HEMOGLOBINA
FETAL
(Procedimento N.° 285)

SIGMA-ALDRICH®

UTILIZACAO PREVISTA

Os reagentes de hemoglobina fetal da Sigma-Aldrich destinam-se & determinagao
semi-quantitativa por eluicdo acida da hemoglobina fetal em esfregagos sanguineos. Os
reagentes de coloragdo de hemoglobina fetal destinam-se a “utilizagao em diagnéstico in vitro”.

Ja em 1864, Korber' determinou que a hemoglobina do feto era mais resistente a
desnaturagdo de alcali do que a de um adulto. Os avangos nas técnicas de isolamento e
caracterizagao de proteinas resultaram na descoberta vérias propriedades distintivas que
possibilitam a diferenciagcdo entre a hemoglobina fetal e a de adulto. Nomeadamente, a
resisténcia da hemoglobina fetal (hemoglobina F) & elui¢do &cida. Quando os esfregagos
sanguineos sdo imersos em, por exemplo, tampao &cido, a hemoglobina de adulto é eluida
dos eritrdcitos, enquanto o mesmo nao acontece com a hemoglobina fetal. Se se proceder
ao tratamento dos esfregacos sanguineos desta forma e se forem, subsequentemente,
colorados, os eritrécitos que possuirem hemoglobina F irdo assimilar o corante enquanto
o0s que contém apenas hemoglobina de adulto irdo aparecer como “fantasmas”.

A técnica em lamina para a demonstracdo da hemoglobina fetal em termos de
resisténcia a eluigdo 4acida foi originalmente proposta por Kleihauer et al.? e,
posteriormente, modificada por Shepard et al.> O procedimento da Sigma representa um
novo avango nesta abordagem, conforme descrito por Oski e Naiman.*

As estimativas da hemoglobina fetal sao, por vezes, calculadas para determinar uma
possivel hemorragia no recém-nascido, especialmente nos casos em que existem indicios
de sangramento rectal. O ensaio da hemoglobina F também é aplicado aos adultos para
auxiliar o diagnéstico de determinados tipos de anemia. Por exemplo, cerca de 10 a 90 %
de hemoglobina fetal é encontrada em doentes com talassemia maior. Além disso, verifica-
se normalmente um ligeiro aumento do pigmento sanguineo fetal em doentes com anemia
das células falciformes.

Nos casos de incompatibilidade Rh, cada vez é mais comum uma supressdo das
reac¢des imunes em relagdo aos glébulos vermelhos que entram na circulagdo materna a
partir do feto. A quantidade de gamaglobulina especifica, contendo anti-Rh(D) que devera ser
administrada é calculada com base na avaliagdo da magnitude da hemorragia fetal/materna.’

De acordo com a técnica descrita, os esfregagos sanguineos, depois de secos e
fixados de forma adequada, sdo imersos num tampao citrato, pH 3,3 a 37 °C. A
hemoglobina de adulto A (HbA) dissolve-se das células, enquanto a hemoglobina fetal
(HbF) resistente ao acido, permanece a nivel intracelular e podera ser objecto de coloragao
para um exame microscopico.

REAGENTES

CONCENTRADO DE TAMPAO CITRATO-FOSFATO, N.° de Catélogo 285-1
Citrato de sddio, 0,7 mol/L, e fosfato de sdédio, 0,6 mol/L.

SOLUCAO DE HEMATOXILINA ACIDA, N.2 de Catalogo 285-2
Hematoxilina, certificada, 1 g/L, sulfato de amodnio de aluminio, iodato de sddio e
estabilizadores, pH 3,3.

SOLUGAO DE EOSINA B, N.° de Catalogo 285-3
Eosina B, 0,1 %, solugdo aquosa. Azida de sédio, 0,1 %, adicionada como conservante.
Fixador de etanol, N.? de Catalogo 285-8 (alcool etilico a 80 % v/v).

