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0 laboratorio clinico na investigacao dos disturbios il
° 25/04/11
da hemoglobina D

The clinical laboratory in the investigation of hemoglobin disorders

Lais Pinto de Almeida'; Annelise Corréa Wengerkievicz% Nilceia Maria Viviani3;
Dulcinéia Martins de Albuquerque?®; Maria Elizabete Mendes®; Nairo Massakazu Sumita®

TR resumo

Hemoglobina As alteraces na sintese da hemoglobina resultam em um grupo de distdrbios hereditarios, os quais
podem ser classificados como hemoglobina variante, se a alteracdo tiver origem em uma mutacéo no
gene da hemoglobina, produzindo cadeias anormais, ou como talassemias, se a estrutura € normal,

Hemoglobina variante

Hemoglobinopatia porém a sintese ocorre em quantidade alterada. Este trabalho tem como objetivo descrever a conducio

Talassemia do diagnéstico laboratorial de quatro casos de distirbios da hemoglobina, a fim de ilustrar o papel do
laboratério e discutir o papel do patologista clinico como elemento de elo entre a clinica e o laboratério

Métodos laboratoriais e e
no processo de elucidacdo diagnostica.

Patologia clinica

abstract IS

Defective synthesis of hemoglobin gives rise to a group of hereditary disorders. If the defect arises from a | Hemaglobin
genetic mutation producing abnormal protein chains, the condition is classified as hemoglobin variant.
Whereas, if the structure is normal but the synthesis is reduced, they are denominated as thalassaemia. This
article aims to describe the laboratory diagnostic approach in four cases of hemoglobin disorders in order | Hemoglobinopathy
to illustrate the role of laboratories and discuss the role of clinical pathologists as a link between physicians | Thalassaemia

and laboratories in diagnostic clarification.

Hemoglobin variant

Laboratory methods

Clinical pathology
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Introducao

A hemoglobina (Hb) é uma molécula esferoidal cuja
principal fungdo nas hemdcias é o transporte de oxigénio
(0,) para os tecidos"*. Sua estrutura € composta de quatro
subunidades formadas de dois pares de cadeias polipep-
tidicas idénticas, chamadas globinas, cada uma ligada a
um grupo heme. Usualmente, as cadeias polipeptidicas
consistem em um par de cadeias o. ou a-like e um par de
cadeias ndo-a, que pode ser f, v, 3 ou e®. O grupo heme,
por sua vez, é formado de ferro e porfirina e é responsavel
pela captagdo e pela liberacdo de O, nos tecidos™.

O perfil da hemoglobina do adulto normal contém em
torno de 97% de HbA (duas cadeias a-globina e duas ca-
deias B-globina, representadas por a.3,), 2% de HbA, (a.,,)
e 1% de Hb fetal (HbF, cuja representacdo € o.,y,), que é
a Hb predominante na vida intrauterina. Essa distribuicao
resulta do padrédo de expressdao dos genes da a-globina no
cromossomo 16 e da B, y ou 4-globina no cromossomo
1109, Outras Hb normais do periodo embrionario sdo
Portland (C,y,), Gower-1 (,¢,) e Gower-2 (a.,¢,), que nao
sdo encontradas ap6s o nascimento®.

AlteragGes na sintese da Hb resultam em um grupo he-
terogéneo de distirbios hereditarios, classificados de acordo
com o defeito resultante. Se a alteracdo tem origem em uma
mutacdo no gene da Hb, produzindo cadeias polipeptidicas
anormais, a condicdo é chamada de Hb variante (HbV) ou
hemoglobinopatia; porém, se a estrutura é normal, mas
a sintese das cadeias ocorre em quantidade alterada, é
classificada como talassemia®.

As sindromes clinicas associadas as talassemias
resultam da combinacdo de producdo inadequada de
um par de cadeias globinicas (dando origem a anemia,
hipocromia e microcitose) e do acimulo de outro par
(que leva a eritropoese ineficiente e hemdlise)?. Os
defeitos genéticos subjacentes sdo, na maior parte das
vezes, mutacOes pontuais, mas também sdo descritas
dele¢des de um ou mais nucleotideos, inversées ou
rearranjos de sequéncias de DNA®, que podem ocorrer
em um dos genes da cadeia a, f3, y ou . Essa diversidade
de defeitos genéticos associados as talassemias resulta
na heterogeneidade do quadro clinico, que pode variar
desde microcitose assintomética até incompatibilidade
com a vida e morte intrauterina®?.

