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RESUMO

A anemia falciforme € uma doenca causada por um distarbio genético hereditario,
devido a uma mutacdo do gene que codifica o aminoacido valina, passando a
transcrever uma hemoglobina alterada. O objetivo do estudo € estabelecer os principais
meios usados para o diagnostico laboratorial da anemia falciforme e dos portadores
destes tracos, enfermidade esta que acomete todas as racas e géneros, baseando-se
em revisdo bibliografica atualizada por meio da pesquisa exploratéria com abordagem
qualitativa. Deste modo, pdde-se observar que, para definir tal quadro, existem
inUmeros exames que auxiliam o clinico, desde exames simples, como o hemograma
com a contagem da série vermelha, até exames mais sofisticados como resisténcia
osmotica em solugdo de cloreto de sodio a 0,36%, eletroforese em pH alcalino em
acetato de celulose, analise da morfologia eritrocitaria, pesquisa de corpos de Heinz e
agregados de hemoglobina H, entre outros. Os exames de triagem fornecem subsidios
para o norteamento do pensamento clinico. Porém, sdo nos exames eletroforéticos que
ocorre a confirmacao diagndstica. Logo, definimos nesse trabalho que o exame padréo-
ouro, para definicdo diagnostica da anemia falciforme, continua sendo a eletroforese de
hemoglobina.
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INTRODUCAO

A Anemia Falciforme (AF) é uma
anemia hemolitica hereditaria,
caracterizada pela presenca de células
vermelhas com formato anormal (forma
de foice), que sdo removidas da
circulagdo e destruidas. A alteracdo de
base nas células vermelhas é a
presenca de uma hemoglobina anormal
que, quando desoxigenada, torna-se
relativamente insolavel, formando
agregados que distorcem sua forma e
impedem seu fluxo no interior dos vasos
sanguineos?.

E a doenca hereditaria de maior
prevaléncia no pais, afetando cerca de
0,1% a 0,3% da populacéo negra, sendo
observada, também, em decorréncia da
alta taxa de miscigenagédo, em parcela
cada vez mais significativa da
populacao caucasiana brasileira®.
Estimativas indicam que 5-6% da
populacdo carregam o0 gene da
Hemoglobina S (HbS), e que a
incidéncia fica em torno de 700 — 1000
Novos casos por ano®.

Trata-se, portanto, de uma
doenca cronica, incuravel, embora
tratavel, e que geralmente traz alto grau
de sofrimento aos seus portadores, que
merecem atencdo especial do ponto de
vista médico, genético e psicossocial®.

A triagem neonatal para as
sindromes falciformes, especialmente
para a anemia falciforme, é devido a
elevada mortalidade causada a
septicemia por bactérias encapsuladas
nos primeiros cinco anos de vida®.

No caso da anemia falciforme,
para que o atendimento precoce ocorra,
€ preciso que as pessoas estejam
informadas sobre a existéncia da
doenca e consigam identifica-la. Além
da crescente difuséo do
aconselhamento genético, o governo
federal empenhou-se também em
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politicas nacionais educativas e, nos
anos 90, na formacao de um grupo de
trabalho para a elaboracdo do Programa
Anemia Falciforme®.

Esse estudo tem por objetivo
estabelecer os principais meios usados
para o diagnostico laboratorial da
anemia falciforme e dos portadores do
traco falciforme.

METODOLOGIA

Para estabelecer os principais
meios usados para o0 diagndstico
laboratorial da anemia falciforme e dos
portadores destes tracos, classificamos
a realizagdo deste trabalho como uma
pesquisa exploratdria do tipo revisdo de
literatura, com uma  abordagem
gualitativa. A pesquisa exploratoria tem
por  objetivo  proporcionar  maior
familiaridade com o problema, com
vistas a tornd-lo mais explicito ou a
constituir hipoteses®.

As fontes selecionadas para este
estudo compreenderam,
prioritariamente, artigos dos ultimos 5
(cinco) anos, tendo em vista o carater
atual fornecido ao trabalho. Fontes
bibliogréficas das ultimas décadas, por
serem considerados “classicos” e
rotineiramente usados em artigos mais
atuais, também foram utilizadas.

Foram utilizados artigos
extraidos de sites de colecdo de artigos
cientificos como MEDLINE, LILACS,
BIREME, SCIELO E BIBLIOTECA
COCHRANE, e publicados em revistas
cientificas como a Revista Brasileira de
Hematologia; assim como livros e anais
publicados em congressos de educacgao
médica.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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O diagnostico das
hemoglobinopatias €& complexo e
envolve uma analise que deve
considerar, além dos dados clinicos e
heranca genética, varios fatores como
idade, ocasidao da coleta, tempo de
estocagem e condicbes de
armazenamento da amostra
(desnaturacdo da hemoglobina), entre
outras. O diagnostico laboratorial da
doenca falciforme  baseia-se na
deteccdo da hemoglobina S e deve
seguir as normas estabelecidas no
PNTN’.