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE:

Armazenar o concentrado de tampdo citrato-fosfato no frigorifico (2-8 °C). Eliminar se
existirem indicios de crescimento microbiano.

Armazenar a solugdo de tampao citrato-fosfato no frigorifico (2-8 °C). Estavel durante
2 semanas. Utilizar uma aliquota fresca todos os dias. Eliminar se existirem indicios de
crescimento microbiano.

Armazenar a solugdo de hematoxilina &cida e a solugdo de eosina B a temperatura
ambiente (18-26 °C). As solugbes podem voltar a ser utilizadas se conservadas em
recipientes de coloragao bem selados num local com uma luz suave.

Armazenar o fixador de etanol a temperatura ambiente. Armazenar devidamente
tapado e considerar um liquido inflamavel. A solugao pode ser reutilizada, mas devera ser
eliminada quando a fixagéo deixar de ser adequada.

DETERIORACAO:
Eliminar a solugcdo de hematoxilina acida quando o periodo necessario para uma
coloragao adequada ultrapassar os 8 minutos.

PREPARACAO:

A SOLUCAO DE TAMPAO CITRATO-FOSFATO é preparada diluindo 1 volume de
concentrado de tampéo citrato-fosfato com 9 volumes de agua.

A solugdo de hematoxilina 4cida, a solugdo de eosina B e o fixador de etanol estao
prontos para serem utilizados.

PRECAUCOES:

Deverao ser aplicadas as precaugdes normais relativamente ao manuseamento de
reagentes laboratoriais. Eliminar os residuos de acordo com todos os regulamentos locais,
estaduais, regionais ou nacionais. Consultar a ficha de dados de seguranca dos materiais
para obter informag6es mais actualizadas sobre os riscos, perigos ou seguranga.

Declaragdes de risco e seguranga dos EUA

O concentrado de tampéo citrato-fosfato é IRRITANTE. Risco de lesdes oculares graves.
Irritante para as vias respiratérias e pele. Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata
e abundantemente com agua e consultar um médico. Usar vestuério de proteccao, luvas e
equipamento de proteccdo para os olhos/face adequados.

A solugdo de hematoxilina acida é TOXICA. Téxica em caso de ingestao. Irritante para
os olhos, vias respiratérias e pele. Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e
abundantemente com dagua e consultar um médico. Em caso de acidente ou de
indisposi¢do, consultar imediatamente um médico (mostrar-lhe o rétulo se possivel). Usar
vestudrio de protec¢do e luvas adequadas.

A solucao de eosina B é NOCIVA. Nociva em caso de ingestdo. A azida de sédio
poderd reagir com as canalizagdes de chumbo e cobre formando compostos altamente
explosivos.

A solugdo de EDTA é NOCIVA. Nociva por inalagdo, em contacto com a pele e em
caso de ingest&o. Usar vestuario de protec¢@o adequado.

O fixador de etanol é INFLAMAVEL e IRRITANTE. Irritante para os olhos, vias
respiratérias e pele. Conservar longe de qualquer fonte de ignicdo — ndo fumar. Em caso
de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente com &gua e consultar um
médico. Usar vestudrio de protecgdo adequado. Orgéos alvo: Nervos e figado.

Declaragbes de risco e seguranga da UE (Aten¢do: Ainda nao foram realizados todos os
testes para estas substancias)

O concentrado de tampao citrato-fosfato é IRRITANTE. Risco de lesdes oculares
graves. Irritante para as vias respiratérias e pele. Em caso de contacto com os olhos, lavar
imediata e abundantemente com dgua e consultar um médico. Usar vestudrio de
protec¢do, luvas e equipamento de protec¢do para os olhos/face adequados.

A solucao de hematoxilina &cida € NOCIVA. Nociva em caso de ingestao.

A solucdo de eosina B € NOCIVA. Nociva em caso de ingestao.