Previamente ao desenvolvimento das técnicas de biolo-
gia molecular, as talassemias eram classificadas de acordo
com sua severidade clinica. Assim, a talassemia major
apresentava-se com anemia severa e manifestacdes clinicas;

na talassemia intermédia, as manifestacGes ndo eram severas
a ponto de necessitar de transfusdes frequentes; a talassemia
minor era observada em pais de criancas com talassemia
major que apresentavam anemia discreta e microcitose; a ta-
lassemia minima era encontrada em individuos carreadores
obrigatdrios do gene, porém sem nenhuma anormalidade
na série vermelha. Hoje, a classificacdo é realizada sequndo
a cadeia cuja sintese estd comprometida®®.

Assim como as talassemias, as manifestacdes clinicas
resultantes das HbV sdo muito variaveis. Muitas vezes, a
Hb resultante conserva funcdo normal, sendo clinicamente
silenciosa. Algumas podem formar polimeros ou cristais,
que provocam hemdlise; outras séo instaveis, produzindo
hemodlise cronica ou intermitente; outras ainda possuem
afinidade alterada pelo 0,17,

As HbV representam a desordem genética mais comum;
acredita-se que 4,5% da populacdo mundial seja portadora
de um gene com alguma anomalia®”. Uma infinidade de
mutacdes associadas as HbV ja foi descrita, a maioria tendo
origem na substituicdo de um aminoécido, com descricbes
também de delecdes, insercdes e fusdo de duas cadeias
polipeptidicas diferentest-> 819, A distribuicdo e a alta
frequéncia em algumas comunidades refletem o fato de
conferirem uma vantagem seletiva em regides endémicas
para P. falciparum, uma vez que as hemécias se tornam
ambientes indspitos para esse parasita.

As talassemias e a HbV ja foram extensivamente estu-
dadas quanto aos aspectos bioquimicos, hematoldgicos
e moleculares. No entanto, continuam representando
um desafio diagnéstico, especialmente em comunidades
multiétnicas. Sua deteccéo precoce possibilita o aconselha-
mento genético de casais com alto risco de consequéncias
hematoldgicas graves, bem como o acompanhamento
rigoroso das gestacdes de risco!®.

A partir da década de 1980, uma grande quantidade
de ferramentas diagndsticas passou a ser disponibilizada
pelo laboratério, observando-se a modernizagéo dos equi-
pamentos e a simplificacdo dos procedimentos‘™.

Este trabalho tem como objetivo descrever o diagnés-
tico laboratorial de quatro casos clinicos observados no
Servico de Bioquimica Clinica da Diviséo de Laboratério
Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medi-
cina da Universidade de Sao Paulo (DLC/HC-FMUSP),
com a finalidade de ilustrar a importéncia do laboratério
clinico no diagnéstico das HbV e talassemias e discutir
o papel do patologista clinico como elemento de elo
entre a clinica e o laboratério no processo de elucidacéo
diagnéstica.
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Caso 1

Paciente do sexo feminino, 25 anos de idade, branca, no
curso da 33°semana de gestacdo, foi admitida no hospital
em razdo de sangramento vaginal de pequena intensida-
de. O exame ultrassonogréfico demonstrou quadro de

IELEIER Parametros do eritrograma e exames adicionais de triagem dos pacientes descritos

Valor de referéncia

Caso 1
F M

Eritrécitos
(milhGes/mm?) 4-54 4,4-59 3,96
Hemoglobina

12-16 13-18 10,8
(g/di)
Hematocrito (%) ~ 35-47 40-52 34,6
VCM (p3) 80-100 87,4 102,1
HCM (pg) 27-30 273 30
CHCM (g/dl) 32-37 31,2 29,4
RDW (%) 9,56-16 13,6 15,5
Contagemde =507 174 1085
reticulécitos (%)
Ferritina (ug/l) 10-140 108 11
lansterfina - 503.360 280 440
(mg/dl)
Ferro (ug/dl) 50-150 35 119
Capacidade total
de ligacdo Ferro  250-380 284 507
(ug/dl)
Salwacaodo a040 1232 2347
ferro

placenta prévia centro-total, sem sinais de acretismo, além
da presenca de mioma uterino anterior fazendo saliéncia
na cavidade amniética. O hemograma revelou quadro de
anemia normocitica e normocrémica, com red cell distribution
width (RDW) ou indice de anisocitose normal (Tabela).

