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PLETSCH, D.P. Métodos laboratoriais para deteccdo de hemoglobina S em
doadores de sangue. 2016. 58f. Trabalho de conclusdo de curso (Graduagdo em
Biomedicina) - Centro Universitario Sdo Camilo, S&o Paulo, 2016.

A anemia falciforme é uma doenca monogénica causada por uma mutacao no
gene da beta globina, na qual, ocorre a substituicdo do &cido glutamico (GAG) pela
valina (GTG) resultando em uma hemoglobina anormal denominada hemoglobina S.
Esta troca de aminoacidos leva a uma alteracdo bioquimica que favorece a
polimerizagao da hemoglobina quando em sua forma desoxigenada, acarretando na
mudanca da forma biconcava do eritrécito para forma de foice. A modificacdo na
morfologia da célula é a base para fisiopatologia da doenca juntamente com 0s
fenbmenos vaso-oclusivos. Esta mutacdo pode-se apresentar de duas formas:
Homozigose, no qual, o individuo possui os dois alelos do gene da beta globina
mutados e apresenta todos os sintomas caracteristicos da doenca falciforme ou em
heterozigose também conhecido como traco falciforme, no qual, o individuo possui
apenas um dos alelos mutados e, portanto, ndo possui alteracdes hematoldgicas.
Uma vez que nao possuem caracteristicas clinicas os individuo com tracgo falciforme
ndo sao impedidos de doar sangue, porém como preconizado na resolucdo de
diretoria colegiada 158 de 4 de fevereiro de 2016 da ANVISA as amostras dos
doadores devem passar por testes de detec¢cdo da hemoglobina S e podem ser
utiizadas para transfusdo, salvo em alguns casos especificos. Os testes
normalmente utilizados séo eletroforese, HPLC, teste de solubilidade, teste de
falcizacdo e atualmente o teste de papel filtro. Porém, a mesma legislacdo né&o
determina qual metodologia deve ser utilizada, tornando-a uma escolha dos
hemocentros, além disso, ndo esta especificado em qual momento existe a
necessidade de detectar a presenca da hemoglobina S nos doadores de sangue e
nem se estes podem ser impedidos de realizar a doacdo caso o exame dé positivo,
evidenciando a necessidade de estudos aprofundados sobre o ciclo do sangue e
logistica dos servicos de hemoterapia para aperfeicoar o processo de doacao e

garantir maior qualidade dos hemocomponentes.

Palavras-chaves: Anemia falciforme, Diagndstico, heterozigoto, doadores de

sangue.



PLETSCH, D.P. Laboratory Methods for Detection of Hemoglobin S in Blood
Donors. 2016. 58p. Work of Course Conclusion (Graduation in Biomedicine) -
University Center Sao Camilo, Sado Paulo, 2016.

Sickle cell anemia is a monogenic disease caused by a mutation in the beta globin
gene, which occurs in substitution of glutamic acid (GAG) for valine (GTG) resulting
in an abnormal hemoglobin named hemoglobin S. The exchange of amino acids
generates a biochemical alteration that favors the hemoglobin’s polymerization when
deoxygenated form resulting change the biconcave shape of erythrocytes to sickle
shape. The alteration in the cell's morphology is the basis for the disease’s
pathophysiology along with vaso-occlusive phenomena. This mutation could be
presented in two ways: Homozigosity, which the individual has two alleles of beta
globin mutated gene and has all characteristics symptoms of sickle cell disease or
heterozygous, also known as sickle cell trait, which the individual has only one of the
mutated alleles and, therefore, has no hematological changes. Once they do not
have clinical characteristics the individuals with sickle cell trait are not prohibited from
donating blood, although as advocated in the resolution of executive board 158 of
February 4, 2016 ANVISA samples donor must undergo testing for hemoglobin S
and they can be used for transfusion, except in some specific cases. The tests are
commonly used electrophoresis, HPLC, solubility tests, sickling test and currently the
filter paper test. However, the same law does not determine which method should be
used, making it a choice by hemocenters, moreover, it is not specified at which
moment exist a requirement to detect a presence of hemoglobin S in the donor blood
or whether they may be prevented from carrying out the donation if an exam give
positive, highlighting the need for in-depth studies on the blood cycle and logistics
hemotherapy services to improve the donation process and ensure higher quality of
blood products.

Keywords: Sickle cell anemia, diagnosis, heterozygous, blood donors.
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1 INTRODUCAO

A doenca falciforme € uma anemia hemolitica congénita, classificada dentro
do grupo de hemoglobinopatias, € decorrente de uma mutagdo nas cadeias 3 da
hemoglobina (Hb), que acarreta na formacdo da hemoglobina S (NETO;
PITOMBEIRA, 2003). O Brasil tem uma distribuicdo bastante heterogenia, sendo a
doenca hereditaria de maior prevaléncia no pais, variando de acordo com a etnia,
mais comumente encontrada na populacédo negra e parda, quando comparada aos
caucasianos. (CANCADO; JESUS,2007).

As hemoglobinopatias sdo consideradas uma das doencas genéticas mais
comuns no mundo, sendo alteracdes autossOmicas recessivas, e afetando
aproximadamente 5% da populacdo mundial (NAOUM; BONINI-DOMINGOS,2007).
Em sintese, sdo divididas em alteracfes quantitativas, abrangendo as talassemias, e
em alteracGes qualitativas, que referem-se as hemoglobinas variantes, resultantes
de alteragbes em um dos genes (q, 3, Yy ou ) que codificam sua estrutura, sendo as
hemoglobinas S, C, D e E consideradas as de maior relevancia clinica (OLIVEIRA,
2008).

A anemia falciforme se apresenta com quadros hemoliticos que evoluem
determinando a sua cronicidade, sendo responsavel por causar danos fisicos
consideraveis, como obstrucdo de vasos sanguineos com crise de dor, infartos,
necroses em 0Orgaos variados, 0ssos, articulacdes, etc. Refere-se a uma doenca
incuravel, porém tratavel, mas que debilita a vida do paciente por ela acometido.
(SILVA; RAMALHO; CASSORLA, 1993)

A hemoglobina é uma proteina presente no interior dos eritrocitos que tem a
funcdo de transportar o oxigénio por todo o organismo, constituida por quatro
cadeias globinicas ligadas ao grupo heme. A sintese de tais cadeias, é regulada por
agrupamentos (clusters) localizados nos cromossomos 11 e 16, que quando
ativados ou reprimidos em diferentes genes realizam a sintese de distintas cadeias
globinicas (a, B, y ou &), dando origem por sua vez, a variados tipos de
hemoglobinas. (NETO; PITOMBEIRA, 2003). Essas cadeias ndo-alfa estdo sempre
ligadas a cadeias Alfa, completando desse modo, o tetramero caracteristico
encontrado na hemoglobina. (HOFFBRAND; MOSS, 2013).
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A mutacdo pode ser visualizada de duas diferentes formas: Homozigose
(HbSS), que é caracterizado por possuir os dois alelos do gene da 3 globina afetado,
ou em heterozigose (HbAS), chamados de portadores, caracterizado quando
somente um dos alelos possui a mutagao (SANTOS, 2014).

Os portadores da hemoglobina S (HbS) ndo apresentam caracteristicas
clinicas e, portanto, sdo aptos a doacao de sangue. Conforme portaria 158 de 4 de
fevereiro de 2016, ficou determinado a triagem das hemoglobinas anormais em
bancos de sangue, visando identificar esses doadores e proporcionar melhor
qualidade do hemocomponente a ser transfundido (GIOVALLI et al.,2011).
Entretanto, os procedimentos como desleucotizacdo ndo podem ser efetuados
nessas bolsas e o processo de infusdo dos concentrados de hemacias contendo
hemoglobina S necessita de um rigoroso controle e rastreabilidade, visto que essas
bolsas ndo podem ser utilizadas em algumas circunstancias especificas como, por
exemplo, em pacientes com hemoglobinopatias, recém-nascidos, pacientes com
acidoses graves, entre outras situacdes, principalmente em decorréncia de nao
possuir efeitos equivalentes a uma bolsa contendo somente HbAA (SILVA;
GOVELLI, 2010).

Moraes e Galioti (2010) realizaram um estudo utilizando 93.604 amostras de
doadores de sangue do servico de hematologia e hemoterapia de Sdo José dos
Campos durante os anos de 2004 a 2008 abrangendo uma faixa etaria de 18 a 65
anos e foi observado que destes doadores, 400 eram portadores de hemoglobina S,
ou seja, 0,43% do total.

Em Sergipe, Vivas e colaboradores (2006) realizaram um outro estudo a fim
de verificar hemoglobinopatias em doadores de sangue, no HEMOSE durante o
periodo de setembro de 2004 a junho de 2005. Foram analisadas 1.345 amostras de
doadores de sangue, sendo que as reacdes positivas para alguma hemoglobinopatia
foram testadas através da técnica de cromatografia liquida de alta resolucéo (HPLC)
para determinacdo das fracbes de hemoglobina presente nessas amostras, sendo
que 76 (5,1%) deste total foram positivas, encontrando por resultado 55 amostras
(4,1%) heterozigotas para hemoglobina S. Também foi possivel avaliar que dentro
das hemoglobinopatias, o traco falciforme é o mais prevalente nos doadores de
sangue, totalizando 73% dos exames positivos.

Lidani, Barros e Bovo (2015) também elaboraram um estudo semelhante no
Instituto Paranaense de hematologia e Hemoterapia dentre os anos de 2008 a 2009,
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incluindo 83.213 doadores de sangue, dentre estes, 727 foram positivos para HbS,
totalizando 0,87%, exibindo as taxas consideraveis de traco falciforme na populacéo
brasileira, com um grupo especifico de pessoas que sao doadoras.

