes ases de dados ¢ EIM, 99.1 +H
asic¥ ente dois enfoques para sistd as VDM: visualiza o suportdndo data
mining, na qual os resultados s o apresentados de fob a gr fica; e a realiza o de
data mining atrav s de fertd entas visuais. Os sist® as VDM procurd integrar a
capacidade de explora doc re ro B¥ ano 3 os recursos ¢ putacionais, de
foW aa produzir® ¥ iente para a desco erta de conheCk ento. A% etodologia
aseia-se na funcionalidade caracter stica das estruturas internas dos dados e
exi i 0doSY & os,e por outro lado, na capacidade do ser ith ano& perce er
padrees, e xce oges, tendencias e relacion® entos ao analisar a representa % visual
dos dados de ™ @% aneira gr fica ¢ EIM, 99.1 P
As t cnicas de VDM atu\al ente htac®  tres t picos, segundo Traina,
2” , a usca de agrup® entos, classifica % de novos o jetos e trat¥ ento dos
efd lentos que s o exce oes no conjunto de dados. A usca por agrup® entos
pe¥ ite indicar quais regioes no conjunto de dados s 0% ais densas, al'¥ de
apontar os o jetos que se encontrd isolados. A classifica % de novos o jetos
visa identificar a que classe™ certo o jeto pertence. E por [Ith o, o trai¥ ento
de el& entos que s o exce oes no conjunto de dados, pé¥ ite a identifica o de

casos raros dentro desse conjunto TRAINA, 2” )
|
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1.6 Justificativa

C3 a% planta % do Progrd a Nacional de Triag® Neonatal atrav s da
Portaria do Minist rio da Sa de,n 822 as h& oglo inopatias ford oficiak ente
inclu das nos progid as de triag® neonatal no Brasil. Essa inclus o levou a
produ °de® a grande quantidade de dados provenientes dos resultados das
triagens. Essa quantidade de dados gerada pode conter infod a oes  teis para
facilitar o processo de analise das™®¥ ostras, tais c& o padrees de resultados que
indiqud det€® inada altera  de H , ou ainda padroniza % da sed."encia

% etodol gica para direcionar o diagn stico. No entanto, essas infod a oes n o
@ sido exploradas ainda, pela falta det¥ a a ordag® que pe¥ ita a an lise™d
larga escala dess€¥ ontante de resultados.

Para se o ter " aproveit® ento real das% uitas infok a oes contidas
nesse grande vol¥ e de dados, faz-se necess ria a utiliza * de t cnicas
especializadas dé% apé® ento de infOod a %. As t cnicas data mining T por
0 jetivo a extra % de conhed ento capaz de indicar padroes e ¢& pori¥ entos
ocultos e de dif cil visualiza 0 a olho nu. Dentre as t cnicas data mining
utilizadas, destac¥ -se as dend inadas regras de associa %, que peW% it gerar
resultados indicativos do ¢c& pori®¥ ento, por e5& plo, de altera oes gen ticas e
seu perfil de heran 48 diferentes grupos populacionais.

Nos anos de 99 a 2”2 foi desenvolvido W progid a de triag®
neonatal de i oglo Iopatias pelo La orat rio de H& oglo inas e Gen tica das
Doen as H& atol gicas — LHGDH, do IBILCE, UNESP, ¢& neonatos nascidos
no Hospital de Base de S o Jos do Rio Preto,™® parceria ¢& o Servi 0’g de
Gen tica da FAMERP. Nesse per odo ford analisados 59 € reC% -nascidos. O

% ontante de dados gerados™®@ todas as fases dos seis anos d:: progrd a realizado
pelo LHGDH constitui % a fonte de infoh a oes, que a% azenadas™®  anco de
dados, pé% it aan lise por¥ todos C& putacionais na tentativa de esta elecer
cd pori¥ entos, tendencias e padrees, o jetivando dessa fo a, contri uir ¢& a
Triag® Neonatal no pa s, fornecendo ases para agilizar os diagn sticos e torn -

los cada veZ% ais precisos.
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2 Objetivos

Analisar os resultados do progid a de triagd®  neonatal de
h% oglo inopatias por¥ todos ¢& putacionais, o jetivando avaliar as interfaces
entre os diferentes fen tipos de % oglo ina e padrees de ¢& porfd ento nos
grupos de indiv duos analisados ao longo dos seis anos de progid a neonatal™&

S o Jos do Rio Preto.

2.1 Objetivos especificos

Ap s desenvolV¥ ento de T a Base de Dados Eletronica e inser % dos

resultados da triag® o jetivou-se:

. Por¥ eio de ferid enta data mining — CLIBIA avaliar aS% etodologias

utilizadhs e testar a aplica ilidade de®  anco de dados para i& oglo inopatias.

2. Analisar os dados quantitativos de h® oglo inas o tidos por HPLC nos
diferentes fen tipos, & sisi® a de visualiza 53D - FastMapDB, para an lise de

& por¥ ento dos fen tipos.



3 Material e M todos




Material e Métodos -25-

3 Material e Métodos

3.1 Casuistica

For® analisados os resultados la oratoriais de 59 €% ostras de sangue
de cord o™ ilical de reCY -nascidos no Hospital de Bas.e de S o Jos do Rio
Preto no per odode 99 a 2“2, de’d os os sexos e distintas origens raciais. As

¥ ostras de sangue'de cord oW ilical fof¥ colhidas ap s o parto,® tu os
¢3 anticoagulante, identificadas C& o RN de n& e da% ey por gravidade e
n o ordenha do cord o, e acondicionadas & geladeira at oY & ento das
an lises, que n o excederd W a S8 ana. A coleta das™@ ostras foi realizada por
profissionais da enfé% ag® do Hospital de Base, & plant o na sala de parto. As
infok a oes so re a pesquisa ford repassadas aos pais ou respons veis, por
profissionais de assistencia social da equipe™¥ ultidisciplinar, ¢ o t€% o de
consent¥ ento livre e esclarecido devid® ente preenchido e assinado. Cada
“# ostra ao chegar ao la orat rio, foi cadastrada, rece endo™ 1% erode c digo,
ficando os dados referentes aquela & ostra S& ente do conheC¥ ento do
respons vel pela pesquisa.

Ford  utilizados™% ateriais descart veis, para total seguran 4 dos
indiv duos envolvidos, n o oferecendo riscos aos seus participantes. Ap s a
realiza o dos eid es, os casos C& altera oes de R oglo inas ford
encd inhados ao servi o de gen ticaed ulat rio de h® atologia pedi trica da
Faculdade de Medicina de S o Jos do Rio Preto, para estudo & ilial,
aconseli® ento gen tico-educacional e suporte cl nico, sendo preservadas a
seguran a4 e confia ilidade dos resultados. Esta pesquisa ™ aprova % no
CONEPso on% ero39 9, processo 25 .34 9 2 2-88.

000 0 WO

Os resultados das'S9 €% ostras for¥ instridos no Banco de Dados do
LHGDH para aplica % de fe;r'a enta data mining den® inada CLIBIA Clinical
Bioinformatic Analysis  especiak ente desenvolvida para esse Th . Para aplica o
da ferid enta de Visual data mining, FastMapDB, ford utilizados apenas os

resultados das 252 "% ostras triadas nos anos de 2“ e 2“2, que inclu ¥ os
)
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resultados quantitativos o tidos por Cid atografia Liquida de Alta PerfG¥ ance
HPLC, A aizo est representado O organogid a ilustrando o esqud a de

an lise.

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

. . 14 .
Ap s os proced¥ entos de identifica 0, as¥ ostras ford su'¥ etidas aos

seguintes testes de triag® para h® oglo inopatias:

3.2.1 Preparacio de hemolisados
Para que as ¥ ostras foss& su¥ etidas a proced¥ entos
eletrofor ticos e testes ioqu¥ icos as ¢ lulas ford lisadas para a o ten % da
solu 0de H utilizando dua® etodologias:
e H3 olisado R pido - ¢& saponina, NAOUM, 99. p
e Solu odeH - clorof™¥ io,\ NAOUM, I9b.;
Hemolisado Rdpido: ¢& saponina

Reativo hd olisante:

- Saponina P.A. g
- gua destilada b~ L
00

Procedimento:
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- B placa de d line foi colocado volth e de sangue C& volth e de
reativo i olisante, ¢& posterior i® okeneiza Dat a Ry lise\cd pleta da

¥ istura;
- O h¥ olisado pode ser utilizado ap s 5% inutos, e n0Y X¥ o 4 horas

. .
depois da sua prepara 0.
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Solugdo de Hb: ¢& Clorof™¥ io

Procedimento:

- Para lavar os eritr citos, centrifugou-se ¥ L de sangue colhido ¢&
anticoagulante ¢& solu * salina a ',85(70, a .f” if¥ , durante 5% inutos,
descartando o so renadante. O processo foi realizddo tres vezes, nd¥ ¥ o.

- Ao voIth e de eritr citos lavados, adicionou-se outro de gua destilada,
h®% ogeneizando a solu . A seguir, adicionou-se W volth e de clorof ¥ io
identico ao do h&% olisado fod ado. A™ istura foi agitada vigoros® ente e
centrifugadaa2.. .ffi , por 2:! inutos.

- A solu ode H so renadante, ou h& olisado, foi retirada pot™¥ eio de
pipeta Pasteur e transferida para®™ tu oT¥ po ¢& identifica  da¥ ostra. A
concentra o do K olisado, preparado confod e &% etodologia apresentada,
varioude _a 5 gdL.

l' , A\

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

Principio:

T cnica utilizada para detectar talasS® ias do tipo eta, principa¥ ente na
foW a heterozigota, pois nesses casos 0s eritr citos ¥ icroc ticos s o ¥ ais
resistentes @ F&  lise nesta solu 0. A resistencia glo ular n o espec fica para
talasS® ia eta heterozigota, j que resultados positivos s o encontrados T %
"8 and ias carenciais e outras h®% oglo inopatias, ¢& o nos heterozigotos para

H C.

Reagentes:

Solu estoque - NaCl a .r/v -pH 4

- NaCl ) 9,. g

- Na,HPO, 3€g

- NaH,PO,4.H,0 :,2.8 g

- gua destilada g.s.p. % L
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Solu ‘0 de tra alho
- NaCl o7 33": L
- gua Yestilada q.s.p. l”':a L
Procedimento:
T tu ode h& lise colocou-se 2,:': L de solu 0 de NaCl a .,3.1(/-0 e
uL de sangue total, agitando por invers o, suavd ente. A leitura foi feita ap s
% inutos.
l.
Interpretagdo:

OtuodeF® lise & a™® ostra na solu o de NaCl a .,3.1(/-0 foi
colocado a 2,.'3 de™ afolha ranca ¢® linhas negras. O teste foi interpretado
c& o positivo quando as linhas negras n o ford visualizadas, % a vez a
resistencia a% entada-a K& lise do eritr cito tornou a™# ostra opaca. As linhas

ford faci¥ ente visualizadas™™® “¥ ostras C& resistencia nOd ala h& lise.

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

Os esfrega ogs sang. neos, a fresco, ford analisados a0 icrosc pio
ptico, quanto ao & anho, foM a e quantidade de H nos eritr citos. Os
resultados ford divulgados da seguinte™¥ aneira, segundo padroniza % do

LHGDH para cada® dos par™ etros avaliados.

e .
- altera oes discretas: + B
3
- altera ©eSY oderadas: ++ p
[3
- altera oes acentuadas: +++ B

- ¢ lulas no¥ ais: N.\
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3.2.4 Eletroforese em pH alcalino (MARENGO; ROWE, 1965)
Principio:
T cnica utilizada para qualifica e quantifica © de H ndW ais e

grande parte das H arO® ais c& ™% o ilidades eletrofor ticas diferentes das H

noW¥ ais.

Reagentes:

T# p o Tris-EDTA-Borato TEB, pH 8,.1

- Tris hidro%¥ etil'® in® etano .,2 g

- cido etilenodi® inotetrac tico :,.l g

- cido B rico 32¢g

- guadestilada q.s.p. ”'."a

Conservado®& geladeira

Corante:

Ponceau

- Ponceau S .,5 g

- cido tricloroac tico 5 ‘e g

- guadestilada g.s.p. % L
l”

Solugdo descorante:

- cido ac tico glacial .'."a L

- Metanol f'."a L

- guadestilada q.s.p. | ”'."a

Procedimento:

- As fitas de acetato de celulose ford & e idas® ™ p o TEBpor §
“% inutosn0Y 1% oe € horas, nd0Y ¥ o. )
]
- Ap s sefd secas & folhas de papel a sorvente, as fitas ford

colocadas na cu a de eletroforese contendo 0% €% o ™ p o utilizado para
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¥ e er as fitas, conectando-as ¢& os ¢& parth entos eletrol ticos atrav s de
tecido a sorvente perfex).