Caso 4
Caso 2 Caso 3 . Mae da Filha da
Paciente . .
paciente  paciente
3,3 5,03 5,92 4,45 5,38
9,9 11,1 11,7 9,7 10,6
33,7 35,6 35,9 29 31,3
70,8 60,6 65,2 58,2
22,1 19,8 21,8 19,7
31,2 32,6 33,4 33,9
16,3 19 16,9 23,3
0,8 2,48 NR 2,57
45 89 33 38
230 NR NR NR
22 111 57 128
323 NR NR NR
7 NR NR NR

F: sexo feminino; M: sexo masculino; VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragdo hemoglobinica

corpuscular média; RDW: red cell distribution width; NR: néo realizado.

A investigacdo para coagulopatias e eventual processo
infeccioso resultou negativa. Foi iniciada reposicao de ferro,
porém os niveis de Hb se mantiveram entre 9,9 € 10,2 g/dl. Ao
ampliar a investigacdo, evidenciaram-se niveis de transfer-
rina, capacidade total de ligacdo do ferro e ferritina normais,
a despeito do ferro sérico e da saturacdo da transferrina
discretamente reduzidos (Tabela). A eletroforese de Hb em
meio alcalino demonstrou presenca de uma fragdo de HbV
em posicao anterior a HbA (Figura 1A) e sobreposta a HbA
em meio é4cido (Figura 1B), com tempo de retencdo de
1,60 minutos, sugestivo de Hb) (Figura 1C). Foi sugerido
ao médico assistente que a Hb em questao poderia tratar-se
de Hb) de Pierre-Bénite, sendo indicado o estudo molecular
para confirmacéo do diagnéstico.

Caso 2

Paciente do sexo feminino, 17 anos d e idade, admitida
na enfermaria com queixa de astenia e dispneia a modera-
dos esforcos, referia estar em uso de fenazopiridina ha sete
dias devido a quadro de disdria, sem febre. O hemograma,
no momento da admissao, evidenciou Hb = 4,7 mg/dl e
leucocitose (28.000/mm?) com contagem diferencial de
neutrdfilos no intervalo de referéncia, porém com presenca
de esquizdcitos e aumento de reticuldcitos. O nivel de bilir-
rubina indireta também se encontrava elevado. A paciente
apresentou evolucéo clinica favoravel, porém, em virtude da
transfuséo, a investigacéo laboratorial da anemia hemolitica
necessitou ser adiada.
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Figura 1 - () Eletroforese de Hb em meio alcalino, acompanhada de leitura densi-
tométrica: HbV posicionando-se anteriormente & HbA, em posicéo de Hb “répida”
(seta); (B) eletroforese de Hb em meio dcido mostra a fragdo de HbV sobreposta a
HbA; (€) HPLC indicando uma HbV com tempo de retencéo de 1,60 minutos (seta)

Hb: hemoglobina; HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Dois meses ap6s a alta hospitalar, desenvolveu quadro
de gravidez, tendo a gestacéo evoluida sem intercorréncias.
Apds o parto, foi realizada investigacdo hematoldgica
cujos resultados estdo descritos na Tabela. Detectou-se
elevacdo da atividade da desidrogenase lactica e do nivel
de bilirrubinas as custas da bilirrubina indireta. A pesquisa
de anticorpos irregulares e o teste de antiglobulina direto
resultaram negativos. Em virtude da utilizagdo da fenazo-
piridina na ocasido do primeiro episédio hemolitico, foi
realizada a medida da atividade das enzimas glicose-6-
fosfato-desidrogenase e piruvato-quinase, que também

resultou normal. A eletroforese de Hb evidenciou pico em
heterozigose na posicdo de hemoglobina falciforme mu-
tante (HbS) em meio alcalino (Figura 2A) e sobre a HbA
em meio acido (Figura 2B). O método de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) caracterizou uma Hb com
tempo de retencdo semelhante ao da HbA, (Figura 2C).
O teste de desnaturacdo com calor e precipitacdo com
isopropanol foi positivo, sugerindo tratar-se de uma Hb
instavel. Nesse contexto, foi sugerido ao médico assistente
encaminhar a paciente a um servico que pudesse elucidar
0 caso por meio de estudo molecular.