A portaria 158 implementa a triagem de hemoglobinopatias nos centros de
hemoterapia, porém a mesma néo indica qual a metodologia poderia ser utilizada
para esse diagnostico, e, portanto, ha falta de padronizacdo nos bancos de sangue
do Brasil (GIOVALLI et. al.,2011). Sendo assim, a busca por metodologias custo-
efetiva se faz necessaria para melhor qualidade dos hemocomponentes (YANG et
al.,2013).

Nos servicos de hemoterapia, sdo comumente executados os testes de
solubilidade, no qual os eritrocitos sdo lisados e HbS reduzidos, decorrente da
insolubilidade demonstrada por eritrocitos com forma alterada e capacidade de
formacdo de polimeros, a solucdo torna-se turva, quando positiva. E utilizado
também para triagem de doadores, o teste de falcizacdo, uma metodologia
qualitativa que dispde de metabissulfito de sddio para diminuir a tensdo de oxigénio
vista na Hb, e assim propiciar a perda da forma biconcava caracteristica dos
eritrécitos, assumindo um formato falcizado, para aqueles que possuem HbS
podendo ser visualizado em microscépio. (SANTOS, 2014). Por fim também pode
ser feito o método de gel-centrifugacdo, um kit comercial, que apresenta por
principio falcizar “in vitro” os eritrocitos, semelhante ao proprio teste de falcizacéao.
Nele encontra-se um agente redutor tamponado e cartdo com gel capaz de reter os
eritrocitos que tiveram sua forma modificada, deixando-os suspensos no microtubo,
isto ocorre porque eritrocitos HbS tornam-se altamente inflexiveis quando
submetidos a centrifugacdo, o que diminui sua capacidade de sedimentacao,
tornando a reacao positiva, ao passo que eritrécitos HbAA sedimentam-se por
completo, caracterizando o negativo (GIOVALLI et. al,, 2011). Assim sendo, a
triagem de hemoglobinopatias em doadores de sangue deve ser considerada para

garantir a seguranca do doador-receptor (JUNIOR, 1994).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Discursar sobre a anemia falciforme e as técnicas usadas para e deteccao de

hemoglobina S em laboratérios clinicos e centros de hemoterapia.

2.2 Objetivo especifico

Avaliar a efetividade dos métodos laboratoriais utilizados para identificacdo de
doadores de sangue com traco falciforme e discutir sobre o uso de bolsas de
sangue proveniente desses doadores e seus impactos nos servicos de

hemoterapia.
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3 METODOLOGIA

Para o presente trabalho foi realizado um levantamento bibliografico, na qual
foram selecionados artigos cientificos nas bases de dados LILACS, revistas
eletronicas, e livros da biblioteca Pe. Inocente Radrazzine através de descritores
como: “Anemia falciforme”, “Traco falciforme”, “Diagnético de hemoglobinopatias”,
“Triagem de HbS em banco de sangue”, durante os meses de janeiro a setembro de

2016 para composicéo do trabalho.
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4 REVISAO DE LIERATURA

4.1 Etiologia

A anemia falciforme é originaria dos paises do centro oeste africano, india e
leste da Asia, porém com a miscigenacio ja foi encontrada em diversos outros
paises do mundo. (SANTOS, 2014).

A introducdo da HbS nas Américas ocorreu por volta dos séculos XVI ao XIX
devido, principalmente, ao trafico de escravos africanos (NAOUM, 2000). Atualmente
no Brasil o traco falciforme possuiu uma distribuicdo heterogenia sendo mais
frequentemente vista nos negros e pardos, mas também acometendo caucasianos,
com ampla distribuicdo por todo pais, como demonstra a figura a seguir, atingindo,

porém, de modo mais acentuado a regido nordeste Brasileira (ANVISA, 2002).

Figura 1 — Incidéncia do trago falciforme de acordo com cada estado Brasileiro
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Fonte: (FERRAZ; MURAO, 2007).

A primeira descri¢cao na literatura médica sobre anemia falciforme ocorreu em

1910, ap6s a observacdo de hemécias em foices de um jovem negro vindo de
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Granada - indias ocidentais, que possuia sintomas de anemia (NETO;
PITOMBEIRA, 2003).

Em 1917 foi observado, in vitro, a mudanca da hemécia bicdbncava para
hemacia falciforme e posteriormente em 1927 Hanh e Gillepsie descobriram a
correlacdo da falcizacdo da heméacia com a baixa tensdo de oxigénio (NETO;
PITOMBEIRA, 2003).

No ano de 1947, Accioly, pesquisador Brasileiro sugere que a falcizacao é
proveniente de uma heranca autossémica recessiva (NETO; PITOMBEIRA, 2003).

Grandes descobertas na area marcaram o ano de 1949, no qual Neel e Beet
determinaram que a doenca somente ocorre em homozigose, e Linus Pauling junto
com colaboradores identificaram uma diferenca do perfil de migracéo na eletroforese
da hemoglobina falciforme quando comparada a hemoglobina normal. Anos depois
em 1956, foi possivel esclarecer a natureza bioquimica da doenca e em 1978
técnicas de biologia molecular foram utilizadas no estudo de doenca falciforme por
Kan e Dozy (NETO; PITOMBEIRA, 2003).

Esta doenca € causada por uma mutagdo no sexto cédon do éxon 1 do gene
B globina localizado no cromossomo 11, em que a substituicdo de uma timina por
uma adenina (GAG>GTG) acarreta na transcricdo incorreta do aminoacido, levando
a uma substituicdo do acido glutamico pela valina na estrutura da cadeia B da
hemoglobina, e, portanto, origina uma hemoglobina anormal chamada hemoglobina
S (sickle = foice) (SILVA; RIBEIRO NETO, 2013; NETO; PITOMBEIRA, 2003). Essa
mutacgdo é conhecida como SNP (single nucleotide polymorphism) e se caracteriza
COmo missense, ou seja, € uma alteragdo de um unico nucleotideo, que acarreta em
modificacdo do aminoacido (OLIVEIRA; NETO, 2004).

4.2 Hemoglobina

A hemoglobina € uma proteina respiratéria situada dentro dos eritrécitos que
possui como principal funcéo realizar o transporte de oxigénio por todo o organismo
humano, e para executar tal atividade, possui caracteristicas em sua estrutura que
asseguram a capacidade de se ligar e desligar da molécula de oxigénio (NETO;
PITOMBEIRA, 2003).

A hemoglobina é considerada uma proteina globular composta por quatro

cadeias globinas associadas ao grupo heme, o grupo heme por sua vez, €&
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constituido de um atomo de ferro ligado a uma estrutura porfirinica. As subunidades
da hemoglobina sdo codificadas pelos genes a e B, os genes do cluster a estédo
inseridos no brago curto do cromossomo 16 enquanto os genes do cluster B se
encontram no braco curto do cromossomo 11 (TORRES; BONINI-DOMINGOS,
2005).

Ha distintas possibilidades de combinacfes entre as cadeias globinas que
irdo dar origem a distintas hemoglobinas presentes nos eritrocitos durante as
diversas fases da vida, abrangendo desde o periodo embrionéario até a fase adulta.
Sendo assim, de um modo geral as quatro cadeias globinas sao: Duas cadeias a e
outras duas cadeias ndo a (NETO; PITOMBEIRA, 2003).

No periodo embrionario, ha trés tipos diferentes de hemoglobinas circulantes
sendo, Gower-1, Gower-2 e Portland. Apds os trés primeiros meses de vida fetal
existe a producdo da chamada hemoglobina fetal, constituida por cadeias a (alfa) e y
(gama), que perduram como sendo a maior parte da hemoglobina circulante até os
seis primeiros meses de vida do recém-nascido (NETO; PITOMBEIRA, 2003).

Durante a fase adulta encontram-se dentro dos eritrocitos trés tipos de
hemoglobinas distintas: A hemoglobina A formada por um par de cadeias a (alfa) e
um par de cadeias B (beta), sendo esta a de maior prevaléncia, ocupando de 96 a
98% do total de hemoglobina encontrada nos eritrécitos, seguido pela hemoglobina
A2 constituida por um par de cadeias a e um par de cadeias © (delta), que totalizam
de 2,5 a 3%, e por fim ainda existe uma pequena porcentagem, de apenas 1%,
correspondente a hemoglobina fetal que perdurou para a fase adulta (NETO;
PITOMBEIRA, 2003).

Os individuos homozigotos (SS), por outro lado, possuem quase que em sua
totalidade eritrocitos com hemoglobina alterada, com uma minima quantidade de
hemoglobina A2, entre 1 a 3%, e/ou quantidades variaveis de hemoglobina fetal,
indo de 0 a 30%, assim sendo, apresentam sintomatologia, diminuindo também, o
tempo de vida dos mesmos na circulacdo (SILVA; RAMALHO, 1997). Ao passo que,
heterozigostos (HbAS) apresentam niveis de HbS que variam entre 45% a 50%
dentro dos seus eritrocitos (ANVISA, 2002). A tabela a seguir faz uma comparacao
entre a propor¢cdo de hemoglobinas encontradas em individuos saudaveis, com traco

falciforme e com anemia falciforme.
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Tabela 1: Proporcdo de hemoglobinas encontrada em individuos saudaveis,

individuos falciformes e individuos com traco falciforme.

Ind saudaveis Ind falciformes Ind. Traco falciforme
HbA (a232) 96 a 98% - Acima 50%
HbA2 (a262) 25a3% la3% -
HbF (a2y2) 0al% 0 a 30% 0a2%
HbS (a2/BS2) - Restante 45 a 50%

Fonte: Baseado em (SILVA; RAMALHO, 1997, NETO; PITOMBEIRA, 2003
ANVISA, 2002).