- A solt 0de H foi aplicada a ,.'3 da extfd idade da fita™&
contato c& o p lo negativo. )

- As® ostras for¥ su etidas ai.. volts por%"‘! inutos.

- As fra oes for¥ analisadas, pi¥ eciid ente, S& colora ) e,
posterioh ente, coradas c& Ponceau. Para cor -las, as fitas ford colocadas no
corante por 3% inutos, e& solu % descorante por 3:’: inutos, ¢& agita % da

vasilha.

3.2.5 Transparentizacao (BONINI-DOMINGOS, 2003)
Realizada para possi ilitar a conserva % das fitas de acetato de celulose

para registros.

Reagentes:

- Metanol P.A. 25% L

Solu o de Transparentiza :

- cido ac tico glacial ,'."4 L

- Metanol 425 L
- Glicerina Y L

Procedimento:

- A fita de acetato de celulose for¥ ergulhada no% etanol por n6%Y X¥ o
¢ segundos.
0 .

- B seguida, ela foi transferida para a solu o de cido
ac ticoY etanol:glicerina por 4. segundos.

- A fita de acetato foi ent o colocada so reth a ¥ ina de vidro e levadaa

estufa a ¢ . C para secar por, aprox¥ ad¥ ente, 2% inutos.
]
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3.2.6 Eletroforese em pH neutro (DACIE; LEWIS, 1985)
Principio:
T cnica utilizada para identifica e quantifica dasH HeH Bart’s que

apresent® perfil d€% igra o pH alcalino S¥% ilar a prote nas pla% ticas.

Reagentes:

T3 p o pH neutro

-& H,PO, 3, g

- NazHPO4 >.'.' g

- gua destilada g.s.p. (I
g q.s.p 000

Conservar®d geladeira

Procedimento:

- As fitas de acetato de celulose ford & e idas® % p o neutro por

5% inutosn0Y 0¥ oe € horas, nd% ¥ o.

) - Ap s serd s.ecas 8 folhas de papel a sorvente, as fitas ford
colocadas na cu a de eletroforese contendo 0% €% o ™ p o utilizado para
¥ e er as fitas, conectando-as ¢& os ¢& parth entos eletrol ticos atrav s de
tecido a sorvente perfex).

- Asolu odeH foiaplicada a ,.'t': da estfd idade da fita™® contato
¢& op lonegativo. )

- As® ostras for¥ su etidas ai.. Volts por%"‘! inutos.

~ As fra oes for¥ analisadas $& colora o, seguindo¥ apa espec fico de

) - .
identifica .

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

T cnica utilizada para diferenciar alguns tipos de H que™ igid &
posi oes 38 elhantes na eletroforese & pH alcalino e caracteriza o s i

quantitativade H F.
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Reagentes:

T# p o Fosfato pH ¢,2
]

Para uso nos c& parth entos eletrol ticos e confec % do gel:

- Na,HPO4 2,.2 g

- NaH2PO4.H20 ,” g

L ]

- guadestilada g.s.p. R
g q.s.p 000

Conservar®d geladeira )

Gel de gar-Fosfato

- gar-agar 5%
gar-ag o g

-T# p o fosfato pH €,2 25% L

L]

Procedimento:

- Os ¢& ponentes do gel de gar-fosfato ford adicionados a b
erlety eyer de 25:’: L e levados ao fornd% icroondas at ¢& pleta dissolu %,
f® ando cuidado para @¥ isturan o ferver.

- Ford pipetados 5 ,""a L do gel ™ ™ inas de™ icrosc pio que
gelificard af® peratura® iente.

- As™® ostras ford aplicadas na por % dia da B ina, inserindo o
aplicador c& cuidado para n o partir tota¥ ente o gel.

- Para conex o do gel & os c& parth entos eletrol ticos foi utilizado
tecido a sorvente (perfex).

- AS¥ ostras ford su' etidas a 0 volts por%'."a inutos.

¢ )
- As fra oes for® analisadas & korar e coradas ¢& Ponceau.

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

Os corp sculos de inclus o de H H s o fob ados por cadeias eta

. . .
oriundas da desnatura © do tett™ ero da H . Ap s colora 0 esses corp sculos
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apresentd -se dispostos h®¥ ogené® ente no interior dos eritr citos ¢& o
pequenos pontos azulados.
Reagentes:

[ .
Solu "o salina:

- Cloreto de s dio .,9 g
- guadestilada g.s.p. = L

v .
Solu o citrato:

- Citrato de s dio 22¢g
- guadestilada g.s.p. = L

Solu ‘o de Azul Cresil Brilhante\ ACB

- Azul Cresil Brilhante ‘0 g
-Solu ‘o salina b % L

. [ [
-Solu o citrato by L
Procedimento:

-B tu o de ensaio pequeno ford colocados 5. ul de sangue total e

adicionados o ul de ACB.

- Ap )5 agita % suave dos tu os, 3% aterial foi incu ado a3 C por 3' e
€™V inutos.
. - Ford feitos esfrega o5 finos os quis ford e¥ inados a0 icrosc pio
& o jetivadey ers o.
Interpretagdo:

Os corp sculos de H H apresentaid -se dispostos htd ogenc® ente no
interior dos eritr citos ¢& o fina granula % distri uda K& ogenéd ente,
caracterizando® portador de alfa talass®& ia. Os Corpos de Heinz, provenientes

. L. o
da desnatura o de H , aparecerd c& o™ a precipita © grosseira junto 4

“4 "8 rana dos eritr citos.
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3.29 Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)
(INSTRUCTION MANUAL, 1999)
Principio:

O equipd ento utilizado foi o VARIANT da BIO-RAD ¢& (it de
an lise Sickle Cell Short Progid . A HPLC neste equip¥ ento consiste da
cif®¥ atografia de troca ionica™d W sisi® a fechado, no qual duas & as de
8 oloduploe™ 2% isturade ¥ poes de dilui %, G3 controles de gradientes
pr -progid ados pasS®¥ pela coluna detectando as altera oes de a sor ~ncia a
4 57 . O filtro secund rio de .19'?!! corrige a linha de ase para efeitos
ptovocados peld istura de T4 poes & for a5 tonicas diferentes EASTMAN et
al., 99¢ Y ASY udan as na a sor ~ncia s 6% onitoradas e exl idas ¢& o b
croy 'atc;gfﬁ a da a sor ~ncia versus {& po. Os dados de an lise provenientes do
detector s o processados por % integrador'® utido €% pressos no relat rio da
“# ostra de acordo c& o ™ po de reten .01 po de reten o ot po
transcorrido entre a inje  da® ostraat o pice do picoda H . Cada H &
B ™ podereten % caracter stico. No final da an lise da¥ ostra,®™ ac pia do

cid atogid ae os dados do relat rio s o auf® atich ent€¥ pressos.

Procedimento:

Parad” it Sickle Cell Short Progrd :

B W tu o, ford ™% isturados 5 pL de sangue total & ,:’: L de gua
Milique. '

Ap s a iy lise total, as™¥ ostras ford acondicionadas nos recipientes
adequados e alojadas no equip® ento para realiza % dos proced¥ entos de

leitura das™¥ ostras pr -progrd ados.

Interpretagdo:

A quantifica % das diferentes fra oes de H 8 T a¥ ostra foi realizada
a partir dos valores de porcentag® e & po de reten o o parados ¢& os
valores de cali ra 0 espec ficos fornecidos pelo fa ricante €& itidos& ™% odelo

pr prio que incluiu valores N ricos e perfil cid atogr fico. Esteq” it identifica
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”

. . .
as seguintes fra oes h& oglo nicas: Fast”, E 7, E’ e A”, sendo as duas

: ¢ .. : :
pi¥ eiras, su fra oes de elui o r pida e as Hduas ulf¥ as as H nd¥ ais

encontradas@ reC% -nascidos.

3.3 Ferramentas Data Mining

Para analisar os dados por VDM, foi utilizada™ at cnica de visualiza %
8 tres ¥ ensoes den®d inada FastMapDB. O FastMapDB W a ferid enta de
visualiza 0 de dados, ¢& o datas, 1% eros e textos, onde a apresenta %
efetuada atrav s doy apé®¥ ento ultidd ensional dos dados para ™ espa 5
trid¥ ensional, prd ovendo a redu % de @ ensionalidade. O o jetivo da
redu 0 de @ ensionalidade apresentar o conjunto de dados ¢& W 1% ero

% enor de atri utos, por¥ preservando as caracter sticas inerentes 4 infod a o
ad azenada, dessa foM a uscando definir quais s 0 os atri utos™¥ portantes ou
que concentid a info¥ a %.

O n cleo da fer® enta FastMapDB utiliza o algori¥ o den® inado
fastmap FALOUTSOS; LIN, 995 que realiza 6% apc® ento de o jetos que
podd estar & espa s de diferentes d¥ ensoes pra o espa o Euclidiano. O

¥ apé¥ ento feito C& o fastmap procura preservar as dist-ncias entre os dados e

¥ i izar poss veis distor oes Ao ap€¥ ento. Outra caracter stica pé&W itir ao
analista ¢& preender ¢& o os itens de dados est o relacionados, quais s 0 0s
padrees envolvidos e detectar agrup®d entos e el entos de esxce . A
visualiza 0 gerada pela ferid enta 3S¥ ples, e rapid¥ ent€% anipulada, o que
pE¥ ite que hip teses sej¥ fOW uladas e testadas antes que sej& efetuados
¢ lculos estat sticos e ni¥  ricos FALOUTSOS; LIN, 995 Y

A ferf® enta FastMapDB foi desenvolvida pard disponi ilizar os recursos
de visualiza para dados a% azenados & ases relacionais utilizando

.. : .
resultados e algori¥ os origind¥ ente desenvolvidos para a redu o de
(4

d¥ ensionalidade ou de™¥ apé® ento de dados™Y tricos para espa O

d¥ ensionais. A ferfd enta possui recursos para que O usu rio crie



Material e Métodos -37-

interatiV® ente® a fun ‘o de dist-ncia vetorial a partir de qualquer quantidade
de atri utos de ¥ a ta ela¥ T a ase de dados. C& a fun ‘o distncia
definida o progrd a escolhe pivos dentre os pares de tuplas cada o jeto da ta ela
ou cada™¥ ostra'j't ais distantes entre si. C& a defini © dos pivos, o sistéd a
% apeia o conjunto de dados para ™ a representa o tric ensional, sendo que
cada o jeto na ta ela  representado por  ponto no espa . Este sistd a
peW ite ainda, utilizar ™ atri uto da ta ela para classificar as tuplas e a
visualiza  das classes representadas por diferentes cores e fod atos TRONCO,
2004
A ferid enta FastMapDB est dispon vel para download &
http: gww.g di.i® c.usp. r, foi desenvolvida utilizando a linguagd de
progfﬁ a 0C++ea i lioteca gr fica OpenGL TRONCO, 2“3 Y
Para aplica % da feri® enta datamining — FastMapDB, ford utilizados
os resultados de 252 "% ostras de reC% -nascidos nos anos de 2” e 2”2
analisados por Cid atografia L quida de Alta Perfo% ance, HPLC, realibada ¢&
o Sist4 a auf® atizado VARIANT BIO-RAD, utilizando os reagentes e 0
protocolo do fa ricante para esta faixa et ria. Esse sisi® a identifica os valores
percentuais das fra oes de H 8 picos deté¥ inados, Fast”, E 7, E'e A”,
estes fof® inseridos & planilhas e convertidos para W a lase de dados
reconhec vel pela ferid enta, sendo utilizados ¢& o atri utos para 0% apé¥ ento
espacial e, os diferentes fen tipos ford utilizados ¢& o atri utos classificat rios
das “¥ ostras. Para esta elecer % padr o de c& porf¥ ento espacial os
resultados ford classificados & grupos segundo deliné®¥ ento ilustrado no

quadro .
|
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Quadro 1. Divis 08 grupos de an lise para o FastMap, segundo os fen tipos

de H o servados.