%y

Paciente .

Controle

FASC

%

Tempo (min)

Figura 2 - (4) Eletroforese de Hb em meio alcalino, acompanhada de leitura densi-
tométrica: presenga de fragéo de Hb em posicdo de HbS (seta); (B) eletroforese de
Hb em meio 4cido mostra a fragéo de HbV sobreposta & HbA; (€) HPLC indicando
uma HbV com tempo de retencdo semelhante ao da HbA, (seta)

Hb: hemoglobina; HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Caso 3

Paciente do sexo masculino, 11 anos de idade, admitido
com quadro febril; quadro de anemia (Tabela) diagnosti-
cado durante a internacdo. Optou-se pela realizacdo de
eletroforese de Hb, que revelou a presenca de Hb anormal
migrando entre as posi¢des das HbA e HbS em meio alcalino
(Figura 3A) e na posicdo da HbA em meio acido (Figura 3B),

sugerindo presenca de HbV. O método HPLC caracterizou
tempo de retencdo semelhante ao da HbA, em 52,4% da
Hb (Figura 3C). Para o diagndstico definitivo, aplicou-se
técnica molecular de sequenciamento, que detectou a
troca de um aminoacido histidina (His) por arginina (Arg)
no cédon 6, em heterozigose, compativel com Hb Deer
Lodge (Figura 3D).

C1

I

I Paciente

==

A' @

§ Paciente

I

i |
'HU

e ——
— ]

I
AL OEE TS ALY

Tempo (min)
[y e e T Y R e B S e S————
CGGCAGACTTCTCCTCAGBAGTCAGGTBCACCATGGT GTCTBTTTGBAGGTT

Cadon 6 - CAC/CGC

!

-__\__

|

Figura 3 - () Eletroforese alcalina da amostra do paciente comparada com controles comerciais de HbA (C1) e HbAS (C2). Observa-se que a Hb desconhecida (?) migra em posigéo
entre as HbA e HbAS; (B) anélise eletroforética de Hb em meio 4cido da amostra do paciente comparada com as amostras com HbSC (1) e HbA e com o aumento de HbF (2)
e controle comercial de HbA (C1). Observa-se que nesse pH, a Hb desconhecida migra na posicéo da HbA; (€) HPLC: aumento no tempo de retengéo entre 3 e 4 minutos, em
posicao semelhante a HbA,; (D) representacéo grafica da técnica de sequenciamento: Hb Deer Lodge, troca de um aminodcido histidina por arginina no cédon 6, em heterozigose

Hb: hemoglobina; pH: concentracéo de ion hidrogénio; HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Caso 4

Puérpera, 19 anos de idade, foi internada para inves-
tigacdo de anemia sintomética. O hemograma revelou
hemacias microciticas e hipocromicas, com presenca de
ovalécitos e significativa pecilocitose. A eletroforese de
Hb em meio alcalino detectou diminuicdo relativa de
HbA (89,3%), elevacao da HbF (4,2%) e HbA, (6,5%) (Fi-
gura 4A). As hemacias apresentavam resisténcia osmoética
a NaCl 0,36%.

A mée da paciente, com 42 anos de idade, apresentava
quadro de anemia com indices hematimétricos semelhan-
tes (Tabela). A filha da paciente, com 10 meses de idade,
apresentava anemia microcitica e hipocrémica, pecilocitose
e presenca de esquizécitos, dacridcitos e policromasia ao
hemograma (Tabela). O padréo eletroforético das Hb foi
compativel com um quadro de heterozigose para talas-
semia. A analise molecular revelou substituicdo do primeiro
nucleotideo, originando um stop codon (GAG—TAG) no
sexto cédon da cadeia B-globinica, levando a sintese re-
duzida da cadeia p (Figura 4B).

| | 0y

Fracio % %  Range
HbA  89,3- 945 985
HbF 4,2+ 0 2
HbS 0 0 0
HbA, 65+ 15 35

l 23 52 @

2,400 . 2480 . . 2560 L 2.600 . 2720
GCACCTGACTCCTKAGGAGAAGTCTGCC
200 210 220

Exon | - codon 6 (K=Gou T)

Figura 4 - () Eletroforese de Hb em meio alcalino, acompanhada de leitura densito-
métrica da amostra, demonstrando aumento das fracdes de HbF e HbA ; (B) técnica
molecular de sequenciamento evidenciando mutagdo no cédon 6 (G—T) (seta)

Hb: hemaglobina.