O fixador de etanol é ALTAMENTE INFLAMAVEL. Altamente inflamével. Manter o
recipiente adequadamente fechado. Conservar longe de qualquer fonte de ignicdo — nao fumar.

A solucdo de EDTA é NOCIVA. Nociva por inalagdo, em contacto com a pele e em
caso de ingestao. Usar vestuario de proteccao adequado.

PROCEDIMENTO

COLHEITA DE AMOSTRAS:

Recomenda-se que a colheita de amostras seja realizada de acordo com o
documento M29-A2 da NCCLS. Nenhum método de teste conhecido podera garantir
totalmente que as amostras sanguineas ou de tecido ndo irdo transmitir infecgdes. Por
essa razdo, todos os derivados sanguineos ou amostras de tecido deverdo ser
considerados potencialmente infecciosos.

Pode ser utilizado sangue capilar ou venoso. O sangue capilar pode ser directamente
transferido para uma lamina de microscépio limpa. O sangue venoso devera ser adicionado
a um tubo contendo EDTA ou oxalato. Por uma questao de conveniéncia, utilizar 1 a 2 gotas
de solugd@o de EDTA a 2 %, N.? de Catalogo 285-4, por cada mL de sangue (1 gota = 1 mg).
Embora as misturas de sangue e EDTA tenham sido referidas como sendo satisfatérias
para serem utilizadas durante, no maximo, 2 semanas quando refrigeradas,® outros
estudos concluiram que estas misturas deverdo ser analisadas imediatamente.® Os
esfregacos deverdo ser preparados no espaco de 24 horas apds a colheita de sangue em
oxalato.” Nos casos em que se utilizam amostras do recémnascido, recomenda-se que o
sangue seja diluido com solugéo salina a 0,85 %, uma vez que este tipo de amostras tem
um teor elevado de HbF. Os esfregacos sanguineos ndo permanecem estaveis e deverao
ser analisados imediatamente apds a sua preparagao.

MATERIAIS ESPECIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS:
Microscépio

Laminas para microscépio, solugdes de protecgdo

Suporte de coloragao/jarras de Coplin

Banho-maria, 37 °C

Fixador de etanol, N.? de Catalogo 285-8, &lcool etilico a 80 % v/v

NOTAS:

Para fins de controlo de qualidade, recomenda-se que seja incluido o sangue colhido
de um adulto normal (HbA) e de um recém-nascido ou lactante (HbF) em cada série de
testes. Barr e Shafer® referiram que as laminas de controlo positivo de sangue do cordao
fixadas em EDTA podem ser conservadas até 1 ano a —20 °C, numa embalagem de cartdo
selada. No entanto, os controlos negativos de EDTA nao apresentam uma eluicdo completa
depois de terem sido armazenados durante um periodo superior a 2 meses a —20 °C. Estes
investigadores sugerem a preparagao de esfregacos positivos e negativos na mesma
lamina; fornecendo, assim, contrastes claros e rapidos como referéncia na leitura das
laminas de teste.

Intervalos normais®
Hemoglobina fetal

Idade (%)

A nascenca 50-90
< 2 anos 0-4
> 2 anos 0-2

Os valores excessivos sdo observados nos casos de:
Anemia aplastica®®
Eritrémia aguda®
Doenga da Hemoglobina H°
Persisténcia hereditaria da hemoglobina F*™*
Anemia esferocitica hereditaria®
Talassemia maior (40-90 % de hemoglobina fetal)®
Talassemia menor (5-10 % de hemoglobina fetal)*®
Anemia das células falciformes®®

Os dados obtidos com este procedimento servem apenas para auxiliar o diagnéstico
e deverdo ser analisados em conjunto com outros testes de diagndstico ou informacdes
clinicas.



PROCEDIMENTO:

1. Pré-aquecer a solugéo de tampao citrato-fosfato a 37 °C numa jarra de Coplin ou numa
placa de colorag&o.

2. Utilizando laminas de microscépio limpas e identificadas, realizar esfregagos
sanguineos finos. Preparar as laminas de CONTROLO utilizando sangue HbF positivo
(sangue do corddo) e sangue de adulto normal. Deixar secar ao ar durante,
aproximadamente, 10 minutos.