A Hemoglobina S é a mais
comum das alteracdes hematoldgicas
hereditarias conhecidas no homem. E
causada por mutacdo no gene beta da
globina, produzindo alteracdo estrutural
na molécula, onde ha troca de uma
base nitrogenada do cédon GAG para
GTG, resultando na substituicdo do
Acido Glutamico pela Valina na posicao
de numero 6. Os eritrécitos com a
variante de hemoglobina S (HbS)
sofrem  processo de falcizacéo,
fisiologicamente provocado pela baixa
tensdo de oxigénio, acidose e
desidratacao®.

As células falcizadas passam,
entdo, a apresentar a forma de foice ou
de lua crescente, com consequéncias
variaveis em seu portador, dependentes
da quantidade de hemoglobina S. A
presenca de hemoglobina fetal no
eritrécito com hemoglobina S oferece
protecdo a esta célula contra o processo
de falcizagdo, pois nao interage com
hemoglobina S quando esta se
precipita’.

Nas sindromes falciformes, os
eritrocitos apresentam concentracao de
HbS superior a 50%. Dentre estas,
destaca-se a anemia falciforme, definida
pela homozigose (HbSS), em funcéo de
sua maior prevaléncia e gravidade
clinica. O individuo heterozigoto €
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portador do traco falcémico e ndéo
apresenta, portanto, alteracoes
eritrocitarias, tampouco, manifestacdes
clinicas importantes™.

De todos esses quadros, o mais
importante € a homozigose para o0 gene
HbS ou anemia falciforme que, além de
ser a forma mais prevalente entre as
sindromes falciformes €, em geral, a
gue revela maior gravidade clinica e
hematoldgica, tanto que seus pacientes
apresentam danos orgénicos desde a
infancia, resultantes dos episodios vaso-
oclusivos repetidos™.

Efeitos ambientais podem
também ter papel fundamental na
expressdo fenotipica da anemia
falciforme. Temperaturas baixas podem
induzir a dactilite e as crises de dor. A
desnutricdo, comumente encontrada
nesses individuos, pode interferir na
expressao fenotipica da doenca®?.

A doenca falciforme distribui-se
de forma heterogénea, devido a
miscigenacdo racial, apresentando
maior prevaléncia onde a proporcdo da
populacdo negra € maior, cujas
frequéncias do gene variam de 2% a 3%
em todo o pais, aumentando para 6% a
10% entre afrodescendentes. Por este
fato, essa doenca €é comumente
encontrada nas regibes norte e
nordeste, as quais sofreram maior
influéncia da raga negra na sua
constituicdo étnica®.

Os portadores de anemia falciforme
sdo assintomaticos nos primeiros seis
meses de vida, devido a presenca de
hemoglobina fetal (HbF), em
concentragcdes superiores as
encontradas nos adultos, que € de 1%-
2%. ApOGs este periodo, a sintese das
cadeias gama, formadoras da HbF, é
substituida pela das cadeias beta,
ocorrendo a estabilizacdo na producao
de globinas. Com isso, a HbS passa a
ser produzida em maior quantidade, e o
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individuo perde a propriedade protetora
da HbF*2,

Para a grande maioria dos
pacientes, as complicacbes vaso-
oclusivas sdo muito mais problematicas
do que a anemia em si, que
normalmente é bem tolerada. Pois, as
crises vaso-oclusivas s&o bastante
dolorosas. Outras intercorréncias de
relevancia clinica sdo a sindrome
toracica aguda, as infeccdes
bacterianas, as Ulceras de perna, 0s
acidentes vascular-cerebrais e as
complicacbes cardiacas, que,
juntamente com as crises dolorosas,
levam a internacbes hospitalares,
morbidade e morte™.

E importante ressaltar que o
quadro clinico varia de acordo com o
acometimento genético individual e com
os habitos relacionados a profilaxia dos
fatores predisponentes as crises (evitar
desidratacdo, infeccdo, acidose, etc).
Logo, o0s individuos recessivos
homozigoticos possuem sintomatologia
mais exuberante em relacdo aos
portadores do traco falcémico™.