A designagao “anemia falciforme” é atribuida aos homozigotos para HbS
enquanto “traco falciforme” € a denominacao utilizada para heterozigotos que
herdaram de seus pais um gene da hemoglobina A e outro gene da hemoglobina S
(HbAS), porém nessas condi¢des as concentracfes de HbAA sdo maiores que a de
HbS, e as hemacias possuem meia-vida fisiolégica ndo alterada, de modo que, a
falcizacdo in vivo s6 ocorre em condi¢cdes especificas, como casos em que 0O
paciente é submetido a anestesia geral, voos de avido ndo pressurizados,
exposiches a altas altitudes, quadros de infeccbes e em casos de extremo esforgo
fisico (ANVISA, 2002). Entretanto, o individuo heterozigoto para HbS com
associacdo de outra hemoglobinopatia ou hemoglobina variante deixa de ser
assintomatico e passa a apresentar sintomas, sendo, inUmeras vezes necessario a
hospitalizagdo do mesmo e o uso de transfusdes de concentrado de hemécias.
Dentre as possiveis associacdes 0s quadros mais graves sdo quando se encontram
além do traco falciforme, a beta talassemia ou a hemoglobina C associadas, uma
vez, que estas contribuem para a queda drastica da concentracao de Hb (HELMAN;
CANCADO; OLIVATO, 2011).

Devido a alta miscigenacdo populacional encontrada no Brasil, o traco
falciforme merece atencédo em alguns casos especificos, como a doagao de sangue,
onde segundo a portaria 158 de 4 de fevereiro de 2016 recomenda-se a detec¢do de
HbS, justamente por sua alta prevaléncia, com médias de 4 a 6% de acometimento
na populacéo Brasileira, sendo as regides Nordeste e Sudeste os locais onde tanto a
doengca quanto o traco sdo mais frequentes, facilitando consideravelmente as
chances de um doador possuir tal traco e diminuir assim a qualidade do sangue

transfundido, sendo prejudicial tanto para receptores com HbAA, como para
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receptores com HbS, onde a presenca do mesmo aumentaria em cerca de 90% a
concentracdo de HbS neste tipo de receptor em especifico, visto que doadores
HbAS possuem quantidades de hemoglobina S de aproximadamente 20 a 40%,
diminuindo a oxigenagdo e aumentando o nivel de hemdlise po6s transfusional
(PRUDENCIO, COVAS, DOMINGOS, 2002).

4.3 Fisiopatologia

A fisiopatologia da doencga falciforme estd diretamente relacionada ao
polimorfismo de T>A no gene da beta globina (cromossomo 11), levando a troca do
aminoacido &cido glutamico (glutamato) pela valina, substituindo assim, um
aminoacido polar negativamente carregado por um aminoacido apolar alifatico. A
hemoglobina mutada é denominada HbS, que apresenta alteracdes morfoldgicas
decorrente da formacao de pontes de hidrogénio entre a valina presente na posi¢céo
um da B globina com a valina sintetizada na posicao seis, no lugar ocupado pelo
acido glutdmico em uma hemoglobina ndo mutada. As formacfes das pontes de
hidrogénio que ocorrem entre os aminoacidos possibilitam rea¢des intramoleculares,
envolvendo, principalmente, a fenilalanina da posicéo 85 e a leucina da posi¢céo 88
(MOUSINHO-RIBEIRO et. al., 2008; NETO; PITOMBEIRA, 2003).

A formacdo dessas pontes leva a polimerizacdo da Hb que tem inicio no
momento em que a oxi-hemoglobina passa a ser desoxi-hemoglobina, ou seja, no
momento em que ocorre a liberacdo do oxigénio para os tecidos. Em consequéncia
desta troca de aminoacidos a HbS possui solubilidade, estabilidade e caracteristicas
fisico-quimicas diferentes de uma hemoglobina normal (HbAA) devido a perda de
duas cargas elétricas (MOUSINHO-RIBEIRO et. al., 2008; NETO; PITOMBEIRA,
2003).

Em decorréncia dessas inumeras interagBes intramoleculares a estrutura
globular da hemoglobina é afetada e desencadeia a formacdo de polimeros
compostos por 14 fibras de desoxi-hemoglobinas, enoveladas entre si, em um
processo denominado nucleacdo, que acarreta no alongamento e alinhamento de
mais fibras, criando uma estrutura multipolimérica, em forma de um eixo axial no
interior da célula, levando a uma mudanca da forma biconcava para a forma de

drepandcito, popularmente conhecida como hemacia em foice, observada na figura
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2, caracterizando assim sua alteracdo morfologica (MOUSINHO-RIBEIRO et. al.,
2008; NETO; PITOMBEIRA, 2003).

Figura 2: Microscopia eletrénica evidenciando a morfologia do eritrocito normal
com seu formato bicbncavo preservado a esquerda, e forma alterada para foice ao

lado direito.

A,/

o

Fonte: (NAOUM, 2000).

Existem fatores que influenciam na polimerizacdo da hemoglobina por
exemplo, a porcentagem de HbS intracelular, o grau de desidratagdo celular, a
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), o tempo dos glébulos
vermelhos na microcirculacdo, a proporcdo de hemoglobinas mutadas e néo
mutadas dentro da célula, o pH, entre outros. Além da concomitancia com alfa-
talassemia e os haplétipos relacionados ao gene da HbS. No geral, quanto maior a
concentracdo de HbS dentro da célula mais grave é o quadro clinico do paciente
(ANVISA, 2002).

O periodo de tempo no qual a HbS permanece desoxigenada tem relevancia
no processo de polimerizagcdo, uma vez que esta aumenta com o aumento do tempo
da passagem dos eritrocitos na microcirculacdo, assim sendo, ha uma maior
tendéncia a falcizacdo onde a circulacdo é lenta, como por exemplo no baco
(ANVISA, 2002).

Visualizando a influéncia de todos estes fatores, dentro de um contexto
hemoterapico, realizar uma transfusdo com bolsas HbAS exige extrema cautela, pois
poderia gerar quadros de hipoxia e hemdlise intravascular tanto para receptores
HbAA debilitados, como principalmente para receptores HbS, sendo ineficaz para
melhora dos mesmos, podendo até piorar seus quadros clinicos. Deste modo,
transfusdes HbAS sao proibidas para neonatos, casos de exosanguineo transfuséo,
receptores SS (PRUDENCIO, COVAS, DOMINGOS, 2002), estes em especifico, s&o
indicados para processos transfusionais visando reduzir as concentragcdes de HbS,

sendo que as mesmas sao consideradas adequadas para individuos de médio porte
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com concentra¢cdes menores ou iguais a 50%, e para individuos de grande porte, 0s
niveis devem estar menores ou iguais a 30%. Este processo pode ser feito atraves
de eritrocitaferese, que oferece inumeras vantagens, transfusdes simples ou de
troca por fim por meio do processo de sangria. E, pacientes que serdo submetidos a
cirurgia também néo séo indicados para tais transfusfes. Toda esta cautela se torna
necessario, visto que, a HbAS pode gerar falhas na oxigenacéo, deste modo néo ser
tdo eficaz quanto necessario (HEMORIO, 2014).

A doenca falciforme caracteriza-se por inflamacdes cronicas, uma vez que
grande parte dos sintomas observados ocorrem devido ao quadro inicial de vaso-
oclusdo seguida por liberagdo de mediadores inflamatorios. A mudanca da forma
biconcava para forma de foice é o principal fator que contribui para vaso-ocluséao,
fendmeno principal da doenga (MOUSINHO-RIBEIRO et al., 2008).

O acumulo desses eritrécitos falcizados no endotélio vascular acarreta na
diminuicdo da luz do capilar e estase sanguinea, como observado na figura 3. Em
consequéncia da estase ocorre hipoxia tecidual levando a mais moléculas de HbS
desoxigenadas e agravando a situacdo no local. Com a falta de oxigenag&do 0s
tecidos tendem a sofrer infartos com necrose tecidual, fibrose, desorganizacéo
microvascular e sobrecarga de ferro, comprometendo a funcionalidade do 6rgao
afetado (MOUSINHO-RIBEIRO et. al., 2008).

Figura 3: Demonstracdo do processo vaso-oclusivo devido a mutacdo da

hemoglobina S e afoicamento das hemécias.
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CIRCULAGAD NORMAL OCLUSAD VASCULAR

Fonte: (LOBO; MARRA; SILVA, 2007).
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Ainda relacionado a vaso-oclusdo existem estudos que demonstram que
neutrofilos tém papel ativo neste processo, diferencas na sua expressao génica
podem ser responsaveis por algumas das variacdes fenotipicas da AF (Anemia
Falciforme). O endotélio encontra-se alterado na AF devido a um aumento da
expressdo de ICAM-1 (intercellular cell adhesion molecule — molécula de adeséo
intercelular), VCAM-1 (molécula de adesado celular vascular) e fator tissular.
Portanto, aparentemente dois eventos inter-relacionados e desencadeados pela
polimerizacdo da HbS parecem ser responsaveis pelas manifestacdes clinicas da
doenca, a vaso-oclusdo e a anemia hemolitica (FIGUEIREDO, 2007).

Além disso, decorrente da hemolise sofrida pelas células ha o
extravasamento de todo o conteudo intracelular dos eritrocitos, sendo assim ocorre a
liberacdo de Hb, e uma enzima chamada de arginase, especificamente do tipo |,
expressa primariamente no figado e nas membranas eritrocitarias, importante por
converter L-arginina em uréria, e ornitina. Aumentando as concentracfes desta
enzima devido a hemolise, ocorre a diminuicdo da concentracdo de arginina
impedindo que a mesma atue como substrato para conversdo da Oxido nitrico
sintase endotelial, posteriormente utilizada para producéo de 6xido nitrico (NO). Isto
soma-se ao fato de que a Hb liberada contendo grupamento heme, pode sequestrar
NO endotelial, diminuindo consideravelmente suas concentragdes fisioldgicas, assim
sendo, a queda brusca do NO contribui para a vasoconstricdo vista em doentes
falciformes, e esta agrava o processo de vaso-oclusdo, ja que impossibilita o
relaxamento do endotélio vascular (SANTOS; CHIN, 2012).

Durantes as crises vaso-oclusivas frequentemente ocorrem dores associadas
a4 isquemia tecidual abrangendo tanto membros inferiores quanto membros
superiores (LOBO; MARRA; SILVA, 2007).