n Fenétipos de Hb Grupos de analise para o FastMap
2 0 Perfilde H nd¥% al para idade “Normal”
,.5 H S& heterozigose
8 H C& heterozigose “Variante”
b Beta talasS® ia heterozigota
2453 Alfa talasS® ia heterozigota “Talassemia”

Os resultados la oratoriais das 59 €% ostras ford cadastrados no Banco de
dados do LHGDH, desenvolvido™& c.ola ora 0% oLa orat rio de Banco de
Dados do Depart¥ ento de Crencias da C& puta % e Estat stica da Unesp. O
cadastro dos pacientes foi realizado via Internet e o endere o de acesso a0 anco
http: www.lhgdh.locawe CH LT yheo- Ap s o cadastro, as ¥ ostras ford
analisadas utilizando a ferrd enta CLIBIA, especia¥ ente desenvolvia para esse

anco de dados. A CLIBIA " a fer¥ enta de an lise estat stica desenvolvida
utilizando tecnologia ASP Active Server Pages ypara a an lise on-line do anco
de dados do LHGDH. T# ¥ o fun o ajudar na an lise dos dados contidos no
anco. A CLIBIA ¢& posta por duas op oes: Consulta e Relat rio. Para utilizar
as duas op oes 0 usu rio deve definir o dataset, isto , o conjunto de dados a ser

pesquisado. O dataset pode ser deT¥ itado por v rios ¢¥ pos ¢c& o C digo do

Paciente, N& e, La orat rio, Laudo, entre outros.
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3.4 Analises Estatisticas

Aos valores quantitativos de H o tidos por HPLC for® aplicados testes
estat sticos descritivos e inferenciais. Para as an lises inferenciais, os dados ford
testados quanto 4 noW alidade e h®¥ ocedasticidade. Quando as condi oes de
no¥ alidade e K& ocedasticidade ford  satisfeitas aplicard -se os testes
par¥ tricos, ANOVA-C& pl& entada por Tukey, para ¢& parar tres ol ais
grupos e Teste t para dois grupos. Quando os dados ford n o pard tricos,

% &% o ap s transfod a % dos valores, for®d utilizados os testes n o
pard tricos deq” ruskaly  allis cd pl& entada por Dunn para ¢& parar tres ou

¥ ais grupos e Manuy  hitney para dois grupos\ ZAR, 999,
|
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4 Resultados

4.1 O banco de dados e a ferramenta CLIBIA

Os resultados la oratoriais de 59 €% ostras analisadas no per odo de

99 a 2..2 ford inseridos no anco de (.1ados eletronico, LHGDH on-line. Por
dontefd infoW a oes de eS¥ es os usu rios s o cadastrados e possud W a
senha de acesso individual. A Figura 5 ilustra a p gina de acesso ao anco. Na
p gina inicial existe ™ [link para a ferid enta CLIBIA ¢& o pode ser visualizado
no destaque da Figura .l . Esse link a re a p gina principal da ferr¥ enta, na qual

. 4 . .
selecionou-se a op 0 consulta ou relat rio. Figura ,

Seja Bem Vindo ao LHGDH On-Line

| O LHGDH On-Line € o banca de dados do LHGDH! | ‘ =
J * wivaves uele 03 laboratdrios gue Ltiizam nossos SJ ‘ Usuério
S | s
ortl

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

Figura 6: P gina inicial do anco de dados. O circulo™® verde destaca o link

para a fertrd enta CLIBIA.
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Figura 7: P gina inicial da ferrd enta CLIBIA. O circulo™® verde destaca os

. . . .
links para a sele o0 das op ©es consulta ou relat rio.

Atrav s do recurso de consulta espec fica foi poss vel ¢& parar resultados
o tidos™® diferentes testes la oratoriais e acessar cada ei¥ e individua¥ ente
pek itindo a o serva % de todas as infOW a ees referentes aquele es¥ e. A
Figura 8 ilustra a pagina de sele % do dataset para consulta. Nesta p gina, foi
poss vel uscar as™# ostras, selecionando-se aqueles e®¥ es que apresentardy
resultados espec ficos, definindo infok a oes dos testes la oratoriais ou dos

laudos dos e 3% es.

o LLJGDJ—I j On-fine Usuirio: Luciane Moreno Stort de Mein

CLIBIA HOME | Consulta | Relatorio | Voltar ao LHGDH On-Line
LHGDH - CLIBIA - CONSULTA
Doc.Paciente ||
Nome do Pacients [RN |
\dade entre: I:i o E
Period o o

Laboratdrios Hospital de Base 5. J .do Rio Preto/Sdo José do Rio Preto-S5P v

Cadastrada Por Todos os usudrios..

Definir informacées dos testes,
Eletroforese Alcalina Todos..
Elstroforess Acida Todos
Pesquisa de Corpos de Ho H Todos
Pesquisa de Corpos de Heinz Todos..

Instabilidads a0 lsopropanol 37° ¢, 1 Jndns

Inztabiliciacke &0 Térmica 50° C | Tados

Figura 8: P gina de sele % do dataset na op % consulta da ferf® enta CLIBIA.
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Ap s a sele % do dataset a fertd enta localizou os e3¥ es que se
enquadrai® nos requisitos selecionados €% igrou parat atelac® W ata ela
de resultados. Nessa ta ela foi poss vel a rir cada e%® e ao clicar no link do
nd e do paciente. A Figura 9 ilustra os resultados da usca realizada
selecionando-se ¢& o conjunto de dados todos os eid es & que o n®¥ e do
paciente tivesse as iniciais RN, ¢& zero anos, e que fosS& provenientes do

Hospital de Base de S o Jos do Rio Preto.

Figura 9: P gina exi indo a ta ela de resultados da wusca selecionando-se rec™
. . .
nascidos no Hospital de Base ¢& o dataset na op ©o consulta da ferrd enta

CLIBIA.

Atrav s da op % consulta foi poss vel relacionar os resultados de ™ teste
la oratorial € o laudo do ei® e, ou relacionar os resultados de diferentes testes,
pek itindo a avalia % da concordencia dos testes entre si e dos testes C¥ oS
diagn sticos. Dessa foF a foi poss vel identificar discord~ncias nas an lises, e
™ ™% testar a eficfencia dos testes para identifica % das altera oes de H .

Na op % relat rio da ferf enta CLIBIA, depois de deT¥ itado o dataset,
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_‘ LUGD]—I / Oi;‘ *LJ‘HE..’ Usuirio: Luciane Moreno Starti de Melo

- roreery -
CLIBIA HOME 1 Consulta 1 Relatorio 1 Voltar ao LHGDH On-Line

LHGDH - CLIBIA - RELATORIO

Selecionar DATASET

Mome do Pacients RN

ldade ertre o el

Perindo de OO AS30 e G I2006

Lahaoratérios Hospital de Base S. J .do Rio Preto/S&0 José do Rio Preto-SP

Caclastracia Por Todos os usudrios...

Gerar Relatdrio

Figura 10: P gina de sele % do dataset na op % relat rio da ferf® enta

CLIBIA.

Os relat rios gerais cont® T a descri % dos dados, fornecendo
rapid® ente as propor oes entre generos, idade, etnia, regi o de origd , al'V de
fornecerd as fred.encias dos resultados o tidos nos testes la oratoriais e dos
laudos dos e 5% es. Aexi i T % foi realizada atrav s de gr ficos, coloridos
e C& legenda que agilizd o processo de an lise dos dados. O relat rio geral

¥ ostrou os seguintes perfis i oglo nicos para as’¥ ostras de neonatos: 8 , €co
c& perfil no¥ al para a idade, 9,9 co C& resultados sugestivos parh z.alfa
talasS® ia, ,8 ¢o C& resultados suéestivos de eta talasS& ia, 3,38(79 co
% oglo inds variantes, ',8290 C& intera oes entre % oglo inas variantes e
talasS® ias e 2,2€c0"d¥ ostras C& presen a4 de Fa oglo inas nOW ais;¥ as que
sugeritd conf® .ina 23 o sanguc¥ aterno. A Figura  apresenta o gr fico

. . .
da distri ui 0 dos laudos dos e ¥ es. "
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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: Gr fico o tido pela op % relat rio da ferf enta CLIBIA incluindo

os laudos dos e 5% es e as fred."encias fenot picas das H o servadas.

O relat rio geral ¢& pleto o tido para as™# ostras de reC¥ nascidos no
Hospital de Base de S o Jos do Rio Preto encontra-se no Apendice deste

tra alho.
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4.2 Padroes de Hb obtidos na analise pelo FastMapDB

4.2.1 Perfil das amostras normais

Visando esta elecer o perfil do fen tipo nod al para™ ostras de sangue
de neonatos, ford selecionados os resultados das 2 €9°% ostras ¢& resultados
nOW¥ ais para idade, o tidos por HPLC ¢& o conjuﬂ:;o'ﬂ ostral. O% apé¥d ento
foi realizado utilizando os quatro picos disct¥ inados pelo HPLC, previd ente
descritos na% etodologia.. A visualiza % trid¥ ensional o tida est ilustrada na
Figura 2, e as"# ostras nO¥ ais distri u ¥ -sed dois agl® erados distintos,

% arcadds pelos tra ados® cores azul e verde. A O serva o da distri ui o
sugeriu a existencia de algh fator adicional dividindo o conjunto™® ostral. Para
avaliar qual seria esse fator, respons vel pela divis o das¥ ostras® dois grupos
de distri ui o espacial, realizou-se 0% apé¥ ento selecionando os diferentes
picos ¢& o atri utos. A¥ agd projetada incluindo os picos E 7, E’e A” no

%y apé¥ ento exi iuh a apro¥¥ a o dos agl® erados, no enthnto, ainda pode
ser o servada a presen a de dois grupos distintos, ¢& o ilustrado na Figura 3.

A Figura 4 representa 6% apé¥ ento utilizando os picos Fast”,) F” e

A”, e xcluindo-sd o pico E 7, e pode-se o servar O a aproi¥ a % aior dos
agl® erados indicando grahde participa % desse atri uto na divis o das
¥ ostras. Associando-se as duas o serva oes, projetou-se™ 4% agd utilizando
apenas os picos de E’ e A”, excluindo as janelas de Fast” e E 7. C& o

o servado na Figura 5, ness€ apé¥ ento o teve-se a dispers o Fnear dos

dados. )
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Clagses
Mormal  ©

Figura 12: Proje o dd¥ agd trid¥ ensional para o grupo NOW al”, incluindo

0s quatro picos ¢& o atri utos d€% apé¥ ento.

Clagzes
Maormal  ©

Figura 13: Proje o dd agd tridkd ensional para o grupo NO¥ al” incluindo
os picos E 7, F’e A” & o atri utos d€% apc¥ ento. A seta indica o espa s

entre os agl® erados.



Resultados -48-

Classes
Mormal o

Figura 14: Proje o dd agd tridkd ensional para o grupo NO¥ al” incluindo
os picos Fast”, F’e A”c® o atri utos d€% apc¥ ento.