Em 1975, o Comité Internacional de Padronizacdo em
Hematologia (ICSH) langou um painel de recomendacdes
visando ao diagnéstico e a investigacdo laboratorial das
HbV e talassemias. A triagem inicial recomendada inclui
hemograma, dosagem de ferro e ferritina, eletroforese
de Hb em meio alcalino, teste de solubilidade, teste de
falcizacdo e quantificacdo de HbA, e HbF. Na deteccao
de alguma anormalidade, aplicam-se técnicas de maior
resolucdo: eletroforese de globinas (0 método de HPLC),
eletroforese por focalizacdo isoelétrica (IEF) e, por fim, a
analise molecular por reacéo em cadeia da polimerase (PCR)
e sequenciamento genético®.

A triagem hematoldgica inicial é fundamental, sendo
que é recomendada a utilizagdo de um contador hema-
tolégico moderno com medidas acuradas de volume
corpuscular médio (VCM), contagem de eritrécitos (RBC),
hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracédo
hemoglobinica corpuscular média (CHCM)('3). A maioria dos
programas de triagem populacional utiliza o valor de VCM
< 80 fL e uma HCM < 27 pg como pontos de corte para a
investigacao adicional das talassemias®. Esses dados, em
um contexto de RBC normal/alto, sdo altamente sugestivos
para o diagnéstico de talassemia, como observado no quar-
to caso. O RDW normal associado ao exame do esfregaco
auxilia na triagem inicial da talassemia, além de permitir
identificar outras condicdes, como o portador de HbS, por
meio da observacdo de hemdcias falcizadas. A presenca
de Hb instaveis, que levam a formacao de corpusculos de
Heinz, ou, como no segundo caso, a presenca de esquizé-
citos sugere hemdlise intravascular®.

Uma vez aventada a suspeita de talassemia ou HbV
pelo hemograma, outros exames hematol6gicos devem ser
realizados para a confirmacéo e a caracterizacao adicional.
Inicialmente, é indicada a dosagem de ferritina; se for ne-
cessario, indicam-se também as dosagens de ferro sérico,
a capacidade total de ligacdo do ferro e a saturacdo da
transferrina para afastar a existéncia de anemias carenciais,
que sao consideradas diagndsticos diferenciais®.

Excluidas as anemias carenciais, a investigacao requer a
realizacdo simultdnea de testes laboratoriais que avaliem o
perfil das Hb. Eles incluem eletroforese de Hb e estudo do
perfil pelo método de HPLC.

A eletroforese de Hb em meio alcalino € um método ra-
pido e reprodutivel, que separa hemoglobinas S, F, C, AeA,,
possibilitando a quantificagdo das bandas maiores. Devido
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a sobreposicéo de algumas Hb no pH de 8,6, utiliza-se para
discriminacdo a eletroforese em meio acido (pH = 6-6,2),
que separa a HbS de D e G e a HbC da E e O (sobrepostas
em meio alcalino)®. A eletroforese é (til na identificacao
da presenca de tracos talassémicos, caracterizados pelo
aumento de HbA,, HbF e HbV. No entanto, Hb instaveis
que sofrem répida desnaturacéo ou posicionam-se sobre a
fracdo da HbA podem nédo ser detectadas por esse método.
Essas consideracdes justificam o fato de uma eletroforese
de Hb normal ndo excluir diagnésticos quando de alta
probabilidade pré-teste, por exemplo, anemia hemolitica
inexplicada na presenca de corpusculos de Heinz e policro-
masia no sangue periférico(?.