Em determinadas situacdes podem ocorrer dor na regido toracica, febre,
dispnéia e hipoxemia caracterizando um quadro mais grave, a sindrome toracica
aguda. A sindrome toracica aguda acomete de 15 a 43% dos pacientes e
frequentemente esta associada a fibrose pulmonar, podendo evoluir rapidamente
para faléncia respiratoria e 6bito (ANGULO, 2003).

Decorrente dos numerosos infartos h4 uma acentuada fibrose do baco que
culmina em sua atrofia anatémica, muitas vezes, precedida de perda de funcéo.
Como consequéncia da asplenia ha uma maior suscetibilidade a infec¢des graves,

particularmente, infecgdes por Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,
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Neisseria meningitidis e Klebsiella sp. tornando esta complicacdo uma das maiores
causas de morte em pacientes com anemia falciforme (ZAGO; PINTO, 2007).

A deformidade celular proveniente da falcizacdo e desfalcizacdo dos
eritrécitos com hemoglobina S leva a alteracdes na membrana eritrocitaria que
causam desidratacdo nessas células, tais mudancas relacionam-se com a perda da
bomba de sodio e potassio contribuindo para um desequilibrio hidroeletrolitico com
perda de potassio e agua, culminando em eritrocitos mais densos, e em um aumento
da concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) favorecendo a
polimerizacdo dos mesmos, existe ainda a perda da bomba de célcio/ATPase, sendo
assim, ha um aumento na concentracdo de calcio intracelular, e como resultado
dessas alteracbes os eritrocitos tornam-se permanentemente falcizados. A
membrana celular é amplamente afetada pelo processo de falcizacdo, gerando
diversas alteragcbes como, por exemplo, rearranjo das proteinas espectrina-actina,
diminuicdo de (glicoproteinas, geracdo de radicais livres e externalizacdo da
fofatidilserina, diminuindo, portanto, o tempo de circulacao dos eritrécitos na corrente
sanguinea (MANFREDINI et. al., 2013).

Em decorréncia das alteracdbes de membrana, do aumento do CHCM e
polimerazacdo de HbS, os eritrécitos sdo sequestrados e destruidos pelo sistema
monocitico fagocitario. A auséncia da anemia no nascimento, e seu inicio
acompanhado da queda de hemoglobina fetal pds-natal com sintese de HbS,
sugerem que a falcizacdo € necessaria para induzir as anormalidades que geram a
destruicdo dos eritrécitos, além disso, muitas vezes durante o decorrer da vida de
um mesmo paciente, ha uma variacdo do grau anémico, indicando que mudltiplos
mecanismos estdo envolvidos neste processo hemolitico (GUALANDRO, 2002).

A hemodlise ocorre por destruicdo tanto extra como intravascular, sendo
menos predominante o meio intravascular, constituindo cerca de 1/3 da hemdlise
total, envolve lise eritrocitaria complemento-induzidas, provavelmente causadas pela
prépria fragmentacdo celular decorrente do curso da doenca. No entanto, a mais
frequente é a hemolise que ocorre por meios extravasculares, desencadeada por
reconhecimento e fagocitose dos eritrocitos que sofreram falcizacdo e/ou leséo
oxido-induzida da membrana celular (GUALANDRO, 2002).

Em virtude do processo de desoxigenacdo sofrido pela HbS, h4d o
favorecimento da metahemoglonizacdo da mesma, elevando suas concentracoes, e

tornando a acao da enzima meta Hb-redutase insuficiente, isso ira gerar a formacéo
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de hemicromos e precipatacao de hemoglobina S sob formato de corpos de Heinz,
isso causa por sua vez, o desalinhamento da banda-3 da membrana celular
eritrocitaria. Estes eritrécitos que foram falcizados e com alteracBes estruturais em
sua membrana, alteram sua distribuicdo de Imunoglobulinas G (IgG) em suas
superficies, causando um aumento de concentracdo das mesmas, facilitando a
ligacdo de com receptores Fc de células endoteliais, e assim induzem a acéo
fagocitaria de macrofagos do reticulo endotelial (SRE), culminando em quadros de
hemdlise e posteriormente anemia, como visualizado no fluxograma a seguir
(NAOUM, 2000).

Figura 4: Fluxograma sobre a sequencia de acontecimento na AF que levam a

quadros de anemia e hemolise.
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Fonte: Adaptado de (NAOUM, 2000).
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A hemolise prematura das células acarreta em uma diminuicdo de
hemoglobina e hematdécrito, aumento de reticulécitos, de bilirrubina indireta e
desidrogenase lactica (ZAGO; PINTO, 2007).

A clinica da anemia falciforme & muito variavel existindo casos com o6bitos
prematuros e outros com expectativa de vida préximo ao normal, estimulando, entdo
a busca por moduladores da doenca (GUALANDRO, 2009).

A hemoglobina fetal, considerada o maior modulador da anemia falciforme,
encontra-se em pouquissima quantidade em individuos adultos (GUALANDRO,
2009). Os niveis de HbF sdo determinados geneticamente e a presenca de
pequenas elevacdes em sua concentracdo ndo acarretam em nenhuma
manifestacdo clinica. Porém, na anemia falciforme, o aumento de HbF circulante,
conhecido como persisténcia hereditaria da hemoglobina fetal tem uma correlacéo
positiva com a doenca (ZAGO; PINTO, 2007).

A hemoglobina fetal elevada intervém tanto nos valores hematimétricos
guanto nas caracteristicas clinicas dos pacientes, culminando em menos crises
vaso-oclusivas, diminuicdo do sequestro esplénico, e reducdo no numero de
transfusbes e hospitalizacbes. Estd atua inibindo a polimerizagcdo e
consequentemente falcizacdo dos eritrocitos, sendo assim, a concentracao de HbF é
uma protecédo contra a anemia falciforme (MOUSINHO-RIBEIRO et. al., 2008).

A protecéo proveniente dos altos niveis de hemoglobina fetal acontece devido
a ndo interagcdo desta com a hemoglobina S, sendo assim, inibe fendbmenos de
polimerizacdo de HbS e a falcizacdo sofridos pelos eritrocitos. Além disso, a
presenca de outras hemoglobinas como a hemoglobina F, A e A2 reduzem a
concentracdo intra-celular da hemoglobina S, portanto corroboram na protecao
contra falcizacdo, uma vez que, a formacdo dos polimeros é HbS concentracdo-
dependente (MOUSSINHO-RIBEIRO et. al., 2008).

Esse aumento da concentracdo intracelular de HbF age diminuindo a
incidéncia de determinados subfenétipos da doenca, principalmente a viscosidade-
vaso-oclusédo (KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007).

Em sintese, a forma clinica da doenca cursa com anemia devido a menor
sobrevida dos eritrécitos, sendo, portanto, uma anemia hemolitica, na qual, observa-
se o aumento da bilirrubina indireta, hiperplasia eritr6ide da medula Ossea e

elevacdo dos reticulocitos. Contudo, aléem da hemodlise ha outros fatores que
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contribuem para o estabelecimento da doenga como a caréncia de folato,
insuficiéncia renal crénica, crises aplasicas e esplenomegalia (ZAGO; PINTO, 2007).

Em consequéncia da anemia algumas complicacdes podem ser visualizadas
como o retardo da maturagdo sexual, sobrecarga cardiaca que com o passar dos
anos evolui para uma insuficiéncia cardiaca e contribui diretamente para o
desenvolvimento de ulceras nas pernas, sendo tais complicacfes vistas com maior
frequéncia em homozigotos (ZAGO; PINTO, 2007).

Crises aplasicas afetam principalmente pacientes nos primeiros anos de vida,
uma vez que sao em grande maioria causadas devido a infecgcbes por parvoviros,
que detém a capacidade de parar temporariamente a eritropoese. Em individuos
normais essa pausa ndo apresenta relevancia clinica, porém, em pacientes
falciformes contribui significativamente para agravar os quadros anémicos (ZAGO;
PINTO, 2007).

Uma de suas manifestaces mais comum € a dor também sendo responsavel
por grande quantidade das hospitalizacdes evolvendo anemia falciforme, podendo
ser acompanhada de febre ou ndo. A génese da dor esta baseada nos episodios de
hipoxia tecidual e liberacdo de pir6genos enddgenos. Essas crises dolorosas se
apresentam com duracao diferente entre os pacientes podendo ser transitoria com
duracdo de 5 a 10 minutos ou crises mais prolongadas que podem ter duracédo de
horas ou dias. Em criangas menores de 5 anos ocorre a dactalite, que sao as crises
dolorosas nos pés e maos, devido a necrose da medula 6ssea nas porcdes distais
dos membros, muitas vezes € o primeiro sinal indicativo da doenca (MARTINS;
MORAES-SOUZA,; SILVEIRA, 2010).

O sequestro esplénico é considerado uma complicacdo grave acarretando em
queda abrupta de hemoglobina com possivel evolu¢cdo para choque hipovolémico
fatal se ndo tratado rapidamente pela equipe médica (MARTINS; MORAES-SOUZA;
SILVEIRA, 2010).

O acidente vascular cerebral (AVC) se apresenta como uma das
complicagbes mais graves da anemia falciforme e a principal causa de mortes em
criangas com a doenca (MARTINS; MORAES-SOUZA; SILVEIRA, 2010).

Dentre as complicacdes osteo-articulares nos pacientes com anemia
falciforme observa-se necrose de cabeca de fémur, artrite séptica, osteomielite e
infarto 6sseo, complicagcBes estas provenientes da vaso-oclusdo e degeneracao dos
vasos sanguineos 6sseos (MARTINS; MORAES-SOUZA; SILVEIRA, 2010).
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Uma das complicacdes frequentemente encontradas nos adultos com AF sao
as ulceras de membros inferiores, que se apresentam de forma espontanea ou
resultante de traumatismo (MARTINS; MORAES-SOUZA; SILVEIRA, 2010).