Clagses
Maormal  ©

Figura 15: Proje o dd agd tridkd ensional para o grupo NO¥ al” incluindo
ospicos F’e A”CcY oatri utos d€% apc® ento.
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Para avaliar os valores de Fast” e F 7, ford geradas¥ agens utilizando
W recurso da ferf® enta FastMapDB, no \qual ™ atri uto pode ser utilizado
para dividir o conjunto™® ostral’™® dois su grupos exaf¥ ente no valory dio
entre os valoreSY 0¥ o¢€Y X¥ o. A¥ agd ilustrada na Figura € conf% os
quatro picos de an lise e os valores de Fast” ford utilizados para'élassificar as
“# ostras® dois su grupos representados na'¥ agd pela diferen ano T anho
dos pontos. C& o o servado, os pontoS% arcados pelo c rculo azul apresent®
valores de Fast” entre 0o e 5,5 ¢o e os pontos dentro do crculo verde
correspond® a valores de Fast” de 5,5 a ',9(/-0. Destaca-se que n o existe
SO reposi % dos pontos indicando que os dofs su grupos correspond® a duas
nuvens distintas. Analisando estatistiC¥ ente esses dados, o teve-se 2% dia de
234 co para o su grupo ¢& valores variando de o a 5,5 co e este incluiu  total
de 2'4.'3 ostras. O su grupo variando de 5,5 a ',9 o foi ¢& posto por apenas
29°% ostras e 2% dia o servada foi 35 co. AY  dia percentual o tida no pico
e Fast” para todas as™® ostras no¥ ais foi de 2,€4¢o, apresentando diferen a
estatistiC¥ ente significativa\ p<.,.5 odasy  dias o.tidas para os dois su grupos
ack a descritos.
Utilizando 0% €% o recurso da ferid enta FastMapDB, a classifica * foi
feita utilizando-se o pico de E, ” para dividir as™# ostras no valor¥ dio e a
¥ ag% o tida est ilustrada nh Figura , na qual a distri ui o espacial dos
dados foi' uito $& elhante a da Figura '2. As duas nuvens classificadas pelos
valores, o servadas na Figura  n o aprelenta® so reposi % dos pontos. Para
possi ilitar a ¢& para % das¥ agens os¥ apcd entos das Figuras 2e  ford
dispostos lado a lado na Figura 8. Para caracterizar a divis o™ !dua¥ nuvens
¥ ostrais, calculou-se 3% dia pdrcentual para cada su grupo o tido para o pico
de F . O teve-se para o su grupo ¢& valores variando de 0o a ',3(;5"4 dia
percdntual de 9,45¢o incluindo 3.(9'3 ostras e para o su grupo!¢® valores
variando de .,3 a 2.,.((p o tevelse ™ dia de 2,25¢o, sendo ¢ posto por 8“
¥ ostras. A dia percentual o tida para todas as ¥ ostras ndW% ais foi de
48cv, apresentando diferen zf estatistiCh ente significativa p<.,'5 .\da's"f dias

b tidas para os dois su grupos de E ”.
|
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Classes . T
Normal

| Ranges
00toB5
BAt109 ©

Figura 16: Proje o dd¥ agd trid¥ ensional para o grupo NOW al”, incluindo
os quatro atri utos de™ apc® ento e utilizando o pico de Fast” ¢& o

classificat rio® dois su grupos, sendo o pr¥ eiro variando de 0o as5eeo

segundo de 5,5¢0 a ',9(/-0.

Classes -
Mormal @ &

Figura 17: Proje o dd¥ agd trid¥ ensional para o grupo NOW¥ al”, incluindo
os quatro atri utos d€% apc® ento e utilizando o pico E, ” ¢& o classificat rio

8 dois su grupos, sendo o pi¥ eiro variando de 0o a '.,3 co € o segundo de

3pa2 lep. )
R T
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Classes ~
Momal O ..

Classes
Momal  ©

Ranges
00103 - @I
1030206 ° Mc |

Figura 18: C& para % das™¥ agens projetadas para o grupo NO¥ al”’. A -

incluindo os quatro picos ¢& o atri utos d€% apé® ento B - utilizando o pico de
FE ” dividido® dois su grupos variandode , a J3ecoede 3a2 Ceo.
. S oo o ” e 7

4.2.2 Perfis obtidos para os diferentes fenotipos de Hb

Visando esta elecer % padr o para os diferentes fen tipos o servados,
ford % apeadas todas as “¥ ostras, divididas nos tres grupos, NOW al”,
TalasS& ia” e Variante”, incluindo os quatro picos ¢& o atri utos para o
% apc¥ ento. Na¥ agd gerada o servard -se os grupos de an lise distri u dos
¥ tres nuvens & ostrais distintas, ¢& o ilustrado na Figura 9, n o houve
SO reposi % entre os grupos. As nuvens correspondented aos grupos

TalasS® ia”e NOWM al” encontid -se di¥ etrad ente opostas.

No™ ape® ento incluindo as “¥ ostras dos grupos NOWN al” e
TalasS¥ ia” utilizando os quatro atri utos o servou-se a diferencia °a
agl® erados distintos para cada grupo, S& so reposi % espacial ¢& o pode ser

o servado na Figura 2..
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Clagzes

Mormal o
Talazzemia O
W ariante <>

Figura 19: Proje o da™ agd trid¥ ensional para os grupos NOW al”,

TalasS¥ ia” e Variante”, incluindo os quatro atri utos d€% apé® ento.

Claszes
Mormal o
Talazzemia O

Figura 20: Proje o da¥ agd® trid¥ ensional para os grupos NOW al” e

Talass® ia” incluindo os quatro atri utos d€% apc¥ ento.
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Para verificar quais as fra oes fund® entais na diferencia 0 de™¥ ostras
3 H nd% aisedd altera oes talasd® icas, foi gerada™ a% ag® utilizando
apenas os picos F’e A” c® o atri utos d€% apé¥ ento, por representaid  as
fra oes de F& oglo inas"® ™% aiores concentra oes nesta faixa et ria. Nah agd
projetada, o servou-se a distri ui % linear e paralela dos grupos™¥ ostrais, & o
pode ser visualizado na Figura 2 .

O grupo Talass® ia” idcluiu as™® ostras ¢& alfa e eta talasSd ias e
apesar de”® as apresentard altera oes nos valores quantitativos de H , elas
apreseni® varia oges'a fra oges diferentes das H , dessa fO¥ a realizou-se o

% apé¥ ento C¥ esses fen tipos separados e C& parados ao grupo NOWN al”. A
visualiza 0 espacial desses grupos incluindo os quatro atri utos™¥ ostrou
SO reposi % dos pontos™d ostrais.

Ford utilizados ent o, os picos E’ e A” para 0% apé® ento e, na
visualiza 0 o tida o servou-se o deliné¥ ento dos grupos & tres agl® erados
representando cada grupo fenot pico, ilustrado na Figura 22. Pode-se o servar que
as’¥ ostras se distri utd linead ente no espa ci estando “& definidas™& tres
grupos distintos. A Figura% ostrou ainda que, os grupos alfa e eta talasS® ias
est O% ais pr ¥¥ os entre si e afastados do grupo no¥ al.

As¥ ostras C& alfa talasS® ia ford projetadas C& paradas
as nOM ais e para oS apéd entos realizados ¢& o0s quatro picos ou¥ €% os
incluindo tres picos o0 servou-se SO reposi % dos pontos ¥ ostrais ¢& o
visualizado na Figura 23, que incluiu os picos Fast”, F’e A” ¢3 oatri utos de

% apc¥ ento. Ford feitos™% apc® entos ¢& dois picos includos ¢& o
atri utos, e as visualiza oes o tidas resultai na concentra o dos pontos
¥ ostrais® agl® erados distintos para cada fen tipo. A Figura 24 representa a
visualiza o trid® ensional do% apc¥ ento feito utilizando os picos Fast”e A”,

.
no qual o teve-se 2% elhor separa 0% ostral.
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Clazzesz
Marmal o
Talazzemia O

Figura 21: Proje o da¥ agd trid¥ ensional para os grupos TalasS¥ ia” e
NOF al” utilizando ¢& o atri utos d€% apeé¥ ento os picos E’e A”.

Clazses

Alfa A
Beta &
Momal =

Figura 22: Proje % dd¥ agd trid¥ ensional para os grupos NOW al”, Alfa”e

Beta” talass& ias, utilizando ¢& o atri utos d€% apé¥ ento os picos E’e A”.
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Clazzes
Alfa .
Maormal =

Figura 23: Proje o dd¥ agd trid¥ ensional para os grupos NO¥ al” e Alfa”

talasS® ia, utilizando ¢& o atri utos d€% apc® ento os picos Fast”, E’e A”.

Figura 24: Proje  dd agd trid¥ ensional para os grupos NO¥ al” e Alfa”

talass& ia, utilizando ¢& o atri utos d€% apé¥ ento os picos Fast”e A”.
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Para as ¥ ostras pertencentes ao grupo Variantes”, o servou-se nos
%y apé¥ entos realizados a existencia de W a interface entre esse grupo e o grupo
de™® ostras no¥ ais, C& o pode ser visualizado no destaque da Figura 25. O
grupo Variante” Cc& posto pelas ¥ ostras contendo H AS e H AC, para
tentar esta elecer % padr o entre essas variantes e diferenci -las das™¥ ostras
cd H no¥ ais, realizou-se 6% apcd ento incluindo o grupo NO¥ al” c&
cada ™ a dessas variantes isolad® ente. O padr o de dispers o espacial se
% anteve, n o sendo poss vel separar as’¥ ostras' & nuvens & ostrais distintas. A
Figura 2.1 representa a visualiza % trid¥ ensional para 0% apé¥ ento dos grupos
Nod al”,H ASeH AC incluindo os quatro atri utos d&% apé® ento. ME¥® o
analisando as ¥ ostras separad® ente a rea de so reposi o &% anTy . As
Figuras 2 e 28 ilustitd as visualiza oes espaciais para oS¥ aped entos das
¥ ostras nod aiscd H ASenod aiscd H AC respectivd ente, incluindo
os quatro picos & o atri utos. O servou-se qu€¥ €% o na proje % das¥ ostras
de H variantes separad® ente, a so reposi o espacial se™% anteve nas
visualiza oes. Deve-se destacar que as fra oes de H variantes s o identificadas
no HPLC por picos espec ficos padronizados den® inados S” e C” que
reconheCd o & po de elui % dessa H andW ais. Estes picos n o ford
inclu dos ¢& o atri utos para 0% apc® ento espacial por estard ausentes nas

: . .
"3 ostrascd K& oglo inas nO¥ ais, n o sendo poss vel a c¥ para o.
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Figura 25: Proje o da¥ agd® trid¥ ensional para os grupos NOW al” e

¢

Variante” utilizando os quatro atri utos dé% apé® ento. rea de so reposi ©0

% arcada pelo circulo vé¥ elho.

Clazzes
HhC =
Hb S =

Momal ©

Figura 26: Proje o dd¥ agd trid¥ ensional para os grupos NOW al”, H
AS”e H AC” utilizando os quatro atri utos d€% apc¥ ento. reade

. % .
so reposi OY arcada pelo circulo verde.
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Clazzes
Hes O
Mormal 2

Figura 27: Proje % dd¥ agd trid¥ ensional para os grupos NOW al”e H S”
utilizando os quatro atri utos d€% apé® ento. rea de so reposi v arcada pelo

circulo verde.

Clazzes
HeC =
Mommal 2

Figura 28: Proje o da» agd trid¥ ensional para os grupos NOW al”’ e H
C” utilizando os quatro atri utos d€% apé® ento. rea de so reposi % arcada

pelo circulo verde.



Resultados -59-

Os valores quantitativos de H , o tidos por HPLC, ford su™% etidos a
an lise estat stica, aT de uscar 3% ilaridades ou diferen 4 que pudessd
auxiliar na ¢& preens o dos perfis apresentados pelos diferentes fen tipos nas
visualiza oes trid¥ ensionais. A Ta ela  conf¥ as% dias percentuais dos
quatro picos detd% inados pelo HPLC pard todas as altera oes de H analisadas.
As ¢& para oes entre a?%  dias fora realizadas para cada pico entre os diferentes
fen tipos e est o representadas na ta ela por letras so rescritas, sendo cada pico
apresentado por W a cor e as letras diferentes indiC¥ que houve diferen a

estatistich ente significativa\ p<.,.5 Y

T apela 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”
NOW al 2. €9 2,447 48° 3, 00 2.8¢
. . 0 [ ) )
Alfa tal 24 3 4¢® Vg’ 35 @ )
° 0 ] [ ]
Beta tal 2 2,58" ) .,8lb 8.,85" 14,8
[ ]
H S 5% 2, *® l., 3c 2.49° 8%
]
H C 8 2,68 V¥ € 54° 4,9
1 [ ] o

N= % ero de™® ostras. JAs letras so rescritas difererkes represent® diferen a estatistich ente

significativa p<.,.5 o As cores diferentes represent® cada picode H .
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C83 o pode ser o servado na Ta ela , as™® ostras ¢& alfa talasS® ia
apresentaid  diferen a5 estatistich ente sighificativas nos valores percentuais
% dios dos picos Fast”, E 7e A”d rela % a0 grupo ¢& “¥ ostras no¥ ais.
Para as¥ ostras & Beta kalasS® ia o servai® -se diferen as estatistic¥ ente
significativas p<.,.5 o para os picos de E.”, E’e A” ¢ parados ao grupo
nd¥ al. Dessa fo# a, analisando o grupo dé Talass® ias”, o servou-se valores
% dios diferentes estatistiCH ente para tres picos de an lise quando ¢& parados
as¥ ostras nd¥ ais. Para as¥ ostras &% H variantes as diferen 4 estat sticas
ford significantes apenas & dois picos de an lise, sendo que para a H S,
0 teve-se p<.,.5 paraos picosde E e A”8 rela % a0 grupo no¥ al e, para
H C, o teve-se diferen a significativa na®¥  dias percentuais dos picos E’e

A” ¢8 paradosas¥ ostras noN ais.
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5 Discussao

A utiliza o do anco de dados para ab azen® ento dos resultados
la oratoriaiS¥ ostrou-se ¥ portante™® v rios aspectos. A seguran a4 1o processo
de arquivar as infG¥ a f)ges, W ponto a ser destacado. O anco possui acesso
restrito, n o sendo pé# itida a todos os usu rios a o serva * dos dados nele
M azenados. O livre acesso a todas as infO¥ a oes contidas no anco s foi
pE¥ itido ao al inistrador e a respons vel pelo LHGDH, os d& ais usu rios,
dentre eles, os alunos envolvidos™& pesquisas e os cola oradores que envid
"3 ostras ao LHGDH tiverd acesso apenas aos eidd es de sua referencia.