3. Fixar as laminas, imergindo-as em fixador de etanol, N.2 de Catalogo 285-8, durante
5 minutos, lavar abundantemente com &gua da torneira e deixar secar ao ar.

4. Imergir as ldminas de TESTE e CONTROLO na solug&o de tampéo citrato-fosfato pré-
aquecida a 37 °C durante 5 minutos. Agitar ao fim de 1 a 3 minutos de imersao. O grau
de agitac@o podera variar de modo a que sejam obtidos os resultados pretendidos.
Lavar bem com dagua destilada e deixar secar completamente ao ar para evitar
artefactos de coloragéo.

5. Proceder & coloracao das laminas, durante 3 minutos em solugdo de hematoxilina
4cida, N.2 de Catdlogo 285-2. Lavar as laminas com &gua destilada e sacudir o excesso
de agua.

6. Realizar uma contracolorag@o das l&minas durante 4 minutos em solug&o de eosina B
a 0,1 %, N.2 de Catédlogo 285-3. Lavar bem com agua destilada e deixar secar ao ar.

7. Colocar uma solugdo de proteccao seca na lamina e examinar utilizando a técnica de
imersdo em dleo (1000X). A auséncia de HbF é evidente pela presenca de células
fantasmas enquanto a HbF retida resulta em células com uma cor vermelha viva. Nao
aplicar o dleo directamente na lamina.

NOTA: E possivel utilizar uma ampliagio de 400X, mas o campo resultante de maior
dimensao podera ser mais dificil de contabilizar.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

A proporcao de eritrécitos que contém hemoglobina fetal pode ser calculada de varias
formas. Relativamente ao estudo do sangue materno quanto a demonstragdo de células
contendo HbF, Oski e Naiman* recomendam o seguinte:

1. Proceder a contagem do nudmero total de eritrécitos em 5 campos e determinar o
ndmero médio por campo.

2. Em seguida, contar o nimero de eritrécitos fortemente colorados contendo HbF em
cerca de 30 campos e determinar o nimero médio por campo.

3. Calcular a percentagem de eritrécitos que contém HbF com base no nimero total de
eritrécitos por campo.

Os resultados sdo apresentados sob a forma de percentagem de HbF presente.

Estudos de sensibilidade: De acordo com Oski e Naiman* este método tem capacidade
para detectar um volume tao reduzido como 0,1 mL de sangue fetal na circulagdo materna.

Estudos de reprodutibilidade: Utilizando uma série de amostras de sangue fresco,
foram preparadas laminas em duplicado de cada uma e foram tratadas com diferentes lotes
de corantes em ocasides separadas.® O exame microscépico revelou resultados
essencialmente idénticos com cada amostra de sangue.

Estudos de correlagédo: Foram preparadas misturas de sangue do corddo e de sangue
de adulto compativel, para obter amostras com concentragdes de HbF no intervalo de 26
a 66 %.° As misturas sanguineas foram examinadas através da técnica descrita e
analisadas quimicamente utilizando um método de desnaturacédo de dlcali.® A
percentagem de valores de HbF revelou uma diferenca média de cerca de 7 % entre os
métodos.

Se os resultados observados forem diferentes dos esperados, contactar a Assisténcia
Técnica da Sigma-Aldrich para mais informagdes.
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A Sigma-Aldrich, Inc. garante que os seus produtos estdo em conformidade com as
informacdes contidas nesta e em outras publicagdes da Sigma-Aldrich. O comprador
devera determinar a adequagdo do(s) produto(s) ao fim particular a que se destinam.
Poderéo aplicar-se termos e condi¢des adicionais. Consultar o verso da factura ou carta de
porte para mais informacdes sobre os termos e condi¢des de venda adicionais.
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