Meios de Diagndésticos Laboratoriais
na Anemia Falciforme

Existem diversos métodos
utilizados para a pesquisa diagnéstica
de alguma hemoglobinopatia. Dentre os
métodos utilizados para triagem de
hemoglobinas anormais, destacam-se:
Resisténcia Osmoética em solucdo de
Cloreto de Sdédio a 0,36%; Eletroforese
em pH alcalino em acetato de celulose;
Andlise da morfologia eritrocitaria. Para
confirmagdo  diagnostica, utiliza-se:
Pesquisa de Corpos de Heinz e
Agregados de  Hemoglobina H;
Eletroforese em pH acido; Dosagem de
Hemoglobina A2, Dosagem de
Hemoglobina Fetal. A eletroforese em
pH &cido foi realizada também com o
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gel de Agar para hemoglobina acida da
CELM, com excelentes resultados®.

Os testes de falcizacao (pesquisa
de drepandcitos) e de solubilidade séo
inadequados para o recém-nascido por
levarem a resultados falso-negativos,
devido aos altos niveis de hemoglobina
fetal (HbF) e aos baixos niveis da
hemoglobina S  presentes nesta
ocasido®.

Esses testes, se feitos em um
recém-nascido, devem ser repetidos por
até um ano apés o0 nascimento. Em
virtude dos niveis de HbF so6
comecarem a declinarem por volta do 6°
més de vida e, a partir dessa época, €
iniciada a producdo de hemoglobinas
normais do adulto (HbA)®.

A triagem neonatal para a HbS é
de fundamental importancia para o
diagnostico da anemia falciforme,
possibilitando a instituicdo de tratamento
preventivo, no sentido de diminuir a
morbidade e mortalidade na infancia.
Embora o diagnéstico precoce através
do "Teste do Pezinho" esteja ocorrendo,
praticamente, em todo o pais, deve-se
seguir medidas ap6s a confirmacdo do
diagnéstico™.

Alteracdes no volume eritrocitario
levam ao desbalanco da relagao
desidratacéo/hidratacdo do eritrocito.
Células com concentracao de
hemoglobina corpuscular média
elevada, ou células densas, apresentam
baixa afinidade pelo oxigénio, pouca
deformabilidade, alta viscosidade, alta
propensdo a formacgédo de polimeros de
HbS na desoxigenacdo e menor
sobrevida. A concentracdo de HbS é
fator determinante do inicio e da
progressdo da falcizagcdo, a habilidade
do eritrocito é de manter sua hidratacéo,
e consequente volume intracelular,
sendo importante na fisiopatologia da
AF*2,

A caracterizacdo molecular das
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variantes Rh deve ser recomendada em
pacientes falciformes dependentes de
transfusdo, pois permite a selecéo
correta do sangue a ser transfundido.
Auxilia. ainda na prevencdo da
aloimunizagédo, podendo diminuir o0s
efeitos de potenciais reacoes
hemoliticas™.

A inclusdo da eletroforese de
hemoglobina, nos testes de triagem
neonatal, representou um  passo
importante  no reconhecimento da
relevancia das  hemoglobinopatias,
como problema de Saude Publica no
Brasil, e também o inicio da mudanca
da histéria natural da doenca em nosso
pais®.

Atualmente, a maioria dos
programas de triagem  neonatal
substituiu os meétodos convencionais
pela eletroforese, por focalizacdo
isoelétrica e/ou pela cromatografia
liquida de alta resolucdo. Qualquer uma
dessas técnicas pode ser utilizada de
forma isolada para a triagem inicial, pois
constituem métodos de elevada
precisdo, devendo todo resultado
positivo ser repetido em mesma amostra
para confirmagao™®.

Um teste simples como a
pesquisa de drepandcitos, embora
incapaz de diferenciar o0s varios
genotipos, pode confirmar a presenca
da Hb S. A repeticdo da eletroforese
confirma o perfil hemoglobinico num
melhor momento, ocasido em que se
aproxima do perfil do adulto™®.

As contagens de reticulécitos e
os valores do indice Médio de
Fluorescéncia (MFI) sao,
significativamente, mais elevados nos
pacientes com anemia falciforme,
guando comparados aos controles, mas
nao diferem entre o0s grupos de
anemia®®.

Os exames de imagem também
tém um papel complementar no
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diagndstico da anemia falciforme, pois a
radiografa  simples pode  mostrar
aspectos caracteristicos da doenca,
como O cranio com  estriagcdes
perpendiculares e a vértebra “em H”, e
contribui para a detecgdo de infartos
0sseos em fases mais avancadas. A
ressonancia magnética € de grande
valia na deteccdo precoce das
alteracbes osteoarticulares, além de
contribuir  para  monitoramento e
acompanhamento das infeccoes,
podendo também detectar alteraces
em partes moles, como infartos
musculares®.