ATY da privacidade das infod a f)ges, deve-se destacar T ~% as
vantagens do arquivo &% eio eletronico. Muitos la orat rios de rotina oty €% o
la orat rios de pesquisa que tra ali®% C¢& grande vold e de™¥ ostras, T
pro T8 asc® espa Se organiza % dos resultados¥ pressos, pois necessitd de
grandes arquivos, protegidos de varia oes de® idade e T8 peratura e despendd
W tra alho la orioso para organiz -los d€% aneira que seja poss vel encontrar
¥ dado arquivado no passado ¢& rapidez.

A disponi iliza % do anco de dados via Internet % ais ™ aspecto que
deve ser¥ encionado. Nos dias atuais, a necessidade dos pesquisadores &
consultar seus dados de pesquisa, de qualquer lugar e a qualquer¥ & ento, torna-
se cada veZ% aior, devido a grande press o dO¥ eio cient ficod pu licar 0% ais
r pido poss vel os seus resultados. Para os la orat rios de rotina, a possi ilidade
de consultar seus e5¥ es pela Internet T ™% se apresenta vantajosa, diante da
crescente concorrencia nessa rea.

A utiliza o de t cnicas data mining, ¢& o a ferid enta CLIBIA,

% ostrou-se de grande valor no levani® ento dos dados. A localiza o de®
eid efoiextid ¥ enter pidaeacd para % dos resultados de diferentes testes
possi ilitou a reavalia % da™ etodologias la oratoriais utilizadas. Analisando-
se, por e & plo, os resultados de e ¥ es ¢& laudo de alfa talasS® ia, o servou-
se que ..r/v dos ei¥ es apresentaidd resultado positivo ou sugestivo no teste de

Pesqui§a intraeritrocit ria de H H, no entanto, 9€co apresentard  a fra 0de H
[ ]
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H ou Bart’s & eletroforese pH neutro. Essas o serva oes destacat®  a

“¥ port-ncia da pesquisa de H H, e a necessidade de avaliar as™¥ ostra para esse
test€% €% o quando a eletroforese™® pH neutro apresentar resultados negativos.
O levan®¥ entd™ anual dessas infoh a oes despenderia¥ uito & po, e ainda
seria question vel a possi ilidade de realizar essas rela oes entre testes e laudos
apenas por ta elas¥ pressas contendoY uitas™¥ ostras.

Os resultados do teste de Resistencia Glo ular 6% tica revelard que
24,5c0o das™® ostras ¢& laudo no¥ al para idade apresentard positividade para
este teste, enquanto que 2 ,4co das¥ ostras ¢& laudos de eta talasS¥ ia ford
positivas para 6% &% ol teste. Essda% etodologia est & consolidada para
rastréd ento de eta talass¥ ia™® indiv duos adultos, sendo que 9 co dos eta
talasS® icos apresenid resistencia 0% tica ah entada & NaCl a .,3.(90
NAOUM, 99 , no entanto a an lise dos resultados da triag® de reCY nascido
por data nkining sugeriu ¥ a discordencia entre os resultados desse teste e o
diagn stico. Diante desses dados deve-se considerar a reavalia  dess&  todo
“& neonatos.

Conta ilizar e organizar ‘& ta elas os resultados de an lises de
aproXd ad® ente € "% ostras tarefa d& orada e tra alhosa. Para aplicar as
an lises estat StiCE.lS, que usudk ente s o realizadas & dados de pesquisa,
necessita-se pr¥ eird ente digitalizar os dados™& planilhas, convencionak ente
utilizadas, ¢& o planilhas do Microssoft Excel, esse ™ passo ¥ portante,
presente na an lise de dados da™¥ aioria dos tra alhos cient ficos. AT% de
despender grande ©™ po e tra alho, esse processo, de a% azenar e analisar dados,
est sujeito a possi ilidade de erros™& todas as etapas do processo, desde a
contag® dos resultados at a digitaliza %, e naY aioria das vezes, o tra alho de
conferencia desses erros cansativo e & geral pouco resolutivo.

A utiliza 0 de®™  anco de dados para ak azenar as infO¥ a oes W a
realidade j praticada™® alguns la orat rios de rotina™& an lise. Na rea de
pesquisa™® gen tica, C& os projetos gend a surgiid os grandes ancos de
dados™¥ plantados para a% azen® ento de sed.encias, S& os quais todo o

tra alho de sed.enciar gen® as seria ¥ produtivo. Atuak¥ ente a possi ilidade de
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la orat rios de pesquisa, & diversas reas, utilizaid b anco de dados
associado a W a ferid enta data mining para processar as infod a oes, a re
novos C¥ inhos para a cfencia, atb entando a confia ilidade dos resultados
apresentados, péh itindo aos pesquisadores investir¥ ais {® po nas questoes
cient f cas €% enos tra alho contando dados €% ontando ta elas e gr ficos, que
W sist® a ¢& putacional pode realizar &  segundos. A inser % das
info% a oesno anco de dados W a etapa de responsa ilidade do pesquisador, e
deve set & ento de grande aten %, onde inconsistencias podd ser corrigidas,
as d vidas verificadas, e dados incorretos reavaliados.

Para o LHGDH a™% planta % do anco de dados on-line agilizou n o
apenas as atividades de presta % de servi 05 ¢& o Centro de Referencia 8
Diagn stico de h& oglo inopatias,”™¥ as ™ ~% contri uiu de™% aneira

“¥ ensur vel o processS¥ ento dos dados de pesquisa. PEW¥ itiu a o serva % entre
os resultados das diferentes "% ostras utilizadas & cada projeto, ¢& o a
cd para % entre a efic cia de ™ a™% &¥ a™ etodologia nas diferentes
a ordagens e os resultados gerais pront® ente utilizados nas pu lica oes e
hip teses de tra alhos su sed.entes. Todo o processo de an lise de™® ostras de
sangue tornou-s€% ais din ico &% enosT¥ itado a nico o jetivo, seja este o
diagn stico de™ a altera ouacontri ui o cient fica das an lises.

A aplica % de t cnicas de VDM W aa ordag® nova nas pesquisas
¢ K& oglo inopatias. Para os dados da triag® neonatal realizada pelo
LHGDH as an lises pela ferid enta FastMapDB apresentaid  padrees
relevantes. Na proje % das™ ostras & ha oglo inas no® ais para a idade
0 servou-se a existencia de duas nuvens de distri ui 0¥ ostral. O% aped ento
feito S& a presen a dos picos de Fast” e E ™ ostrou distri ui % linear,
sugerindo dois padrees de ¢& pori® ento distinfos no grupo & H ndW ais.
C3 o recurso da ferid enta FastMapDB os valores do pico de Fast” ford
divididos ao¥ eio separando as ¥ ostras & dois su grupos. Na proje %o
trid¥ ensional os pontos distri u ¥ -se & dois grupos S& so reposi %, no
entanto, houve® desequil rio na distri ui 3 ostral, de foW aque o pr¥ eiro

su grupo incluiu 94co das™@ ostras, n o sendo representativo da distri ui ©
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o servada na Figura 2. Esses resultados destac®¥ que o pico de Fast” n o foi o
respons vel pela fo% 'a % das duas nuvens™¥ ostrais o servadas nd¥ ap€d ento
das¥ ostras c& h& oglo inas nOW ais para a idade.

NO% ape¥ ento feito utilizando a divis o do pico FE ” no valor¥ dio
o teve-se dois grupos distri u dos de fo A% ais igualit ria,) sendo o pi¥ eiro
C& posto por .(3, co das™¥ ostras e o segundo incluindo 3.1,9(/-0. ASY  dias
o tidas para esses dois su grupos apresentai® diferen as estatistiC¥ ente
significativas p<., 5¢ quando C& paradas entre si e % dia geral o tida para
todas as ¥ ostras nO¥ ais. Quando ¢& paradas lado a lado, as visualiza oes
o tidas & os quatro atri utos e ¢& o pico de E 7 divido® dois su grupos

Figura 8) pode-se o servar & elhan a na distri'ui 0 dos pontos ¥ ostrais.

\Esses rdsultados indic¥ a presen a de dois padroes cC& valores™ dios
diferentes de distri ui o para E 7, devido a grande# plitude de varia %
o servada nos valores deste pico! Deve-se destacar que as fra oes de H
degradadas, presentes & ¥ ostras acondicionadas por longo i& po, provoc¥
ath ento no valor de E . Diante desses achados, deve-se destacar, portanto que
™ dia geral o tida pata as 2 €9°% ostras n o valor representativo do pico de
E 7 parao grupo NOW al”e la.indal queesten o W pa¥ etro confi vel para o
didgn stico.

Destaca-se que apenas atrav s da estat stica descritiva, usuak ente
utilizada quando se pretende det€® inar valores de referencia para dados
“¥ ostrais, n o foi poss vel o servar esse C& portd ento para os valores de E ”
nas ¥ ostras de reC¥ —nascidos C& valores nOW ais para a idade. A visualiza %
gr fica dos dados, no entanto, evidenciou j na pr¥ eira proje o realizada, a
existencia desses dois padrees de valores para esse pico. Esses padroes ford
faci¥ ente reconhecidos atrav s da capacidade hd ana de ~¥ ediai¥ ente
reconhecer agrup®d entos e, dessa foW a, questionar os dados ou inferir hip teses.
Segundod” €% |, 2. 0 processo de explora % visual dos dados pode ser visto
3 o™ processo de gera % de hip tese, atrav s das visualiza oes dos dados,

que peW% i@ aos usu rios o ter ¥ a vis o deles e surgir ¢& novas hip teses.
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T a representa % visual fornece grau ¥ ais alto de confia ilidade nas
conclusees da e xplora % do que™ arepresenta i  rica ou textual.

A an lise glo al dos resultados, visualizados &  proje 0 espacial
ressaltou a existencia de™ poss vel padr o o tido por HPLC, para as™¥ ostras
C¥ talasS® ias heterozigotas, pois n o houve so reposi o espacial dos pontos
“# ostrais, sugerindo diferen as nos perfis quando ¢& parados as ¥ ostras
nO¥ ais para a idade. Deve-se ressaltar que nas an lises estat sticas as%  dias
percentuais apresentard -se significativd ente diferentes p<.,.5 o para tres picos
de an lise, tanto para alfa, quanto para eta talasS® ia. %ssa diferen & estat stica
pode explicar a distri ui % visual dos pontos™¥ ostrais nas¥ agens geradas para

% ostras no¥ ais e ¢& talasS® ias, evidenciando a existencia de diferen as
nesses perfis. Na proje % das™® ostras noW ais e G3 alfa e eta talasS¥ ia
Figura 22, utilizando os picos E’ e A” ¢& o atri utos de™ apé¥ ento
o servou-se o delin€®¥ ento dos grupos, estando dispostas & tres linhas
paralelas, sendo que as™¥ ostras ¢& talass® ias dispuserd -se pr %¥ as entre si
e distantes das no¥ ais. Esse padr o de distri ui % evidencia a potencialidade
dessa ferrd enta de an lise 8 separar os grupos ‘¥ ostrais segundo suas
caracter sticas.