Dentro de um contexto hemoterapico torna-se relevante saber que os
heterozigotos pra HbS ou portadores do tracgo falciforme possuem a hemoglobina S
em um percentual que varia de 22 a 45% (SILVA; RAMALHO, 1997). E, portanto,
raramente este gendtipo esta associado a manifestacdes clinicas e hematoldgicas
significativas, uma vez que, a concentragdo de HbS dentro dos eritrocitos destes
individuos € baixa, e, portanto, esses nao sofrem o processo de falcizacdo, sendo
assim, ndo se apresentam com morfologia de eritrécitos alterados e, tempo de
sobrevida na circulacdo é o normal, ou seja, 120 dias. (TOME-ALVES, 2000, ZAGO;
PINTO, 2007). Os pacientes heterozigotos, portanto, levam uma vida normal,
podendo apresentar qualquer sintoma quando submetidos a situagbes de baixa
oxigenacdo, apenas. Assim sendo, muitos se tornam doadores de sangue,
descobrindo somente da sua condi¢cao genética através dos servicos hemoterapicos,
visto que, sao realizadas triagens para as mesmas por parte de tais instituicoes,
como preconizado na legislagéo (SILVA; RAMALHO, 1997).

4.4 Diagnostico laboratorial

O diagnostico de hemoglobinopatias requer cuidado com a metodologia
aplicada e com o grupo populacional a ser analisado considerando que em muitos
casos as mutacoes sdo especificas de determinadas regides e etnias (ORLANDO et.
al., 2000).

A tecnologia adequada é de suma importancia para um diagndstico preciso e
correto utilizando de diversos testes laboratoriais seletivos e confirmatérios, assim
como, dados clinicos e historico familiar (ORLANDO et. al., 2000).

O inicio da investigacdo laboratorial é feito por meio da andlise morfolégica
das células, na qual espera-se encontrar. microcitose, hipocromia, pontilhado
basdfilo, eritroblastos, células falcizadas (drepandcitos), células em alvo, entre
outras alteracdes. (ZANATTA; MANFREDINI, 2009).

A hemoglobina encontra-se entre 6 a 12g/dL sendo o valor de referéncia de
12 a 16g/dL para mulheres e 13 a 17g/dL para homens, portanto, em pacientes

falcemicos a mesma encontra-se baixa, indicando anemia. O volume corpuscular
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médio (VCM) é variavel e menor que 110 fL, normalmente normocitico a levemente
macrocitico, ja a concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) em sua
maioria € normal. O RDW (Red Cell Distribuition Width - Larga distribuicdo de células
vermelhas do sangue) se encontra elevado, visto que, este indica a porcentagem de
anisocitose, ou seja, variagdo na forma das células. Também podem ser
visualizados corpusculos de Howell Jolly, pontilhado basofilo e alguns fragmentos de
eritrocitos. A hipercromia nesses pacientes € explicada devido a perda excessiva de
potdssio em relacdo ao ganho de sddio das células, que resulta na perda de agua
para 0 meio extracelular e assim aumento da concentracdo de hemoglobina
(OLIVEIRA, 2008).

O restante dos dados obtidos no hemograma, como leucdcitos e plaquetas
encontram-se elevadas. O primeiro frequentemente espera-se elevado em quadros
hemoliticos e infecciosos e 0 segundo espera-se aumentado pela atrofia do baco,
orgdo responsavel por armazenar aproximadamente um terco das plaquetas
circulantes em situacdes fisiologicas (NETO; OLIVEIRA, 2004).

Os heterozigotos (HbAS) ndo apresentam caracteristicas clinicas e seus
achados hematoldgicos sdo considerados normais com niveis de hemoglobina
variando de 13 a 15 g/dL e volume corpuscular médio (VCM) de 80 a 90 fL
(GIOVALLI et. al.,2011).

No Brasil devido sua alta prevaléncia o diagnéstico de hemoglobinopatias
passou a ser obrigatério por meio da criacdo do Programa Nacional de Triagem
Neonatal (PNTN) em 2001. O PNTN determina o diagndéstico das mesmas nos
neonatos e de outras doencas tais como hipotireoidismo congénito, fenilcetonudria e
fibrose cistica. A mortalidade por infec¢Bes bacterianas ou por sequestro esplénico
tem inicio ap6s os dois ou trés primeiros meses de vida comprovando a relevancia
de um diagnéstico precoce e a importancia deste programa desenvolvido pelo
Ministério da Saude (FERRAZ; MURAO, 2007).

A falta de informacédo acerca da doenca por parte da populacdo, bem como
dos profissionais da area da saude, além do baixo nivel socioecondmico sao fatores
determinantes para a deficiéncia na triagem neonatal em algumas regides
Brasileiras (SILVA, 2006). Durante o periodo de 1° de janeiro de 2004 a 26 de
dezembro de 2006 nasceram no pais 137.040 criancas, das quais apenas 116.271

sofreram os testes de triagem, demonstrando que uma parcela consideravel da



29

populacdo ainda n&o possui acesso a tais metodologias corroborando para a falta de
tratamento, informac&o e aconselhamento genético no pais. (DINIZ et. al., 2009)

Em neonatos com hemoglobinopatias, sobretudo aquelas que envolvem
mutagcdo da cadeia B, os testes de triagem s6 encontrardo tragos de hemoglobina
variantes, sendo o perfil hemoglobinico caracteristico s6 confirmado apds o sexto
més de vida, em razdo de que neste periodo € onde ocorre a diminuicdo de
producdo da cadeia gama, substituindo a hemoglobina Fetal pela hemoglobina A
(FERRAZ; MURAO, 2007).

O recém-nascido é geralmente assintomético em consequéncia do efeito
protetor da hemoglobina Fetal sobre a anemia falciforme, visto que a mesma
representa 80% do total de hemoglobina circulante nesta fase de vida. Considerando
a interferéncia da HbF no diagndstico, os testes de solubilidade e falcizacdo ndo sao
utilizados durante este periodo, havendo a necessidade de um teste mais sensivel e
com melhor custo-beneficio. Inicialmente eram utilizados dois procedimentos
eletroforéticos associados para confirmacéo diagnostica, porém foi observado que
as técnicas apresentam uma menor sensibilidade e dificil reproducdo em larga
escala. A partir dos problemas encontrados envolvendo o diagnéstico por
eletroforese a maioria dos programas de triagem neonatal utiliza atualmente a
associacao de eletroforese por focalizacao isoelétrica e cromatografia liquida de alta
resolugéo (HPLC) (FERRAZ; MURAO, 2007).

O Diagnostico molecular tem sido empregado em exame pré-natal, utilizando
amostras fetais do liquido amniético, da vilosidade coribnica ou do plasma materno
que através da técnica de PCR é possivel fazer a amplificacdo do gene da 3 globina
e analise de restricdo (SONATI; COSTA, 2008).

Devido ao fato de portadores do traco falciforme raramente estarem
associados com alguma manifestacdo clinica ou hematoldgica significante, assim
nao apresentarem anemias, possuindo um carater benigno, ja foi relatado alguns
pacientes que tiveram complicacfes e até mortes subitas quando expostos a baixas
tensdes de oxigénio, voo em avides despressurizados, extremos esforcos fisico, etc.
No entanto, a maioria acaba passando a vida sem saber de sua condicdo, e por
isso, tem grandes chances de procurarem um servico de hemoterapia com a
finalidade de doag&o de sangue, evidenciando mais uma vez a necessidade de um
diagndstico efetivo e uma triagem adequada. (SANTOS, 2014).

O Fluxograma a seguir demostra uma sugestao para investigacao laboratorial:



Figura 5: Fluxograma dos métodos de diagndstico da anemia falciforme.

_ Hb=/>11g/mL— n3o 4 anemia

CRIANCA
»hmeses -,
* Hb<1lg/mL — anemia
b eniodr
reticuldcitos i
1= pode ser AF
| CHCM normal
. VCM normacitico & normocrdmico
emogama ~ RDW t (anisocitose)
poiquiocitose 1 (forma)
- I
: pode ser AF
presenca de HbS confirmar
auséncia de HoA I
HhA2 - elefroforese v
| auséncia de HbF . presenca de dreaanacitos
> (confirma presenca da HbS)

Se gositivo = AF _ /" realizar um dos mefodos para canfirmar

™ fdczzcho  ©
Senegativo =nap € AF

ou
falso negativo = ({HO") Se qualquer teste +
/ CONFIRMAR!
et HbS (+10%) = AF v REPETR
_ solbidade seainda+
Se | HbS (0%) = ndoé AF < REAVALIAR APOS

N B HESES

Fi

falso negativo (confirmar) &

30

AF- Anemia falciforme, Hb-Hemoglobina, HbF- hemoglobina fetal, HbS- Hemoglobina S,

HbA1- Hemoglobina Al.
Fonte: Modificado de (GATINO; GOz, 2012).
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4.4.1 Eletroforese

Como diagnostico pode-se utilizar a eletroforese, podendo ser tanto alcalina
em acetato de celulose, quanto eletroforese acida em agarose, que por meio de um
campo elétrico proporciona a separacdo da hemoglobina, uma vez que, por ser
carregada negativamente migra para o polo positivo do gel, e como a HbS € oriunda
de uma mutacéo, possui um padrao de migracao diferente da Hb normal (ZANATTA;
MANFREDINI, 2009).

A eletroforese em acetato de celulose é feita em pH 8 pois a hemoglobina é
uma proteina carregada negativamente, migrando em dire¢cdo ao polo positivo
(&nodo). Essa metodologia é capaz de identificar tanto as hemoglobinas normais,
qguanto grande parte das variantes. As diferentes migracdes observadas entre as
distintas hemoglobinas com defeitos estruturais ocorrem devido a alteragbes de
cargas elétricas, que provém de substituicbes de aminoacidos com pontos
isoelétricos (pl) diferentes. As hemoglobinas variantes, oriundas de mutacfes que
nao envolvem alteracdes de cargas elétricas, geralmente apresentam mobilidade
eletroforética semelhante a HbAA (ZANATTA; MANFREDINI, 2009).