O método de HPLC tornou-se, nos Gltimos 20 anos, uma
ferramenta indispensavel na avaliacdo das hemoglobino-
patias e na separacdo e na determinacéo de porcentagens
de HbA, HbA, e HbF"?. A metodologia apresenta melhor
grau de resolucdo e confiabilidade para quantificacao da
HbA, quando em comparagéo com os métodos eletroforéti-
cos". Permite separar diferentes tipos de Hb com base nos
tempos de interacao que elas apresentam com uma coluna
de troca ionica. Além da informacdo numérica, fornece
ainda a apresentacéo gréfica dos dados, permitindo uma
analise mais ampla e confiavel do que as conclusdes da
exploracao de uma representacdo numérica. No entanto,
exige experiéncia e treinamento dos profissionais do labo-
ratério, uma vez que ha um vasto banco de dados para
caracterizacdo das HbV, com base nos diferentes tempos
de retencéo, pelo método de HPLC. Como consequéncia,
a grande quantidade de interpretacdes possiveis aumenta
consideravelmente(?),

Sempre que existe suspeita de uma Hb anémala, ou-
tros testes podem ser indicados, como, por exemplo, a
pesquisa de inclusdes nas hemacias, os testes de instabili-
dade e solubilidade de Hb e os testes de desnaturacao".
Alguns desses testes sdo trabalhosos e requerem habilidade
técnica e experiéncia para a correta interpretacdo dos
resultados.

Outros testes especiais sdo descritos, particularmente
na investigacdo de variantes mais raras, como teste de
afinidade do oxigénio, deteccdo da meta-hemoglobina e
espectrometria de massas para caracterizacdo das hemo-
globinas™®. Apesar de Uteis, eles ndo dispensam a carac-
terizacdo molecular, exame que permanece como o de
escolha para o diagnéstico definitivo. No estudo molecular,
€ necessario ressaltar que deve ser construida uma hipétese
do provével defeito, uma vez que é preciso definir qual dos

genes de cadeias globinicas (o ou f) seré estudado pela
PCR, bem como o tipo de mutacdo esperado (delecdes
ou mutacdes pontuais). As o-talassemias sdo geralmente
causadas por delecdes, e as p-talassemias e as HbV resultam
de mutacdes pontuais. A pesquisa de mutaces pontuais
requer o emprego de técnicas como gap-PCR, estudo de
fragmentos de restricdo e ainda sequenciamento de DNA,
visto que o PCR comum pode néo detectar essas alteracdes.
A importancia do diagnéstico molecular estéd no fato de
permitir, além do diagnéstico definitivo, a confirmacao do
tipo de hemoglobinopatia e o posterior aconselhamento
genético®,

Apesar do impacto gerado pelo diagndstico molecular
sobre a compreensdo e a deteccdo dessas condicdes, a
pesquisa de mutacdes ndo deve ser considerada o pri-
meiro teste a ser realizado na suspeita clinica. Acredita-se
que a melhor estratégia seria a associacdo dos achados
do hemograma aos dos testes especiais em hematologia
e, finalmente, a pesquisa das alteracdes moleculares,
quer sejam mutagdes primarias ou interacdes gene-gene
influenciando o fenétipo. Apesar de termos mencionado
um ndmero pequeno de HbV, sdo descritas mais de mil
mutacdes associadas a hemoglobinopatias®.

Conclusao

A significativa prevaléncia de talassemias e HbV, asso-
ciada a diversidade de alteracGes genéticas que originam
essas condicdes, determina o desafio diagnéstico na pratica
clinica. A investigacdo por meio das técnicas de biologia
molecular, apesar de definitiva, torna-se economicamente
invidvel, com risco de obtencéo de resultados inconclusivos,
caso nao seja precedida de uma avaliacdo laboratorial ampla
e um direcionamento diagndstico.

Destaca-se o importante papel do patologista clinico em
auxiliar o médico a aplicar algoritmos diagndsticos, visando
ao uso racional do laboratério, bem como apresentar os
métodos disponiveis no laboratério, com o objetivo de
discutir as vantagens e as limitagoes de cada metodologia.
A interpretacdo adequada de um resultado laboratorial
nas doencas que afetam a Hb exige profissionais da érea
laboratorial com elevado nivel de treinamento e experiéncia
nesse tema. A abordagem clinico-laboratorial, aliada ao
estudo familiar, permitira o direcionamento diagndstico de
forma eficiente, evitando etapas desnecessarias no processo
diagnéstico.
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