A proje o da™¥ ag® o tida para as ¥ ostras nod ais e C& alfa
talasS® ia apresentou so reposi % dos pontos, no entanto, 6% apcd ento feito
utilizando os picos de Fast” e A” apresentou distri ui © 8 definida dos
grupos ¥ ostrais. Esses picos apresentardd  diferen as significativas nos valores

% dios p<.,.5 Y ¢& o foi ilustrado na Ta ela . Deve-se destacar t % que,
as ¥ ostras ¢& alfa talasS® ia, apresent!lfﬁ ad ento estatistiCh ente
significativo p<.,.5 o Do percentual¥  dio do pico de Fast” quando ¢& parado
aos valores o tidos para esse pico nos d& ais fen tipos. Para as™# ostras ¢

eta talasS® ia houve diferen a estatistic® ente significativa nos picos de E”,
que apresentou ath ento & rela 0 as™ ostras nd# ais,e para o pico de A”,
houve d inui o significativa C& parada aos valores nOW ais para a idade. A
visualiza o gr fica pe¥ itiu nesta C& para %, identificar quais os atri utos

. 5 ¢ .
“¥ portantes na caracteriza o das ¥ ostras, pela sele 0 dos picos para o
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¥ apé¥ ento e pode-se identificar diferen as posteriof ente corro oradas pela
an lise estat stica.

Mendes-Siqueira 2“4 ¢ O servou atk ento estat stico significativo para

os picosde Fast”e E & “# ostras ¢ alfatalass® iana% ¢% afaizaet ria.
Para¥ ostras &  etd talasS$® ia o teve valores &% entados para o pico de E”
e d¥ inu dos para A”, sendo as diferen as entre os valores o tidos para o grupo
no¥ al estatistich ente significativas, sugerindo a existencia de W  perfil
diferenciado para os cid atogrd as dasd ostras ¢& talasS® ias. A HPLC ¢&
o sisi® a Variant e ¢ it de diagn stico autorizado pelo Minist rio da Sa de no
Brasil,n o W @% etodologia que pé¥ ite o diagn stico das fOW as talas$® icas
nessa faixa et ria, C& seguran a'g, no entanto, esses resultados sugerd W perfil
caracter stico para essas & ostras, confi%é ados por outras¥ etodologias.

Apesar da HPLC n o ser utilizada ¢& o™% todo diagn stico das
talasS& 1ias, a utiliza % de t cnicas de Visual Data Mining revelou diferentes
perfis nos fen tipos noW ais e talasS& icos, destacando a necessidade d€% elhor
avalia o dos resultados o tidos na triag® por HPLC, pois diferen as sutis nos
cid atogid as pod® indicar W a prov vel talasS® ia, sendo T ~% todo
adicional no diagn stico dessas altera oes 8 neonatos, contri uindo, desta
foW a, para o direcion® ento das an lises, associada a outras¥ etodologias
espec ficas para confit ar esta altera %.

AsH SeH Cs o diagnosticadas ¢& precis o pelo sisit& a de HPLC
Variant que identifica ¢& alta sensi ilidade as pequenas porcentagens das
fra oes variantes. No entanto &% apeé¥ ento espacial das™®¥ ostras heterozigotas
para essas h&% oglo inas ¢& paradas ao grupo NO¥ al% ostrou so reposi % das
nuvens & ostrais, n o sendo poss vel diferenciar os grupos. O pico de H Fetal,
que representa o ¥ aior ¢& ponente h& oglo nico nesta faiza et ria, n o
apresenta diferen as estatistic® ente significativas nos valores percentuais entre
as™¥ ostras noW aise & H S. M rela 0 ao pico de H A, a d% inui )
estatistiCh ente significativa p<.,.5 00 servada nas™¥ ostras ¢& H variantes

& rela 0 as noW ais, deve-se ao fato das H S e H C estaid presentes &

. . . 4 .
heterozigose nas’¥ ostras avaliadas. Apesar dessa diferen a, para as H variantes,
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apenas dois picos de an lise apresentard diferen a significativa™& rela o ao
grupo NOW al, dificultando a separa o espacial dos grupos ¥ ostrais. Deve-se
ressaltar que, os picos caracter sticos de identifica % das fra oes variantes n o
puderd ser analisados pela proje % visual por n o apresentard contrapartida
correspondente no grupo ded ostras no¥ ais.

Ondei,\ 2”5 » analisando os resultados de HPLC de’d ostra de sangue de
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estat sticas ford concordantes ¢ os padrees o servados nas proje oes
espaciais. Ondei, 2”5 o+ @ ™% o teve resultados estat sticos que corro oraid

suas visualiza oes trid¥ ensionais, refor ando a aplica ilidade de grande valor
dos™ todos de VDM nas an lises iol gicas. As t cnicas Data mining ¢ VDM
podd contri uir para as an lises ¢& h& oglo inopatias, ¥ pliando a
explora % dos resultados, corro orados pela an lise estat stica que auxila na

cd preens o das¥ agens.
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6 Conclusoes

. A utiliza 0 de®™  anco de dados la orat rios de an lise e pesquisa,

que! possi® grande fluzo de ¥ ostras,™¥ ostrou-se ¥ prescind vel para a

seguran a4, confia ilidade e agilidade das an lises e, ferr¥ entas que pid ovd a

4 inera o dos dados, ¢& o a CLIBIA, revelaid a necessidade de reavaliar as
¥ etodologias de rotina utilizadas no diagn stico de h% oglo inopatias &

neonatos.

2. A utiliza o de VDM d& onstrou grande aplica ilidade nos dados para
h% oglo inopatias. As visualiza oes trid® ensionais realizadas pela ferid enta
FastMapDB revelar® a existencia de dois padrees de distri ui % das™¥ ostras
c& H nd# ais, devido a¥ plitude de varia % nos valores o tidos por HPLC
parao picode E 7.

3. A proje % tid¥ ensional peW itiu a separa  das & H ¥ ostras

A\ ]

nod ais e C& alfa talasS& ia ressaltando as diferen as estat sticas nos valores
percentuais¥ dios dos picos de Fast” e A”. Essa distri ui % evidencia a
existencia de perfis caracter sticos dessa altera % nas an lises por HPLC, refor a4
a necessidade d&% elhor avalia o dos ci® atogid as o tidos e a possi ilidade
de aplica o dessT etodologia ¢& o parte do diagn stico de alfa talass& ia ™%

neonatos.



Conclusoes -72-

6.1 Contribuicoes para implementacio de recursos na ferramenta

FastMapDB

A utiliza ‘0 da ferf¥ enta FastMapDB neste tra alho pode contri uir para

.
apr¥ orar os recursos da fer¥ enta apresentando sugestoes para’¥ pl&d enta o.

. R
. B recurso de grande utilidade na feri¥d enta a classifica o de ¥
atri uto' dividido® dois su grupos exaf® ente no valof dio. Pari% elhorar
e
esse recurso sugere-se que o valor para classifica 0 dos su grupos, nesse recurso,

possa ser det€¥ inado pelo usu rio.

- . .
2. A fert® enta possi ilita a sele o dos pontos ¥ ostrais ap s 0
. . o
¥ apé¥ ento, no entanto sugere-se a altera o0 na fod a de sele 0 para facilitar o
acesso aos pontos, poderia ser ¥ pl& entado W recurso para sele o B

diferentes fob atos de cursor c& oW quadrado, circulo, ™ a% o, etc.
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8 Resumo

Nos anos de 99 a 2“2 foi desenvolvido ™ progrd a de triag® de

R& oglo inopatias p&lo La orat rio de H& oglo inas e Gen tica das Doen as
H& atol gicas — LHGDH, UNESP, ¢c& 59 € neonatos nascidos no Hospital de
Base de S o Jos do Rio Preto. O% ontante zie dados gerados™ todas as fases
dos seis anos de progid a constitui t a fonte de infoh a oes, que a% azenadas
¥  anco de dados, pc¥ if® a an lise por¥ todos ¢& putacionais na tentativa
de esta elecer ¢& pori¥ entos, tendencias e padrees, o jetivando dessa fOW a,
contri uir ¢& a Triag® Neonatal no pas, fornecendo ases para agilizar os
diagn sticos e torn -los cada veZ% ais precisos. Ap s desenvolVk ento de ™ a
Base de Dados Eletronica e inser o dos resultados da triag®  de
h% oglo inopatias o jetivou-se: avaliar por¥ eio de ferfd enta data mining—
CLIBIA as% etodologias utilizadas, testar a aplica ilidade do anco de dados e
analisar os dados quantitativos de h® oglo inas o tidos por HPLC nos diferentes
fen tipos, & sist® a de visualiza 3D - Fas MapDB. A utiliza ©de®  anco
de dados & la orat rios ¢& grande fluxo de “¥ ostras™% ostrou-se
“¥ prescind vel para a seguran :f, confia ilidade e agilidade das an lises e
ferrd entas que prid ovd A% inera * dos dados, ¢& o a CLIBIA, revelaid a
necessidade de reavaliar aS% etodologias de rotina utilizadas no diagn stico de
% oglo inopatias & neonatos. As visualiza oes trid¥ ensionais revelai¥ a
existencia de dois padrees de distri ui 0 das¥ ostras & H ndW ais, devido a
"3 plitude de varia % nos valores o tidos por HPLC para o pico de E ”.
PEW itiu a separa o das™® ostras & H nd% ais e ¢3 alfa talassd Kia,
ressaltando as diferen as estat sticas nos valores percentuais¥y  dios dos picos de
Fast” e A”, refor ando a necessidade d&% elhor avalia ‘0 dos cid¥ atogrd as
o tidos e a possi ilidade de aplica o dessa™ etodologia ¢& o parte do

diagn stico de alfa talasS¥ ia® neonatos.
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9 Abstract

Since 99 until 2 '2, a neonatal screening progid of h® oglo inopatias
were carried! out in the H® oglo in and H® atologic Genetic Diseases
La oratory - LHGDH, UNESP, with 59 € new orns fid Hospital de Base de
S o Jos do Rio Preto. The™® ount of da;a o tained during six years of progrd
constitutes a source of info¥ ation, that stored in data ase, allows the analysis for
C¥ putational ethods in the att¥ pt to esta lish ehaviors, trends and standards,
aké ing to contri ute with the Neonatal screening in the country and supplied

ases to etter diagnostic and to ecd® e th® each T €% ore exact. After an
Electronic Data ase were develofy ent and the screening results were inserted
was a¥ ed: to evaluate y datd¥% ining tool - CLIBIA th&% ethodologies used, test
the applica ility of a hi® oglo inopathies data ase and to analyze the quantitative
& oglo ins data o tained y HPLC in the different phenotypes, in 3D
visualization sysi® - FastMapDB, for to analyze the phenotypes ehavior. The
use of a data ase in la oratories with great S¥ ple routine were essential for the
security, trustworthiness and agility of the analyses and tools that pri¥ ote the
dat® ining, as the CLIBIA, had disclosed the necessity to reevaluate the
% ethodologies used in h&% oglo inopathies diagnosis routine in new orns. The
three-d¥ ensional visualizations carried out y the FastMapDB tool showed the
existence of two distri ution standards in the S¥ ples with no% al H , due to the
variation & plitude into the values o tained y HPLC for the "F " window. It
allowed separating the $% ples with nd% al H fi® alpha' thalassd ia,
evidencing the statistical differences in thé% ean values of the "Fast" and "A”
window, & phasizing the necessity of etter chrid atogid s evaluation and the
possi ility of thiS% ethodology application as part of alpha thalass® ia diagnosis

in new orns.
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10 Apéndices

10.1 Relatorio Geral obtido pela ferramenta CLIBIA no Banco de Dados
LHGDH on-line
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Resumo
As h& oglo inopatias ford inclu das no Progid a Nacional de Triag®
Neonatal a partir de seis de junho de 2“ c& a portaria do Minist rio da Sa de
,n 822, A crd atografia liquida de altd press 08 sist4 a auf® atizado foi
indicada ¢& o W a das™ etodologias de diagn stico. A quantidade de
infok a oes geradas por esses sistd as ¥ ensa e, Nn& S pre, B
Cd pori¥ ento pode ser o servado nas an lises individuais. T cnicas de
visualiza 0 trid@ ensional podd  ser aplicadas para esxtra % dessas
infO¥ a oges, C¥ o o esta eleCy ento de padrees, tendencias ou rela oes a partir
de resultados a% azenados™@  ases de dados. O jetivou-se nesse tra alho a
aplica 0 de ™ a ferfd enta datamining de visualiza 23D para detec % de
padrees nos resultados de diagn stico neonatal das hd oglo inopatias por HPLC.
For® utilizados os resultados la oratoriais de 25 2' an lises de reCY -nascidos
realizadas nos anos de 2” e 2”2. Os valores quantitativos de i oglo inas,
selecionados ¢& o atri utod para 3% apé® ento foi® os picos Fast”, E. ”, E”
e A” 8 itidos pelo sist?® a anal tico. Para esta elecer W padf o de
cd por¥ ento os resultados ford classificados™ grupos de estudo segundo o
fen tipo de H& oglo ina: NOW al” n = 2 €945 Variante” n = 3, e
Talass¥ ia” n=2 9, A" agd gerada pela dr.l lise conjunta dos tres grupos,
c¥ todos os atri utos;¥ ostroutd a separa ) espacial’& nuvens distintas, $&
SO reposi . As ¥ agens de TalasS® ia” e NOW al” apresentaid -se
did etrad ente opostas, evidenciando a existencia de diferen ags nos padrees
o tidos por HPLC. A visualiza % entre os grupos NOW al” e Variante”
apresentou duas nuvens distintas C& so reposi % nas extfd® idades. A rea de
intersec 0 nesses grupos pode ser atri uda a heterozigose das ¥ ostras O
h% oglo ina variante. A an lise dos resultados pé¥ itiu a identifica o de®
padr o de & porid ento diferenciado entre™® ostras noON ais e C& talassd ias,
apesar da HPLC n o ser utilizada c& 0% etodologia diagn stica para esse tipo de

altera o, p€¥ itindo inferencias nos poss veis diagn sticos finais.