Tanto na anemia falciforme
guanto na talassemia maior, a disfuncao
hepatica que, habitualmente, esta
presente nessas situacdes, reduz a
producdo enddgena de colesterol e
amplifica as alterac6es no perfil lipidico
desses pacientes. Além disso, o
estresse oxidativo crénico, gerado pelo
estado hemolitico e sobrecarga de ferro
decorrente de terapia transfusional,
torna a particula de LDL mais
susceptivel a oxidacdo. Com isso, na
anemia falciforme, s&o evidenciados
baixos valores de colesterol total, LDL e
HDL, quando comparados aos de
individuos saudaveis®’.

A HbS pode ser confirmada por
procedimentos eletroforéticos em pH
acido, em que as hemoglobinas que
apresentam migracdo semelhante em
Ph alcalino podem ser diferenciadas®.
O perfil de hemoglobinas normais no
adulto € de HbA: 96%-98% e HbAZ2:
2,5%-3,5% e HbF de 0%-1%. Todas
essas hemoglobinas normais no adulto,
bem como as variantes estruturais como
a HbS e tantas outras, podem ser
identificadas por meio de eletroforese
em pH alcalino ou acido®®.

Os individuos
diagnosticados
devidamente

homozigotos
deverao ser
encaminhados a
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orientacdo meédica para tratamento
precoce, minimizando as manifestacoes
clinicas™.

A deteccéo precoce de
portadores do traco falciforme permite o

aconselhamento e/ou orientagéo
genética aos portadores e,
consequentemente, pode funcionar

como meio para evitar custos para o
sistema de saude. Na medida em que
casais de risco tém chance de optarem
Ou ndo por uma gestacao, custos com
pacientes falciformes, tais como
tratamento de infecgdes e crises algicas,
profilaxia anti-infecciosa, sobrecarga de
ferro, custo transfusional, entre outros,
podem ser evitados?.

CONSIDERACOES FINAIS

As hemoglobinopatias estédo entre
as doengcas monogénicas  mais
comumente encontradas nas
populacdes. A complexidade de seus
processos fisiopatoldgicos e a gravidade
e diversidade de manifesta¢cdes clinicas
a elas associadas fazem das doencas
falciformes um desafio para a medicina
e para a ciéncia.

Para o diagndstico da anemia
falciforme, os resultados encontrados na
literatura demonstram que existem
inUmeros exames que auxiliam o clinico,
desde exames mais sofisticados como:
resisténcia osmotica em solucdo de
cloreto de sodio a 0,36%; analise da
morfologia eritrocitaria, pesquisa de
corpos de Heinz e agregados de
hemoglobina H; dosagem de
hemoglobina  A2; dosagem de
hemoglobina fetal; eletroforese em pH
alcalino em acetato de celulose e
eletroforese em pH acido com o gel de
Agar para hemoglobina acida da CELM,
com excelentes resultados, até exames
mais simples como 0 hemograma com a
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contagem da série vermelha. Os
exames de triagem fornecem subsidios
para 0 norteamento do pensamento
clinico, porém, sdo nos exames
eletroforéticos que ocorre a confirmacao
diagnoéstica. Logo, definimos nesse
trabalho que o exame padréo-ouro para
definicho diagnostica da anemia
falciforme continua sendo a eletroforese
de hemoglobina.

O maior conhecimento da base
biolégica dessas doencas, ainda
associadas a elevada morbimortalidade,
tem propiciado importantes avangos nas
abordagens terapéuticas e na
prevencdo de novos casos e pode, em
um futuro préximo, oferecer
possibilidades mais concretas de cura.
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SICKLE CELL DISEASE: LABORATORY DIAGNOSTIC APPROACH

ABSTRACT

Sickle cell anemia is a disease caused by a heritable genetic disorder due to a
mutation of the gene that encodes the amino acid valine, passing transcribing an
altered hemoglobin. The objective of the study is to establish the main means used
for the laboratory diagnosis of sickle cell anemia patients and these traits, this illness
that affects all races and genders, based on literature review updated through
exploratory qualitative research. Thus it was observed that to define such a
framework, there are numerous tests that assist the clinician from simple tests such
as complete blood count with red blood count, to more sophisticated tests such as
osmotic strength solution of sodium chloride at 0, 36 %, electrophoresis at alkaline
pH on cellulose acetate, erythrocyte morphology analysis, research Heinz bodies and
aggregates of hemoglobin H , among others. The screening tests provide subsidies
for the guid of clinical thought. However, the electrophoretic examinations are
occurring diagnostic confirmation. Therefore, in this work we define the gold standard
test for diagnosis of sickle cell anemia definition remains hemoglobin electrophoresis.

Key-words: Sickle cell disease. Diagnosis. Genetic testing.
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