A eletroforese alcalina em acetato de celulose é uma metodologia que deve
ser utilizada como teste inicial para rastrear a presenca da HbS, fazendo necessério
0 uso de outras metodologias para confirmacdo diagndstica, uma vez que, existem
hemoglobinas com migracao semelhante (ZAMARO et. al., 2002).

A eletroforese em pH &cido permite a diferenciagdo de algumas
hemoglobinas, dentre elas, HbF, HbA, HbS e HbC, permitindo também a
qguantificacdo de HbF como pode ser visualizado na figura 5. Apesar da facilidade
desta forma diagnéstica e de sua reprodutibilidade estes ndo fornecem uma
identificacdo precisa devido ao processo de co-migracao de formas semelhantes de
Hb. (ZANATTA; MANFREDINI, 2009). As figuras a seguir exibem resultados de

eletroforese em gel com pH alcalino e acido.
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Figura 6: Eletroforese de hemoglobina em pH alcalino, sendo representativo na
coluna 1 HbAA, coluna 2 HbAS, coluna 3 HbAC, coluna 4 HbSC, e coluna 5 HbSS.
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Fonte: (ZAMARO et al., 2002).

Figura 7: Eletroforese de hemoglobina em pH acido, sendo representativo na
coluna 1 HbAA, coluna 2 HbAS, coluna 3 HbAC, coluna 4 HbSC, e coluna 5 HbSS

...A.F
AD
5
~ c

Fonte: (ZAMARO et al., 2002).
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442 HPLC

A técnica de HPLC (cromatografia liquida de alta resolucéo) para deteccéo de
hemoglobina S consiste em uma cromatografia de troca ibnica em sistema fechado
onde duas bombas de émbolo duplo e uma mistura de tampdes de diluicdo com
controles de gradientes pré-programados passam por meio de uma coluna analitica
e um fotbmetro de filtro de comprimento de onda duplo (415 e 690nm), monitorando
a eluicdo da hemoglobina na coluna, detectando as alteracdes de absorbancia a 415
nm. A alterac@o da absorbancia é monitorada e representada em um cromatograma
como visualizado na figura 6 no qual, é analisado o tempo de retencdo de cada
hemoglobina, este tempo de retencdo € o tempo transcorrido entre a injecdo da
amostra até o apice e se da de forma diferente para cada hemoglobina, sendo
assim, torna-se possivel determinar quais hemoglobinas estao presentes na amostra
além de quantifica-las (BANDEIRA, 2006).

Figura 8: Perfil cromatografico das hemoglobinas HbA em A, HbAS em B, e
HbS em C.
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Fonte: (LOBO et al., 2003)
4.4.3 Falcizacao
O teste de falcizagdo tem como principio expor as hemacias a baixa tensdo

de oxigénio forcando sua falcizagdo. Para realizacdo desta metodologia utiliza-se

metabissulfito de sodio com a finalidade de reduzir a tensdo de oxigénio, sendo
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assim, ocorre o preparo da solugdo com este diluente e a amostra do paciente para
ser fixada com esmalte entre lamina e laminula, e posteriormente analisada por
microscopia, como na figura a seguir. (ZANATTA; MANFREDINI, 2009). Entretanto
este teste sO poderia ser efetuado como triagem uma vez que indica a presenca de
hemoglobina S, porém ndo faz distincdo entre homozigose, heterozigose ou a

concomitancia com outras hemoglobinopatias (RUIZ, 1988).

Figura 9: Eritrécitos falciformes, e eritroblastos circulante em sangue

periférico, corados por meio da coloragéo de Leishman.

Fonte: (LORENZI, 2006).

4.4.4 Solubilidade

7

O principio do teste de solubilidade € a reducdo da hemoglobina S, em

decorréncia de sua insolubilidade em tamp&o organico permitindo assim, o
discernimento das demais hemoglobinas que sdo sollveis em tampao inorganico. A
molécula de hemoglobina é um tetramero simétrico, durante a desoxigenacao a
cadeia B se desloca lateralmente, e devido ao meio conter ditionito de sédio os
eritrocitos sao lisados, liberando as hemoglobinas desoxigenadas e quando estas
possuem a mutacdo irdo turvar a solucdo. Esta metodologia apresenta boa
sensibilidade, baixo custo e facil execucdo, porém possuem algumas limitagbes que
acarretam em resultados falsos negativos, tais quais quando associadas a outras
hemoglobinas anormais, por exemplo, HbC Harlem e em casos de a amostra
contiver baixas concentragcbes de HbS (PRUDENCIO; COVAS; BONINI-
DOMINGOS, 2000).

A maioria dos interferentes, como por exemplo, outras doencgas que culminam
em resultados falsos, sejam estes resultados falsos positivos ou falsos negativos,

inviabilizam também a doacdo de sangue, assim sendo, diminui 0s riscos de
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resultados erréneo do teste solubilidade nos servicos de hemoterapia (PRUDENCIO;
COVAS; BONINI-DOMINGOS, 2000).

Figura 10: Teste de solubilidade realizado em amostra normal (esquerda) e
amostra com hemoglobina mutada (direita), onde € possivel visualizar a turvacéo do

meio somente no tubo que contém amostra com HbS.

Fonte: (NAOUM, 1999).

4.45 PAPEL FILTRO

A técnica de papel filtro consiste em utilizar a solucdo de ditionito de sodio, ja
usada na rotina do banco de sangue, durante o teste de solubilidade. Esta solucao
contém saponina para lisar a membrana do eritrocito que libera hemoglobina na
solucéo e na presenca de ditionito de sddio torna-se desoxigenada, juntamente com
um tampao fosfato, para que ocorra a polimerizacdo da Hb e sua precipitacédo, esta
solucdo entdo seria depositada no papel filtro conforme demonstrado na figura a
seguir e a mancha de sangue resultante seria analisada (YANG et al.,2013).

Figura 11: Exemplificacdo da metodologia da técnica do papel filtro, em (A) é

possivel visualizar a inser¢cdo das amostras no papel, em (B) o processo de absor¢éo

da amostra pelo papel filtro, e em (C) o halo de absorcéo e padrbes de resultados.

Papel Filtro

Hb AA Hb AS HDb SS

Fonte: (YANG et al.,2013, SANTOS,2014).
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4.5 Efetividade das técnicas laboratoriais

Com o passar dos anos, e 0 aumento da necessidade de exames cada vez
melhores para diagnosticar determinada doenca, foi criado uma série de conceitos
importantes a cerca do tema, um deles seria o de sensibilidade que mostra a
capacidade que o teste possui para detectar os individuos verdadeiramente
positivos, logo, de fornecer um diagnostico correto dos doentes. Também é
importante o conceito de especificidade, que é a capacidade possuida pelo teste de
detectar os individuos verdadeiramente negativos, logo, de fornecer um diagnéstico
para pessoas sadias. Com tais conceitos pode-se avaliar de modo critico o uso de
uma ou outra técnica, estas comparacfes baseadas nestes e em outros topicos
foram feitas a fim de facilitar a escolha para o diagnostico de HbS nos servigos
hemoterapicos, em especifico. No entanto, vale ressaltar que, ndo somente estes
parametros sdo determinantes na escolha da metodologia, sendo também
importante avaliar os custos, quantidade de amostras e efetividade para cada
servico em particular. (GUIMARAES, 1985)

Hicks (1973) realizou um estudo comparativo para triagem de
hemoglobinopatias, no qual, demostrou que o teste de falcizacdo possui uma
sensibilidade de 97% e especificidade de 99,9% enquanto o método de solubilidade
apresentou 98,9% de sensibilidade e 100% de especificidade ja a eletroforese
demonstrou 100% tanto em relacdo & sensibilidade quanto em relacdo a
especificidade. Neste mesmo estudo também foi possivel identificar a porcentagem
de resultados falso-positivos e falso-negativos de cada técnica em questédo, sendo
gue para o teste de falcizacdo, teste de solubilidade e eletroforese, os percentuais
de falso negativos foram 3%, 1% e 0% respectivamente e os percentuais de falso
positivos foram 0,07% para o teste de falcizacdo e 0% para os demais testes. Esses
resultados demonstram que a eletroforese é tanto sensivel quanto especifica, ja os
testes de falcizacao e solubilidade sdo mais especificos que sensiveis.

Surve (2000) avaliou o teste de solubilidade na triagem de HbS que identificou
871 portadores da mutacdo dos 932 anteriormente detectados por HPLC e
eletroforese, portando, a partir disso concluiu que a sensibilidade do teste de
solubilidade era de 93,8% e especificidade de 100%, com valor preditivo positivo de

100% e valor preditivo negativo de 96,7%, e com esses resultados demonstrou que
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a técnica € muito confidvel na identificacdo ndo somente de homozigotos como
também de heterozigotos entretanto ainda é passivel de resultados falsos negativos.

Woitowicz e colaboradores (2010) que também realizaram uma comparacao
entre as metodologias de falcizacdo e solubilidade obtendo resultados semelhantes
ao dos estudos supracitados, no qual, verificaram a mesma quantidade de
positividade entre as técnicas com a mesma eficiéncia.

Vale ressaltar que apesar dos resultados similares obtidos entre as técnicas
de solubilidade e falcizagdo estas apresentam diferentes aspectos relacionados a
execucao e interpretacdo que devem ser levados em consideragdo na escolha da
metodologia que ir4 ser implementada no laboratério (WOITOWICZ et. al., 2010).