Introducao

As h¥ oglo inopatias s o ™ grupo de altera oes gen ticas que
represenid W pro T a de sa de p lica™¥ pases onde a sua incidencia
elevada\l’z". No Brasil, o processo de coloniza o teve grande influencia na
dispers o de geneS% utantes, e a distri ui % das R oglo inas est inthk ¥ ente
relacionada & as etnias que C& poéd a popula %.

Os progid as de triagd® neonatal ™ C¢& o o jetivo o diagn stico
precoce de altera oes gen ticas ¢ ¥ eta licas antes do apareC¥ ento dos
pi¥ eiros sini® as, reduzindo @% or i =% ortalidade € elhorando a qualidade de
vida dos portadores. No Brasil, as h® oglo inopatias ford oficiak ente
inclu das nos progi¥ as de triagd® neonatal a partir de 2” cd a¥% planta o
do Progi® a Nacional de Triad® Neonatal atrav s da Portdria do Minist rio da
Sa de,n 822 visando a identifica * de crian a5 & an® ia falcifow e, a
realiza ‘0 de aconseli® ento gen tico dos casais de risco e ac® panhd ento
cl nico adequado dos doenteg%

Estudos para a detec o de R oglo inopatias & neonatos ford
realizados por diferentes grupos, cada qual enfocando diferentes™ todos de
coleta e an lise\4'\. ASY etodologias de diagn stico nesta faixa et ria devd ser
deté® inadas por sua eficfencia na identifica % de fra oes C¥ pequenas
porcentagens e na praticidade para uso&d@ estudos populacionaigs’.' ' 4. A portaria
MS,n 822 preconiza a utiliza % da focaliza 0 isoel trica ou da ci® atografia
I quida de alta press o HPLC, por sefd ™% todos alt¥ ente sens veis e
principa¥ ente de alta reproduti ilidade, podendo ser analisados grande % ero
de ® ostraS\g". As an lises por HPLC forneCd ™ a grande quantidade de
info# a oes geradas pelo sist® a aui® atizado de dif cil analise individual
quando se o jetiva o ter padrees de altera oes na popula .

Para se ter 0 real aproveif¥ ento das infod a oes contidas 3 grande
vold e de dados, necess ria a utiliza o de t cnicas dé% aped ento de
info% a o, que & CO& o pr¥ eira ferrd enta a apresenta o gr fica dos dados

. . L . .
\9'\. Essa apresenta o consiste & visualizar grafich ente dados, os quais se



deseja analisar. centrada & ~% ecani¥ os que possi ilitd ao usu rio a
C& preens o r pida da infok a % aele apresentada. A explora % visual de
dados fornece ™ grai¥ ais alto de confia ilidade nas conclusees da e xplora o
do que™ a representa 01 ricaou teztua\lo"‘.

O conjunto de t cnicas aufi® ticas para a explora o grandes¥ assas
de dados defini-se ¢& o Data Mining, ou seja,” ¥ inera % de dados,
confeccionadas ¢& o o jetivo de encontrar novos padrees, tendencias e rela oes.
Atrav s destas t cnicas, poss vel a esxtra 0 de infoh a oes teis, que s o
dif ceis de sefd desvendadas pelo ser ht¥ ano a olho nu, sendo™ elhor
interpretadas quando s o apresentadas de fo¥ a gr fic:\”". O FastMapDB O a
ferf® enta de visualiza o de dados, ¢& o datas, 1Y eros e tesxtos, onde a

apresenta efetuada atrav s doY apé¥ ent0Y ultidké ensional dos dados para

o
W espa o trid¥ ensional, pid ovendo a redu % de @ ensionalidade. O
o jetivo da redu % de @ ensionalidade apresentar o conjunto de dados ¢&
B 0 erdY enor de atri utos, por¥ preservando as caracter sticas inerentes a
infoh a o W azenada, dessa fob a uscando definir quais s o os atri utos
“¥ portantes ou que concentid a infod a ”(\Iz'\. Possi ilita verificar pontos fora
do padr o outiersye a fob a % de agrupd entos clustersy Por €38 plo, &
B a ase de dados correspondente a resultados de ei® es la oratoriais, que no
% apc¥ ento desses dados apresente agld erados de pontos, pode significar que
oseid esqueCd pod cadaagl® eradot™ algod c& \ls'\.
Diante a diversidade de fen tipos de H o servados na popula o
rasileira e a quantidade de infod a oes geradas & progid as neonatais
o jetivou-se nesse tra alho a aplica % da fertd enta data mining de visualiza o

3D - FastMapDB para detec o de padrees de ¢& porf¥ ento nos resultados

quantitativos o tidos no diagn stico neonatal de h& oglo inopatias por HPLC.
Casuistica e Métodos

For® utilizados os resultados la oratoriais de H o tidos por HPLC de

252 "% ostras de sangue de cord o W ilical de reC% nascidos da regi o
|



noroeste do estado de S o Paulo nos anos de 2 e2 23 distin odesesoe
origd tnica. O presente estudo teve apro¥a  da CONEP e esta
concordencia c& as nOW as esta elecidas pela Resolu © CNS 9¢ 9¢.

O diagn stico final para deté® ina % do fen tipo fbi.reélizado pela
¢% ina % de diferentes™ etodologias la oratoriais, incluindo: Resistencia
glo ular 6% tica™& solu % de NaCl a ',3.1(ﬂl4~‘, W teste seletivo para

rastréd ento de talasS® ias do tipo eta; An lise da% orfologia eritrocit riqls",



pE¥ ite ainda, utilizar W atri uto da ta ela para classificar as tuplas e a
visualiza ‘o das classes representadas por diferentes cores e fob atos IS !

Para aplica % da ferf® enta datamining — FastMapDB, for% utilizados
os resultados quantitativos o tidos por HPLC. Esse sisit& a identifica os valores
percentuais das fra oes de H 8 picos deté¥ inados, Fast”, E 7, E'e A”,
que depois de inseridos & planilhas, for% utilizados ¢& o atti utos para o

% apc¥ ento espacial e, os fen tipos ford  utilizados ¢& o atri uto
classificat rio das "% ostras. Para esta elecer % padr o de ¢& pori¥ ento
espacial os resultados ford classificados & grupos segundo delin€® ento
ilustrado no quadro

|
Quadro 1. Divis 08 grupos de an lise para o FastMap, segundo 0s

fen tiposde H o servados.

N 11.1Fenétipos de Hb 11.2Grupos de analise para o Fast
Map
2 .l 9| Perfilde H nOW% al para idade 11.3“Normal’”
; 5 H S8 heterozigose
8 H C& heterozigose ‘“Variante”
) eta talasS® ia heterozigota

2518 alfa talasS® ia heterozigota “Talassemia”




Resultados
Visando esta elecer o perfil do fen tipo nO% al para™¥ ostras de sangue
de neonatos, iniciak¥ ente, ford geradas™¥ agens utilizando os quatro picos

disct¥ inados ¢C& o atri utos de apé¥ ento para a ferrd enta datamining

Figura 4
|

Figura . Proje o da agd
E':frzzls . para ¢ grupo  NOW al”,

incluindo os quatro atri utos
deéYy apéd ento.

O™ apcd ento das ¥ ostras nO¥ ais apresentou dois agl® erados de
pontos¥ arcados pelos c rculos na Figura . Para avaliar qual o fator respons vel
pela divis o das¥ ostras® dois grupos He distri ui g espacial, fory geradas

“¥ agens €T¥ inando alguns dos picos, na tentativa de unir os dados™ T a nica
nuvd de concentra 0. A%¥ agd gerada S& o pico Fast™% ostrou a
apros¥ a % das nuvens, no entanto ainda pode ser o servada a presen a de dois
grupos separados. Retirando-se pico de FE ” ocorreu W a apro¥¥ a % das
nuvens de dados, sugerindo que esses valores) pod® ter deté®% inando a divis o
das’¥ ostras nON ais®@ dois padrees distintos de no% alidade.

Associando-se as duas o serva oes, gerou-se a¥ agd® apenas C& os
picos de E’e A7, retirando-se as janelas de Fast” e FE ” Figura2)e o teve-

se a dispers o linear dos dados. )



Figura 2. Proje ‘0 di'% ag® para

Clazses 0 grupo N()‘ﬂ al”, incluindo os
Nomnal -~ © picos F’e A” ¢& o atri utos de
Y apc¥ ento.

Para avaliar os valores de Fast” e F ” for# geradas¥ agens utilizando

¥ recurso da feri® enta FastMapDB que p¥ itiu a divis o exaf® ente no valor

% dio, constituindo dois grupos de classifica %o para cada pico de an lise. A
“} agd ilustrada na Figura 3 conf™ os quatro picos de an lise e os valores de
Fast” divididos e utilizados na classifica go, representada na~¥ agd pela

diferen ano ™ anho dos pontos.

Figura 3. Proje o da™¥ ag® para o

ﬁ';snj:ls . D3| grupo  NO# al”, incluindo os quatro
3 atri utos dé% apé¥ ento e utilizando o
pico de Fast” ¢c& o classificat rio

| Ranges @IT B
. [aln e g .
2'2??‘59 ; = dividido® dois su grupos sendode _,_a
5t 10, Gl
|tS = | 55cedeSSopa ',990.



C83 oo servado, os pontos¥ arcados pelo ¢ rculo azul apresenf® valores
de Fast” entre 0o e 5,5 ¢o e os pontos dentro do c rculo verde correspondd a
valores de Fast” de 5,5 a .,9(p. Destaca-se que n o existe so reposi % dos
pontos indicando que os dofs su grupos correspond® a duas nuvens distintas.
Analisando estatistiCh ente esses dados, o teve-se 4% dia de 2,34 ¢o para o
su grupo ¢ valores variando de _ a 5,5 ¢o e este incluiu ™ total de 2.4

0
55 a .,9 co foi C& posto por apenas 29

"3 ostras. O su grupo variando de
¥ ostras e &% dia o servada foi 35 cp. A% dia percentual o tida no picd de
Fast” para todas as™# ostras nO¥ ais foi de 2,€4¢o, apresentando diferen a4
estatistiCh ente significativa p<.,.5 odasy  dias (; tidas para os dois su grupos
ac¥ a descritos.
Utilizando 0% €% o recurso da ferid enta FastMapDB, a classifica % foi
feita utilizando-se o pico de FE 7 para dividir as™# ostras no valof¥ dio e a
¥ ag® o tida est ilustrada nh Figura 4, na qual a distri ui g espacial dos
dados foi'% uito S& elhante @ da Figura . As duas nuvens classificadas pelos
valores, o servadas na Figura 4 n o apresdntaf® so reposi % dos pontos. Para
possi ilitar a C& para % das¥ agens oSY apc® entos das Figuras e 4 ford
dispostos lado a lado na Figura 5. Para caracterizar a divis o0& duas nuvens
"3 ostrais, calculou-se 2% dia percentual para cada su grupo o tido para o pico
de F . O teve-se para o su grupo ¢& valores variando de 0o a .,395"4 dia
percdntual de 9,45¢0 incluindo 3!9'& ostras e para o su grupo ' valores
variando de .,3 a 2.,.1(70 o tevelse 3  dia de 2,25¢p, sendo C& posto por 8”
% ostras. A™ dia percentual o tida para todas as¥ ostras ndW ais foi de

48cv, apresentando diferen a estatistich ente mgmﬁcatlva\ p<.,.5 .\da's"a dias

b tidas para os dois su grupos de E 7.
|
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Figura 4. Proje 0 da™¥ ag® para o grupo

Classes

Nomal © [+ NoO# al”, incluindo os quatro atri utos de
L 1 apé¥ ento e utilizando o pico de E ”
| [P i € o classificat rio dividido &  dois

1030206 ° mol S¢ &rupos sendode ,_a _3coede _3co
E [ a2 Ceo.