Segundo estudo realizado por Giovelli e colaboradores (2011) que teve por
objetivo comparar trés métodos de deteccao de HbS em 4.108 doadores de sangue
aptos que se apresentaram ao banco de sangue do HUSM, foi obtido por resultado
entre 0s mesmos de 23 amostras positivas para presenca de HbS por eletroforese
guantitativa em gel de agarose com pH 9,5 enquanto o teste de solubilidade
identificou 22 (95,6%) amostras positivas, sendo assim, concluiram que o teste de
solubilidade apresentou um resultado falso-negativo o que corrobora com o estudos
anteriores no quais afirmaram que a eletroforese € uma técnica mais sensivel do
gue o teste de solubilidade para deteccdo de HbS. Na visdo dos autores a
eletroforese de hemoglobina demonstrou ser o melhor método, entretanto exige
maior tempo de execucdo, devendo ser considerado quando se trata de triagem de
banco de sangue pelo seu grau de sensibilidade, uma vez que esta minimiza
resultados falso negativos e garante a qualidade e confiabilidade aos processos
transfusionais, porém ao ser efetuada uma analise de custos o teste de solubilidade,
e falcizacdo tornam-se escolhas melhores em relagéo a eletroforese, visto que, o
valor por exame € consideravelmente menor, além destes possuirem outras
vantagens relacionadas a metodologia da técnica tais quais facilidade, praticidade e
maior rapidez na execugéo (GIOVELLI et. al., 2011).

As vantagens e desvantagens entre os métodos utilizados para deteccao de
HbS estdo descritos no Quadro 1.



Quadro 1: Comparacao entre as técnicas utilizadas para detec¢do de HbS.

Técnicas

Vantagens

Desvantagens

Teste de solubilidade

Menor custo, menor tempo
de preparo e facil

treinamento profissional.

Inespecifico durante
periodo neonatal (HbF),
resultados falsos positivos
e falso negativos, ineficaz
na diferenciacdo de
heterozigose e
homozigose, teste manual,
maior sucetibilidade para a
troca de amostras
(necessario cautela na

identificacdo do tubo).

Teste de Falcizacéo

Baixo custo, facil execucao.

Resultados falsos positivos
e falsos negativos.

HPLC

Analisador automatico,
menor trabalho manual,
menor tempo de execucéo,
mais amostras analisadas,
requer pouca quantidade

de amostra.

Alto custo

Eletroforese acida

Diferenciacéo das

hemoglobinas A;, C, O e E.

Consumo de tempo,
migragao de por¢oes
semelhantes, alto tempo de

execugao.

Eletroforese alcalina

Diferenciagéo de
hemoglobina A, F e
variantes frequentes (S e
C).

Nao diferencia hemoglobina
A2, C, O e E, alto tempo de

execucéo.

Papel filtro

Baixo custo, metodologia
simples, requer poucos

equipamentos e reagentes.

Dificil manuseio em larga
escala, rastreabilidade e

logistica.

Fonte: Adaptado de (DUARTE, 2012).

38



39

Dentre os diversos fatores que devem ser analisados para a escolha de uma
metodologia encontram-se tempo de execuc¢ao, automacéao, custo da técnica e mao
de obra para sua execucdo. Em suma para deteccdo de HbS dentro de 5
metodologias, 3 sdo mais utilizadas sendo estas eletroforese, teste de solubilidade e
falcizacdo, porém, ainda pode ser feita a detecdo por meio de HPLC, e técnica de
papel filtro, usadas em menor frequéncia. (DUARTE, 2012) As metologias de alto
custo incluem HPLC, e eletroforese, sendo técnicas automatizadas, que necessitam
de equipamentos especificos, com curto tempo de execucao e necessidade de uma
equipe técnica muito bem preparada para realizacdo dos testes, dificultanto sua
empregacdo em grandes rotinas de servicos hemoterapicos, possuem também uma
maior sensibilidade, quando comparadas as demais técnicas (MORAS, 2012). Por
outro lado a automacao das técnicas acarreta em uma diminuicdo na quantidade de
técnicos para realizacao do teste.

O método de HPLC possui algumas vantagens quando comparado
exclusivamente a técnica de eletroforese tanto para pH alcalino, quanto acido, tais
como: Maior sensibilidade e rapidez de execucdo para identificacdo de fracdes
hemogloninicas, além de quantificacdo e fornecimento de resultados qualitativos de
Hb variantes presentes em pouca quantidade. Por outro lado, a eletroforese, é muito
sensivel também e possui um custo bem menor que o HPLC, justificando sua maior
utilizacdo. (PINHEIRO et. al., 2006)

Existem ainda, porém, metodologias que possuem um menor custo, levando
vantagens quando comparadas aos métodos automatizados citados, como o teste
de solubilidade, falcizacdo e papel fitro, sendo este ultimo pouco utilizado, séo
técnicas manuais, que exigem condicdes de aparelhagem bem mais simples,
treinamento de equipe mais basico, tempo de execugcao menores, e principalmente
valores reduzidos. Estudos anteriormente citados, monstram que os testes de
solubidade e falcizacdo possuem resultados muito semelhantes quando feita uma
analise visando sensibilidade e especificidade dos métodos, no entanto, a técnica de
falcizacdo necessita de uma pratica bastante cautelosa para confeccdo de laminas,
assim como de um observador experiente para emissdo do resultado, possui
também um tempo maior de execucdo, levando no minimo 1h e no méaximo 24h
para liberacdo de resultado final, quando comparada a técnica de solubilidade, que
possui liberac&o imediata dos resultados obtidos, além disso, o teste de solubilidade

necessita de uma preparacdo mais basica e menor experiencia por parte da equipe
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técnica para execucdo do método, além disso o teste é realizado com um maior
namero de amostras por vez quando comparada com a metodologia de falcizacéo.
Assim sendo, ambos sdo baratos, rapidos, sensiveis e especificos, tendo como
maior distincdo o modo de execucédo das técnicas. (WOITOWICZ et. al., 2010)

E preciso para um servico hemoterapico, verificar qual sua necessidade de
tempo, valores, disponibilidade de ambientes adequados, e mao de obra para
escolher um método que contemple de modo satisfatorio sua rotina. (WOITOWICZ
et. al., 2010).

4.6 Proposta para utilizacdo de bolsas HbA/HbS

A anemia falciforme encontra-se entre as doencas de cunho genético mais
importante em termos epidemiologicos do Brasil e do mundo, necessitando de
triagens e aconselhamento genéticos eficientes, no entanto, existem individuos que
possuem apenas o traco falciforme (PRUDENCIO; COSTA; DOMINGOS, 2000),
porém, devido ao fato dos mesmos com HbAS ndo possuirem sintomatologia e
levarem vidas normais, muitos ndo sabem de sua condi¢cdo e acabam se tornando
doadores de sangue. (SILVA; RAMALHO, 1997). Em um servico hemoterapico de
Sé&o Paulo (COLSAN — Associacéo beneficente de coleta de sangue) estimasse que
em torno de 1,4% dos concentrados de hemacia obtidos sejam provenientes de
doadores que possuem traco falciforme?.

Com o passar dos anos ocorreu um aumento na preocupagdo para garantir a
seguranca nos processos transfusionais, e, portanto, existe um maior rigor na
selecdo de doadores de sangue (BRENER et. al., 2008). Tal selecéo é baseada em
parametros legais, presentes na portaria 158 de 4 de fevereiro de 2016. Segundo a
mesma, no artigo 142 encontra-se a permissao para utilizacdo de
hemocomponentes com hemoglobina S para pacientes que ndo possuam
hemoglobinopatias, acidose grave e hipotermia.

Além disso, o concentrado de hemacia (CH) nédo podera ser utilizado em

transfusdes intrauterinas, e procedimentos cirdrgicos com circulagao extracorporea.

! Informacgbes concedidas pelo bidlogo e gerente de laboratérios, Cristiano Costa, da COLSAN,
Séo Paulo (SP).
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A transfusdo de concentrados de hemacias contendo hemoglobinas S pode
acarretar em repercussoes indesejadas, uma vez que existe a possibilidade de
falcizacdo das hemacias no receptor e também existe a possibilidade de ocorrer
alteracbes do hemocomponente durante o processo de fracionamento e
armazenagem (VIVAS et. al., 2006).

Morais et. al. (1985) verificou que as bolsas de sangue de doadores
heterozigotos (HbAS) tendem a falcizar quando armazenadas em condicfes normais
de banco de sangue, ou seja, de 4°C a 6°C = 2°C, interferindo inclusive em seu
periodo de estocagem, visto que bolsas HbAA dependendo da solucdo preservante,
sendo bolsas CPDA validas por 35 dias e bolsas com SAGM validas até 42 dias.
Porém, o fendmeno de falcizacdo ocorre de forma precoce e ja pode ser visualizado
apos 24h de armazenamento havendo um aumento progressivo quando comparado
0 primeiro ao vigésimo quinto dia de estoque. Representando mais um motivo de
preocupacdo e cuidados que devem ser tomados com estas bolsas, além disso, &
necessario que um maior numero de estudos seja feito para fim de novas
padronizacdes a cerca de uma estocagem correta e benéfica para este tipo
especifico de bolsa.

Porém, os demais pacientes que nao apresentam nenhuma das
especificidades citadas, poderdo receber hemocomponentes com HbAS, isto
dificulta a gestdo e logistica dos hemocentros que necessitam de uma
rastreabilidade eficiente para respeitar as prerrogativas da lei, e para garantir a
seguranca transfusional dos receptores, a opcdo mais viavel para muitos servigos €
o desprezo destes CH, acarretando em uma série de transtornos financeiros.

A lei vigente pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que
determina o regulamento técnico para os procedimentos hemoterapicos, abrangendo
desde a coleta do sangue até a transfusdo do hemocomponente final, diz que nao
ha necessidade de realizar o descarte das bolsas que tenham sido positivas para
hemoglobina S, porém determina a obrigatoriedade do diagnéstico da condicao
genética por meios de métodos laboratoriais, pelo menos na primeira doacao, e que
seja feita a identificacdo no rotulo da mesma. Os servigos também sédo obrigados a
comunicar sobre a condi¢cdo genética do doador para 0 mesmo, e este pode voltar a
doacao, caso queira, ndo tendo nenhum artigo em especifico que barre seu retorno.
Este fato evidéncia a necessidade de determinar a presenca da hemoglobina S em

um estagio inicial da doacédo, ou seja, durante a triagem juntamente com 0s outros
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testes realizados (VIVAS et. al., 2006) como a determinacdo da concentracdo da
hemoglobina e/ou do hematdcrito usados para a selecéo de candidatos a doacéo de
sangue com o objetivo de detectar e excluir oS mesmos que possuirem anemia,
assim sendo, pode-se considerar utilizar um teste de deteccdo de hemoglobina S
durante a pré-triagem dos doadores como critério para doacao. A figura 7 demonstra
o melhor momento para tal realizagéo, (CANCADO et. al., 2007).