Clagses .
Marmal 9 &S

Clasges

Ranges
Mormal @

00103 ° @
103t 206 *° Mc |

Figura 5. C& para % das¥ agens projetadas para o grupo NO¥ al”. A - incluindo
0s quatro picos ¢ o atri utos dé% apé¥ ento B - utilizando o pico de E ”
dividido® doissu gruposde , a Sevede 3a2 (co.

SR T oot 077 e 7
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Visando esta elecer % padr o para os diferentes fen tipos o servados
ford ™% apeadas todas as ¥ ostras, divididas nos tres grupos, NO¥ al”,
TalasS& ia” e Variante”, incluindo os quatro picos ¢& o atri utos para o

% apc¥ ento. Na ¥ agd gerada, os grupos de an lise apresentaidd -se
distri u dos™& tres nuvens ¥ ostrais distintas, C& o ilustrado na Figura €, n o
houve so reposi % entre os pontos. As nuvens correspondentes aos ;grupos

TalasS® ia”e NOWM al” encontid -se di¥ etrad ente opostas.

Figura €. Proje 0 da™¥ ag%

trid¥ ensional para os grupos
ﬁ'ﬁ:i‘ . No# al”, Talass® ia” e
Talassemia O Variante”, incluindo os quatro

Variante < atri utos d€% apé¥ ento.

B seguida ford tra alhadas as ¥ ostras do grupo NOW al” e
TalasS® ia” e na¥ agd gerada utilizando os quatro atri utos dé% ape¥ ento

o servou-se a diferencia 0 & agl®¥ erados distintos para cada grupo, S&
SO reposi o espacial. Para verificar quais as fra oes fund® entais nessa
diferencia ‘o, foi gerada™ a¥ agd® utilizando apenas os picos F’e A”cd o

atri utos dé% ap€¥ ento, por representaid as fra oes de R oglo inas &
¥ aiores concentra oes nesta faixa et ria. Na™} agd gerada, o servou-se a
distri ui o linear e paralela dos grupos % ostrais, destacando que os valores
percentuais das fra oes E’ e A”, o tidos por HPLC, apresenf#¥ diferen as

significativas para 0% apé¥ ento espacial, (& o pode ser visualizado na Figura
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Figura . Proje o da "% agd
tridd ensional para 0s  grupos
el @ Talass® ia” e NOW al” utilizando
Talassemia O C& o atri utos de™ apé¥ ento os
picos E’e A”.

Clazzes

Para analis€% ais precisa, ford geradas™¥ agens ¢& os fen tipos alfa e

eta talasS® ia separados e C& parados ¢& o no¥ al. O% apéd ento desses
grupos incluindo os quatro atri utos% ostrou so reposi % dos pontos ¥ ostrais.
Dessa fob a, esses grupos ford ~% apeados utilizando dois picos da HPLC
C& inados dois a dois e foi possvel verificar nas ¥ agens geradas o
deliné® ento dos grupos & tres agl®d erados distintos representando cada grupo
fenot pico. A Figura 8 ilustra 8% apé¥ ento incluindo os picos E’e A”, no qual
pode-se o servar que as ¥ ostras se distri u ¥ lined® ente no espa (i estando
"8 definidas™® tres conjuntos ¥ ostrais distintos. A™¥ agd =% ostrou ainda
que, os grupos alfa e eta talass® ias est O% ais pr ¥ os entre si e afastados do

grupo no¥ al.
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Figura 8. Proje o da "% ag%

Classes . .
Afa % trid¥ ensional para os  grupos

Beta @ No# al”, Alfa” e Beta”

o] talasS® ias, utilizando ¢& o atri utos

deéy apéd ento os picos F'e A”.

No™% apc¥ ento espacial dos resultados la oratoriais o tidos para as
“® ostras nO¥ ais e C& H variantes o servou-se a existencia de W a interface
entre os grupos, ¢& o pode ser visualizado no destaque da Figura 9. As™¥ ostras
se distri utd apresentando  a rea de so reposi % na extid idade, que se
4 antev® & oG arota o espacial da'¥% agd
O grupo Variante” c& posto pelasd ostras contendo H ASeH AC,
para tentar esta elecer 8 padr o entre essas variantes e diferenci -las das
“# ostrasc® H noW ais, realizou-se 0% apc¥ ento incluindo o grupo NoO¥ al”
c¥ cada™ a dessas variantes isolad® ente. O padr o de dispers o espacial se
% anteve, n o sendo poss vel separar as’¥ ostras@ nuvens & ostrais distintas. A
Figura o representa 0% apéd ento incluindo os grupos NO¥ al”, H ASeH
AC pata os quatro atri utos dé€% apé¥ ento. M&% o analisando as™¥ ostras
separad® ente a rea de so reposi 0 s ant™ . Deve-se destacar que as fra oes
variantes est o representadas no HPLC por picos espec ficos den® inados S’ e
C”, e estes n o ford inclu dos ¢& o atri utos para 0% apé® ento espacial por

estard ausentes nas ¥ ostras C& h® oglo inas no¥ ais.
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Discussao

A aplica % de t cnicas de VDM T a a ordag® nova nas pesquisas
¢ K& oglo inopatias. Para os dados da triag® neonatal realizada pelo
LHGDH as an lises pela ferrd enta FastMapDB apresentaid  padrees
relevantes. Na proje % das™ ostras & ha oglo inas no® ais para a idade
0 servou-se a existencia de duas nuvens de distri ui 0¥ ostral. O% ap€d ento

. [ . E3] 1
feito S& a presen a dos picos de Fast” e FE ™ ostrou a distr
|
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incluiu 94¢0 das™® ostras, n o sendo representativo da distri ui % o servada na
Figura . Esses resultados destac® que o pico de Fast” n o foi o respons vel
pela M a % das duas nuvens ¥ ostrais o servadas no™ apé¥ ento das
"3 ostrascd h& oglo inas nO¥ ais para a idade.

No% apé® ento feito utilizando a divis o do pico E, ” no valor¥ dio
o teve-se dois grupos distri u dos de fo % ais igualit ria,) sendo o pi¥ eiro
c& posto por .(i, co das™¥ ostras e o segundo incluindo 3.1,990. ASY  dias
o tidas para esses dois su grupos apresentai®  diferen as estatistiC¥ ente
significativas p<',.5 ¢ quando ¢& paradas entre si e @% dia geral o tida para
todas as ¥ ostras nO¥ ais. Quando ¢& paradas lado a lado, as visualiza oes
o tidas para as'¥ ostras nO¥ ais & os quatro atri utos e c& o picode E ”
dividod dois su grupos Figura 4 pode-se o servar S& elhan ana distri ui Yo
dos pontos™# ostrais. Esses resultados indiC¥ a presen a4 de dois padrees CO
valores dios diferentes de distri ui o para os valores de FE, ” nas™# ostras
¢& H nd¥ ais. Diante desses achados, deve-se destacar, portahto que a% dia
geral o tida para as 2 €9°% ostras n o valor representativo deste pico de H
para o grupo NOW al”'..

A an lise glo al dos resultados, visualizados™® proje o espacial atrav s
da ferrd enta FastMapDB, ressaltou a existencia de ™ poss vel padr o para as
"3 ostras talasS®& icas por HPLC, pois n o houve so reposi o espacial dos
pontos & ostrais, sugerindo diferen a5 nos perfis o tidos por HPLC para as
“® ostras ¢& valores nOW ais para a idade e aquelas c& fOW as talasS¥ icas,
alfa ou eta;% €% o que @ heterozigose. A HPLC n o ™ a% etodologia
precisa para o diagn stico das fob as talasS® icas nessa faixa et ria, no entanto
os resultados isolados sugerird U perfil caracter stico para as™¥ ostras que
apresentaiddy  talasS® ias, diagnosticadas por outras™¥ etodologias. Mendes-
Siqueira, 2”4 o servou atk ento estat stico significativo para os picos de Fast”
e E 78 "% ostras & alfa talasS® ia. Para™@ ostras ¢  eta talass® ia
o teve valores a% entados para o pico de E” e d% inu dos para A”, sendo as

diferen as estatistiCh ente significativas dos valores o tidos para o grupo
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nO¥ al, sugerindo a existencia de™ perfil diferenciado para os ci®d atogid as
C3 "3 ostras talas$¥ icas.

Apesar da HPLC n o poder ser utilizada ¢& 0% todo diagn stico das
talasS® ias, os diferentes perfis o servados na proje 0 espacial destac¥ a
necessidade d€% elhor avaliar os resultados o tidos na triag® por HPLC, pois
diferen as sutis nos cid atogid as podd indicar T a prov vel talasS¥ ia,
sendo W ™% todo adicional no diagn stico dessas altera oes Y neonatos, de
foM a a contri uir para o direciond ento das an lises associado a outras

% etodologias espec ficas para confih ar esta altera %.

As H S e H C s o diagnosticadas ¢& precis o pela HPLC que
identifica ¢& alta sensi ilidade as pequenas porcentagens das fra des variantes.
No entanto o ¥ apc¥ ento espacial das “¥ ostras heterozigotas para essas
h% oglo inas ¢& paradas ao grupo NOW al% ostrou so reposi % das nuvens
“# ostrais, n o sendo poss vel diferenciar os grupos. O pico de H Fetal, que
representa 0% aior ¢& ponente & oglo nico nesta faiza et ria, n o apresenta
altera oes nos valores percentuais entre as'# ostras no¥ ais e c& H variantes,
esse fato associado a diferen & representativa no 0¥ ero de"# ostras, pode ser
respons vel pela so reposi % das nuvens™¥ ostrais. Deve-se destacar T %
que as H variantes elud & picos espec ficos da cfd atografia e estes n o
ford inseridos n0% apc® ento por estard ausentes nas ¥ ostras nO¥ ais, n o
sendo poss vel a & para %.

As t cnicas e ferf¥ entas para visualiza % de dados s o insti®¥ entos
indispens veis ao processo de desco erta do conheCk¥ ento ¢ ¥ provado seus
valores na e xplora e an lise de dados, sendo asS¥ , essas t cnicas & sido
utilizadas nos sist® as de Visual Data Mining VDM jou seja¥ inera % visual
de dados. C& as t cnicas de visualiza 0 grandes voltd es de dados pod® ser
apresentados na tela a0y €% o & po; cores diferentes peh i ao usu rio
reconhecer, instantané® ente, S¥ ilaridades e diferen as d&Y ilhoes de itens, € 0s
itens pod® ser arranjados para e xpressar algth relacion® ento entre si, se este

€ %istir.
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Conclusoes

As h® oglo inopatias apreseni® diversidade de fen tipos na popula g0
rasileira, influenciados pelos fatores™@ ientais e gen ticos. A o serva o de
caracter sticas intr nsecas a cada fen tipo pode ser destacada individua¥ ente
pelos resultados la oratoriais. No entanto, a an lise glo al dos grupos fica
prejudicada quando se pretende avaliar % grande n% ero de ¥ ostras. A
proje o espacial dos resultados pe€W itiu a identifica o de B portd entos
diferenciados entre "% ostras no® ais e talasS® icas atrav s da separa b
nuvens distintas, ressaltando a necessidade de avaliar os resultados
cid atogr ficos™d conjunto ¢& outras% etodologias, para o diagn stico das
talasS& 1ias. O FastMapDB pé¥ itiu o agrupd ento das infob a oes e a proje o
trid¥ ensional dos dados no espa o", facilitando a visualiza o dos perfis dos

diferentes fen tipos e a interface entre grupos teoriC¥ ente distintos.
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