Figura 12: Fluxograma para doa¢do de sangue com a sugestado de deteccao de

hemoglobina S durante a pré-triagem.

Doagéo de » : ” Voto de auto
sangue Cadastro Pré-triagem Triagem Clinica oxclusio Coleta
Presséo Temperatura Hemoglobina ou
arteria corporal Peso Pulso hematcrio
Teste para deteccdo
de HbS

Fonte: arquivo proprio.

Os métodos diagnosticos para deteccdo da hemoglobina S atualmente
abrangem técnicas como HPLC e eletroforese que necessitam de laboratérios
clinicos bem equipados com a presenca de instrumentos especializados, porém
esses recursos ndo estdo disponiveis em algumas situacdes justificando o uso de

metodologias mais simples como o teste de solubilidade ou de papel filtro nas
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triagens de doadores de sangue, sendo métodos, rapidos, baratos e que necessitam
de um preparo relativamente facil e basico por parte da equipe técnica (SANTOS,
2014). Deste modo desde o comeco as bolsas com HbAS poderiam ser direcionadas
para tratamento especifico, determinado pelo servico em particular, que atualmente
apesar de ja conterem a informacdo sobre a presenca de hemoglobina S em seu
rotulo ainda sdo armazenadas juntamente com as demais bolsas, dificultando a sua
utilizacao e favorecendo a possibilidade de transfundir esta bolsa em pessoas que
ndo poderiam recebe-la ou até mesmo barrar a doagdo neste momento.

A presenca de eritrocitos com HbS em doadores de sangue é significativa
atingindo aproximadamente 2,4% como demonstrado em diversos estudos, ja
citados anteriormente. O artigo 35 da resolucéo vigente determina que a selecéo de
doadores possa ser realizada por meio de entrevista com profissional de saude
capacitado visando determinar se a coleta € segura para o doador, e se 0s
hemocomponentes sanguineos gerados a partir do sangue total coletado pode vir
causar algum tipo de risco para o receptor, sendo assim, tendo em mente o dano
que um concentrado de hemacias positivo para HbAS pode representar ao seus
receptores nas situagbes determinadas n&o somente pela legislagdo como por
estudiosos da area, seria interessante o doador ser informado que é portador de
traco falciforme e orientado a nédo realizar a doacao de sangue. Entretanto, no artigo
43 que define que a histéria médica e o antecedente patolégico do doador, sejam
avaliado segundo as doencas e antecedentes que contraindicam a doagdo nos
anexos | e Il, a presenca do traco falciforme ndo esta contemplada, portanto, a
legislacdo deixa em aberto a escolha de aceitar ou ndo um doador com traco
falciforme (BRASIL, 2016). De modo que fica a critério dos hemocentros realizarem
tal escolha, existindo assim, a necessidade de analisar o custo e o beneficio que
essa doacdo de sangue trara ao servico, tendo em vista que geralmente os
hemocentros optam por descartar os concentrados de hemacias HbAS.

E de suma importancia que seja levado em consideracdo a quantidade de
doadores testados pelos hemocentros, sendo que, em rotinas numerosas €
necessario um sistema extremamente eficiente de rastreabilidade da bolsa, tornando
a utilizacdo das mesmas muito dificultosa sob um olhar logistico. Por meio de
informagdes concedidas pela COLSAN - Associacdo beneficente de coleta de
sangue, € possivel determinar a quantidade de bolsas desprezadas devido a
presenca de HbLAS, durante o periodo de fevereiro a julho de 2016. Foram
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produzidas neste intervalo de tempo, 75.256 CH e destes 1.051 (1,4%) foram
descartados devido a positividade no teste de solubilidade, como pode ser
visualizado, em detalhes, no grafico abaixo.

Essas bolsas geram um custo para a empresa que envolve todo processo de
coleta, transporte, armazenamento, fracionamento, exames sorologicos, imuno-
hematoldgicos e a mao de obra dos funcionarios, esses gastos, com cada bolsa, ndo
possuem um retorno uma vez que estas sdo descartas somente na fase final do

processo, acarretando em um prejuizo para o Servico.

Gréfico 1: Porcentagem de descarte de bolsa HbS no periodo de janeiro a julho
de 2016.

jan fev mar abr mai jun jul ago set out nov dez

Fonte: (COLSAN, 2016).

Porém, nos ultimos anos uma série de analises feitas sobre um olhar bioético
vem acontecendo, com intencdo de proteger qualguer populacdo especifica de
abusos que podem sofrer por alguma condicdo que possuam. No caso da anemia
falciforme deve-se pensar em como tratar as informacdes genéticas que sdo obtidas
tanto de um doente falciforme, como de um portador do traco falciforme, isto porque
informacBes genéticas afetam em nivel central a vida de um individuo, desde
relacdes de parentesco, filiagdo, insercdo no mercado de trabalho, ades&o aos
seguros de saude, além de toda uma discriminacdo genética, e valores que
envolvem sexo e fatores raciais. (GUEDES; DINiZ, 2009). Dentro de um contexto
hemoterapico, no qual trata-se especificamente da doacdo de sangue em portadores
de traco falciforme, fica 0 questionamento se poderia ser feito por parte do servigco a
exclusdo deste doador devido sua condi¢cdo genética, ja que possui um respaldo
legal, que permite tal ato. No entanto, a propria legislagdo preconiza que seja

realizada uma anélise médica no qual sdo avaliados os fatores de seguranca para o
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receptor, justificando a barragem da doacdo do mesmo, porém isto ndo esti
determinado em nenhum momento na legislacdo de modo que se torna
extremamente complexo definir o que fazer com tal doacéo, tendo que se levar em

conta fatores éticos, financeiros e de segurancga transfusional.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento do presente trabalho possibilitou o estudo da anemia
falciforme, as técnicas de deteccédo laboratorial e o quanto o traco falciforme, muito
presente na populacao brasileira, influencia os servicos de hemoterapia. Além disso,
também permitiu uma pesquisa de campo para identificar o custo gasto em bancos
de sangue com concentrados de hemacias contendo hemoglobina S e uma reflexao
bioética sobre a triagem de doadores.

Como visto ao longo do trabalho existe uma prevaléncia muito alta de
portadores do traco falciforme que sdo doadores em potencial, e que descobrem
desta condicdo genética somente no estdgio final de todo o fluxo da doacéo,
portanto a um excesso de gastos desnecessarios com coleta, transporte,
armazenagem, fracionamento, exames soroldgicos e imuno-hematolégicos com
essas bolsas que poderiam ser evitados se existisse uma triagem para hemoglobina
S no momento da pré-triagem como sugerido ao longo do trabalho.

Além disso, como observado e consolidado por diversos estudos existe uma
real necessidade de aprofundar os conhecimentos sobre as técnicas de deteccédo de
hemoglobina S para determinar qual seria a melhor metodologia, em relacdo ao
custo-efetividade para ser aplicada nos centros de hemoterapia.

Dada a importancia do assunto, torna-se necessario que um estudo de cunho
pratico seja feito, visando caracterizar as vantagens e desvantagens para
implementacdo de um teste para deteccdo de hemoglobina S no momento da pré-
triagem de doadores de sangue, e dentre os métodos vistos nesta revisdo os que
melhor se encaixam nesta etapa seriam o de papel filtro ou o0 método de solubilidade
por serem técnicas que nao necessitam de ambiente laboratorial equipado, porém
ainda seria necessario uma avalicdo para implementacao da técnica na triagem com
o0 intuito de verificar sua sensibilidade, especificidade e viabilidade da realizacdo da
mesma no inicio do processo, além de ponderacdes a respeito do impacto ético que
isto causaria, visando ndo somente evitar custos desnecessarios como garantir a
seguranca dos processos transfusionais. Sendo de boa pratica, ter um fluxo préprio
e sistema efetivo de rastreabilidade para tais bolsas, detectando a existéncia do
traco desde o momento da coleta, podendo posterior a doacao, ser realizada uma
confirmacdo com outras técnicas, com fluxo de armazenamento (tempo e

temperatura), processamento e transfusao diferenciados. Impedindo que haja
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perdas financeiras e que os doadores se sintam lesados eticamente, de alguma
forma. Em legislacdo ndo ha nenhum tipo de impedimento com relacdo a tal
implementacdo no fluxo de trabalho dos bancos de sangue, além disso, ao saber
previamente sobre a presenca do traco falciforme o servico hemoterapico poderia
sugerir logo de inicio ao doador procurar um aconselhamento genético, muito
indicado nestes casos, com breves explicacdes sobre sua situacdo, visto que a
maioria das pessoas sdo leigas no assunto, uma vez que € obrigatério por parte do
servico notificar dessa condicdo assim que descoberta. Se realizado na pré-triagem,
o0 doador logo ao saber ja teria um respaldo mais especializado, além disso os
bancos de sangue poderiam contribuir grandemente com a atualizacdo de saude
publica do pais fornecendo dados constantes e atualizados sobre tal condicdo aos
orgdos designadas para isso, ajudando o governo a pensar em melhorias para
auxiliar tais pessoas. No entanto, ao reforca-se que seria necessario um estudo
pratico para que tais mudancas sejam efetivas, verificando qual o grau de
modificacdes e treinamentos 0s servicos deveriam passar, para que de fato as

vantagens sobre estes processos aparegam como previsto.
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